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INOCULACAO DE Aeromonas Hydrophila EM TILAPIA NILOTICA (Oreochromis
niloticus) ALIMENTADA COM RACAO SUPLEMENTADA COM LEVEDURA
Saccharomyces cerevisiae.

RESUMO

A tilapia, por ser um peixe com excelente desempenho zootécnico e caracteristicas
organolépticas, € o peixe mais cultivado no Brasil e na Regido do Vale do Séo
Francisco. Sendo cultivado de forma intensiva, este animal sofre estresse pelo
manejo e debilita seu sistema imunoldgico, especialmente no periodo de clima frio
que, além de diminuir seu metabolismo e a ingestdo de alimento, favorece a
ploriferacdo de bactérias. A bactéria Aeromonas hydrophila € umas das principais
causadoras de mortalidade na piscicultura brasileira, sendo a mortalidade provocada
por esta bactéria prevenida pela utilizacdo de antibiéticos, o que nao é sustentavel.
A levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizada na frabricacdo de alcool,
fermentacdo de cerveja e pao, tem sido apontada como excelente probidtico para
peixes por atuar como promotor de crescimento e melhorar a imunologia. Assim,
esta pesquisa teve por finalidade analisar o0 desempenho zootécnico e a resposta
imunoldgica da tilapia, Oreochromis niloticus, alimentada por 30 dias com ragao
suplementada com levedura, S. cerevisiae. Em seguida os animais foram desafiados
com inoculacdo de bactéria A. hydrophila em uma concentracdo de 10°
UFC/ml/peixe, sendo o inoculo injetado na regido dorso-lateral esquerdo do animal.
Foram utilizados 120 alevinos de tilapia com peso médio de 12,83 = 0,12 g,
distribuidos, em homogeneidade de peso, em 20 aquarios de 60 litros em
delineamento inteiramente casualidado, com cinco tratamentos e quatro repeti¢oes.
Os niveis de inclusdo de S. cerevisiae na racdo foram de 0/SS (inoculacdo de
solucdo salina), 0/Ah (inoculac&o de A. hydrophila), 103/Ah, 10°/Ah e 107/Ah por quilo
de racdo. Ao final do experimento foram obtidos dados relativos ao desempenho
zootécnico (peso médio, ganho de peso, taxa de crescimento especifico,
sobrevivéncia e conversao alimentar aparente), dados hematologicos (hematocrito,
hemoglobina, leucdcito, eritrocito, hemoglobina corpuscular média, volume
corpuscular médio e glicose) e colonizacdo da bactéria na agua e da levedura na
agua e no intestino. Tanto para os parametros de desempenho como 0s
hematolégicos ndo mostraram diferenca significativa entre os tratamentos. N&o
houve mortalidade no tratamento controle com inoculacdo de solucdo salina. A
concentracdo de 10® UFC/ml/peixe de bactéria inoculada causou mortalidade de
100% dos peixes. Foi observada a colonizagcdo A. hydrophila na agua e de S.
cerevisiae no intestino, mas nao houve colonizacdo deste Ultimo na agua. Estes
resultados indicam que a levedura S. cerevisiae ndo funcionou como promotor de
crescimento e nem causou resisténcia imunoldgica a inoculacdo bacteriana. Supeita-
se que a concentracao de bactéria utilizada como desafio sanitario esteja acima do
DL50 para o peso médio dos peixes estudados, tornando-se assim necessario, mais
estudos utilizando concentracdes de A. hydrophila menores.

Palavras chave: tilapia, probiético, Saccharomyces cerevisiae, Aeromonas
hydrophila.



INOCULATION OF AEROMONAS HYDROPHILA IN NILE TILAPIA (Oreochromis
niloticus) FED DIETS SUPPLEMENTED WITH YEAST Saccharomyces cerevisiae.

ABSTRACT

Tilapia, a fish for being with excellent performance and organoleptic characteristics,
is the most cultivated fish in Brazil and Vale of S&do Francisco. Being cultivated
intensively, this animal is stressed by handling and weakens your immune system,
especially during cold weather, and lower your metabolism and food intake, promotes
Proliferating bacteria. The bacterium Aeromonas hydrophila is one of the leading
causes of mortality in aquaculture, is currently prevented by the use of antibiotics,
which is not sustainable. The yeast Saccharomyces cerevisiae, used in frabricacéo
alcohol, beer brewing and bread, has been identified as an excellent probiotic for fish
to act as a growth promoter and improve immunology. Thus, this research aims at
examining the performance and immune response of tilapia, Oreochromis niloticus,
fed for 30 days with diets supplemented with yeast, S. cerevisiae. Then the animals
were challenged with inoculation of bacteria A. hydrophila at a concentration of 108
CFU / ml / fish, the inoculum was injected into the left lateral dorsal region of the
animal. A total of 120 tilapia fingerlings with average weight of 12.83 + 0.12 g,
distributed, uniformity of weight, 20 tanks of 60 liters in experimental casualidado,
with five treatments and four replications. The inclusion levels of S. cerevisiae in the
diet of O/SS (injection of saline) 0/Ah (inoculation of A. hydrophila) 10 3 / Ah and
105/Ah 107/Ah per kg of diet. At the end of the experiment were obtained from data
on animal performance (weight, weight gain, specific growth rate, survival and feed
conversion), hematological (hematocrit, hemoglobin, leukocytes, erythrocytes, mean
corpuscular hemoglobin, mean corpuscular volume and glucose) and colonization of
the bacteria in water and yeast in water and in the intestine. For both performance
parameters such as hematology showed no significant difference between
treatments. There was no mortality in the control treatment inoculated with saline.
The concentration of 108 CFU / ml / fish inoculated bacteria caused 100% mortality
of the fish. It was observed colonization A. hydrophila water and S. cerevisiae in the
intestine but there was no colonization of the water. These results indicate that the
yeast S. cerevisiae did not work as a promoter of growth and caused no
immunological resistance to bacterial inoculation. Supeita that the concentration of
bacteria used as sanitary challenge is above the LD50 for the average weight of fish
studied, making it necessary, further studies using concentrations of A. hydrophila
smaller.

Keywords: tilapia, probiotic, Saccharomyces cerevisiae, Aeromonas hydrophila.
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1. INTRODUCAO GERAL

Segundo a FAO (2010), a producdao mundial de pescados em 2009 foi de 145,1
milhdes de toneladas, sendo 90 e 55,1 milhdes de toneladas da pesca por captura e
aquicultura, respectivamente. A China se mantém como maior produtor de pescados
contabilizando 47,5 milhdes de toneladas (32,7 e 14,8 milhdes de toneladas da
aquicultura e pesca por captura, respectivamente). O Brasil aparece em 21° lugar no
ranking mundial com producéo total de pescados de 1,15 milhGes de toneladas (791
e 415 mil toneladas da pesca por captura e aquicultura, respectivamente).

A pesca estagnada associada ao rapido crescimento populacional gera maior
demanda por alimento, principalmente em relacao a proteina animal mais saudavel.
Assim a solucédo desta situacdo é o cultivo de pescados em cativeiro tanto no
continente quanto no mar, definindo-se assim, aquicultura continental e aquicultura
marinha, respectivamente.

Aquicultura é definida pelo cultivo de organismos aquaticos naturais de
ambientes dulcicolas, estuarinos e marinhos, que tenham seu desenvolvimento
parcial ou total vinculado a estes ambientes. Desta forma, a aquicultura engloba o
cultivo de microalgas, algas, microcrustaceos, crustaceos, moluscos, ras, quelénios,
peixes, jacarés, entre outros. Desses diversos organismos cultivados, surgem muitos
nomes relativos ao cultivo dos mesmos, como: algicultura (algas), carcinicultura
(crustaceos), malacocultura (moluscos), ranicultura (rd), piscicultura (peixe),
crocodilicultura (jacare).

Mundialmente, o cultivo de organismos aquaticos com fins comerciais, ficou
conhecido através da criacdo de peixe (carpa, Cyprinos carpio; salmao, Salmo salar;
truta, Oncorhyncus mykiss), do camardo marinho (camardo cinza Litopennaeus
vannamei) e do camardo de agua doce (gigante da malasia, Macrobrachium
rosenbergi).

A aquicultura continua a ser o setor de producdo animal que mais cresce:
aumentou o consumo médio per capta mundial, proveniente dela, de 0,8 Kg em
1970 para 7,8 Kg em 2008 e cresce em média anualmente 6,6% (FAO, 2010).

No Brasil, a aquicultura cresceu a principio com o cultivo de carpas, trutas e
camarao cinza. No inicio do século XXI, a carcinicultura brasileira estava na primeira
posicdo no quesito produtividade. Mas a densidade em torno de 400 camardes por

metro quadrado, ndo foi tolerada pelas doencgas, principalmente o virus da mancha
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branca, causando queda significativa na producdo. Fatores como antidumping,
gueda do ddlar e o baixo valor no mercado internacional também contribuiram para
a diminuicdo da produgdo. Assim, a alternativa para o carcinicultores foi a
piscicultura.

A tildpia é o peixe mais indicado para cultivo por ser rustico, de facil
reproducdo, aceitar racdo industrializada, excelente conversao alimentar, nao ter
espinha em “Y” e caracteristicas organolépticas ideais. Desta forma, a tilapicultura se
estabeleceu, tornando a tilapia o peixe mais produzido no Brasil. Inicialmente cultiva
de forma extensiva em viveiros escavados, atualmente seu cultivo é mais rentavel
de forma superintensiva em tanques-redes dentro de acudes e lagos. Neste
sistema, o animal depende totalmente do alimento fornecido, cujo hoje em dia esta
um alimento mais ajustado as necessidades dos peixes com habito alimentar
onivoro.

Na tilapicultura intensiva o bem estar animal é praticamente impossivel.
Fatores como densidade de estocagem, temperatura, nutricdo, alimentacdo, manejo
aplicado e a falta de cuidados sanitarios podem causar estresse que tem como
consequéncia a susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas causadas,
principalmente, por parasitas, bactérias e fungos.

A alta densidade populacional de peixes ou outras condi¢des que produzem
aumento no teor de amodnia favorecem o incremento da populacdo bacteriana por
todo o cultivo. A maior parte das doencas bacteriana pode ser controlada com a
adicdo de produtos na agua ou na racao (CYRINO et al., 2004)

As bactérias sdo encontradas naturalmente no intestino de tilapia, e pode se
tornar infecciosa quando o ambiente ou condicGes de cultivo sdo favoraveis a sua
proliferacéo.

A profilaxia e o tratamento de doencas em peixes séo feitos com a utilizacéo de
sal, permanganato de potassio, triclorfone, introducdo de vitaminas na ragcdo e
antibidticos. O uso indiscriminado deste ultimo pode, ao longo do tempo, gerar
bactérias cada vez mais resistentes. Além de aumentar o tempo de caréncia para o
consumo da carne para até 40 e a ndo observancia desse periodo pode trazer
graves consequéncias para o consumidor.

Uma alternativa, bastante pesquisada, para diminuir o uso de antibiético, € o
uso de probidticos ou bactérias benéficas, as quais controlam patégenos através de

uma variedade de mecanismos (BALCAZAR et al., 2006). Probidticos geralmente
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sdo definidos como microrganismos que, quando ingeridos na quantidade ideal,
propiciam saude ao hospedeiro. Muitos probidticos sugeridos como agentes de
controle biolégico na aquicultura pertencem as bactérias acido-laticas (Lactobacillus
and Carnobacterium), aos géneros: Vibrio (V. alginolyticus), Bacillus, Pseudomonas,
Aeromonas, Flavobacterium (BALCAZAR et al., 2006); e a levedura Saccharomyces
cerevisiae (LARA-FLORES et al., 2003). Muitas pesquisas com a esta Ultima tem
sido publicadas como promotor de crescimento (LARA-FLORES et al., 2003; CHIU
et al., 2010) e como imunoestimulantes (REQUE et al., 2010; EL-BOSHY et al.,
2010; CHIU et al., 2010; ABDEL-TAWWAB et al., 2008).

O género Aeromonas sdo um dos principais agentes com potencial patogénico
e tem sido responsavel por perdas econémicas consideraveis na aquicultura (SILVA,
2010). Peixes com sintomas deste patdgeno podem apresentar exoftalmia, abdémen
distendido contendo liquido opaco e/ou ligeiramente sanguinolento, petéquias nas
visceras e na parede interna da cavidade abdominal, hiperplasia do figado, baco e
rins (KUBTIZA E KUBTIZA, 2004).

Observando o potencial imunoestimulante da levedura S. cerevisiae e a
capacidade patogénica da bactéria Aeromonas hydrophila, objetiva-se com esta
pesquisa a suplementacdo de racdo para alevinos de tilapia, O. niloticus, com a
levedura e posterior observacéo da resisténcia do peixe ao desafio de inoculacdo da

bactéria.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tilapia Nilotica

O nome “ilapia” deriva da palavra usada por colonos africanos que significa
“‘peixe” (TREWAVAS, 1982). Pertencente a familia Cichlidae, esta, agrupa os peixes
conhecidos com popularmente como tilapias.

Smith (1840) apud El-sayed (2006), foi o primeiro a descrever o género Tilapia.
Depois este género foi dividido em dois subgéneros, baseando-se no
comportamento reprodutivo e no habito alimentar: Tilapia (desova no substrato) e
Sarotherodon (incuba ovos e larvas na boca, machos e fémeas). Em seguida o
subgénero Sarotherodon foi elevado para género e subdividido em mais dois
géneros, Oreochromis e Sarotherodon, baseando-se em que fémeas (Oreochromis),
machos (Sarotherodon) ou ambos o0s sexos (Sarotherodon) apresentavam
comportamento de incubacdo de ovos na boca (EL-SAYED, 2006). No inicio dos
anos 80, havia duas classificacbes de tilapia, propostas por Trewavas apud
Fishelson e Yaron (1983):

(1) Inclui cinco géneros: Tilapia, Sarotherodon, Oreochromis, Tristromella e

Danakilia.
(2) Inclui apenas um género, Tilapia, que se divide em sete subgéneros:
Heterotilapia, Pelmatilapia, Sarotherodon, Nysalapia, Alcolapia e Neotilapia.

Atualmente, a classificdo mais usada € mais simples, divide em trés géneros de
acordo com o comportamento reprodutivo. Se a incubacdo dos ovos é realizada em
ninhos o género é Tilapia, se a incubacéo ocorre dentro da boca da fémea o género
€ Oreochromis e se a incubacao dos ovos for realizada tanto pelo macho como pela
fémea o0 género é Sarotherodon (HILSDORF, 1995).

O género Oreochromis € o de maior importancia econémica na aquicultura
(POPMA & LOVSHIN, 1994), como maior destaque para tilapia aurea (O. aureus),
tilapia mossambica(O. mossambicus), tilapia de Zanzibar (O. hornorum) e tilapia
vermelha (hibrido de Oreochromis spp).

A maturacédo sexual pode ser alcancada entre 5 e 6 meses de idade, com peso
em torno de 150 g, dependendo das condicbes ambientais. No entanto, é possivel
gque ocorra desova em peixes de 20 g (POPMA & LOVSHIN, 1994).
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Seu cultivo iniciou no Quénia em 1924 e, em seguida no Congo em 1937
(LANDAU, 1992). Nos anos 70, a tilapia foi amplamente disseminada no Brasil como
peixe promissor para a aquicultura.

As tilpias sd@o naturais do continente Africano e sua producao concentra-se em
paises de climas tropical e subtropical. A producédo em todo o mundo vem crescendo
principalmente devido as exportacdes para os Estados Unidos e comunidade
européia. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é o peixe mais criado no Brasil,
com producdo de 69.078 toneladas em 2004, o sétimo maior produtor mundial
depois da China, Egito, Filipinas, Indonésia, Tailandia e Taiwan (FAO, 2006),
tornando-se cada vez mais importante na economia nacional.

A tilapia do Nilo é o segundo peixe de agua doce mais cultivado em todo o
mundo, ficando atras apenas da carpa comum (BORGUETTI et al. 2003). A
producdo mundial anual de tilapias ultrapassa as 1.385.000 t e sua criacdo esta em
continua expansdo segundo o mesmo autor. A espécie destaca-se por sua
rusticidade, crescimento rapido e adaptacdo ao confinamento (HAYASHI et al.,
1999). Pode ser cultivado tanto em agua doce, quanto estuarina ou salobra
(MEURER et al. 2003). Outros fatores favoraveis ao seu cultivo sdo o baixo custo,
principalmente em relacdo a producdo de alevinos e alimentacdo, bem como a
gualidade da sua carne (LAHAV & RA'NAM, 1997).

De habito alimentar onivoro, a tilapia nilética aceita racdo comercial desde o
periodo poés-larval (MEURER et al., 2002). Sendo de baixo nivel trofico, apresenta
vantagens em relacdo as espécies carnivoras que utilizam grande quantidade de
farinha de peixe nas racoes (FITZSIMMONS, 2000). Ainda aproveitam bem o amido
como fonte de energia.

O mercado consumidor aceita muito bem o produto principal da tilapicultura, o
filé de tilapia, o qual possui excelente qualidade organoléptica e nutritiva,
destacando a carne branca e a textura firme. E a auséncia de espinhos em “Y”

facilita a sua filetagem e proporciona filés sem espinhos (HILDSORF, 1995).
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2.2 Probidticos na Aquicultura

O termo probidtico vem do grego ‘pro bios’ que significa ‘para vida’. A historia
dos probidticos comegou com a histéria do homem; queijo e leite fermentados eram
bem conhecidos pelos gregos e romanos que recomendavam seu cONsSuUmMo,
especialmente para criangas e convalescentes (GISMONDO et al, 1999).

Existem muitas definicdes para probioticos e diferem de acordo com a sua
utilizacéo: substancia produzido por um organismo, que estimula o crescimento de
um outro (LILLEY e STILLWELL, 1965); micrébio vivo, usado como suplemento
alimentar, que beneficia o hospedeiro pelo melhoramento do funcionamento
intestinal (FULLER, 1989); células de micrébios vivas , administradas como
suplemento alimentar, com o objetivo de melhorar a saidde (TANNOCK, 1997);
bactéria que promove a saude de outros organismos (BALCAZAR et al., 2006);
microbios que sdo antagonistas a patdégenos, mas ndo sao encontrados no ser
presente, mesmo que transitorio ou residencialmente, no trato gastro intestinal,
denominados como agentes de controle biologico (MAEDA, et al.,, 1997,
MORIARTY, 1998); probioticos vivos, mortos ou componentes celulares de
microrganismos, que quando administrados na alimentacdo ou na agua de cultivo,
beneficiam o hospedeiro por prover resisténcia a doencas, saude, maior
crescimento, conversao alimentar, resposta ao estresse ou vigor geral, o qual é
alcancado ao menos em parte através do equilibrio microbiano no hospedeiro ou no
ambiente de cultivo (MERRIFIELD et al., 2010).

A definicdo atual e internacionalmente aceita para probiéticos é que eles séo
microrganismos vivos e, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001). Os probidticos estao
emergindo como importante ingrediente alimentar no campo da nutricdo (SANDERS,
2003).

A manipulacdo da microbiota intestinal através da suplementacdo alimentar
com microrganismos é uma abordagem nova nao apenas do ponto de vista original,
mas também como uma alternativa de modalidade terapéutica viavel para superar
os efeitos adversos de antibidticos e remédios (NAYAK, 2010).

O aprimoramento da resisténcia a colonizacado e/ou efeitos inibitorios diretos
contra patdgenos sao importantes fatores em que probidticos tem reduzido a

incidéncia e a duracdo de doengas. Cepas de probiodticos tém demonstrado inibir
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bactérias patogénicas in vitro e in vivo através de varios mecanismos, além de
outros efeitos benéticos, como: exclusdo por competicdo, contribuicdo a digestédo
como fonte de nutrientes e enzimas, influéncia na qualidade da &gua,
aprimoramento da resposta imunolégica e efeito antiviral (BALCAZAR et al., 2006).

O mesmo autor afirma que nos recentes anos, a bases na qual a utilizacao de
aditivos alimentares tem sido modificada na Unido Européia. Em relacao aos aditivos
usados na producao de alimentos, esforcos tém sido direcionados com respeito a
prover a garantia de um alto nivel de protecdo da saude humana, bem-estar e saude
animal, uso ambiental e interesse dos consumidores.

Muitas revisdes sobre o uso de probiéticos na aquicultura mostram que ha um
potencial, ainda inexplorado. O efeito benéfico de suplementos alimentares como
probidticos, prebioticos e simbidticos tem sido registrado uma ampla gama de tipos
de animais incluindo peixes (NAYAK, 2010). Pesquisas recentes proveram uma
base, mas as aplicacdes destes estudos sao impraticaveis em niveis industriais de
cultivo (MERRIFIELD et al., 2010). Claramente, algumas culturas sédo benéficas ao
hopedeiro em termos em relagéo a promotor de crescimento e reducéo de incidéncia
de doencas, além de outro efeito indireto que é a reducdo do uso de compostos
famacéuticos (IRANTO e AUSTIN, 2002).

O futuro do uso de probidticos na aquicultura parece brilhar. Existe uma
demanda cada vez maior de produtos para aquicultura e um similar aumento na
busca para alternativas para antibiéticos (KESARCODI-WATSON et al., 2008)

2.3 Saccharomyces cerevisiae

A S. cerevisiae € um fungo que produz ascos sem a producdo de arcocarpos e
o crescimento da colénia se da por brotacdo das células, ndo produzindo micélio
(AGRIOS, 1997). Habita a superficie das frutas, apresenta tamanho médio de 5 pum,
sua parede celular apresenta espessura entre 70 — 200 nm, que é principalmente
constituida de manoproteinas (FIALHO, 2004).

Este fungo é utilizado pelo homem para producéo de bebidas alcodlicas, etanol
e panificacdo. Normalmente nestes processos a funcéo da levedura é apenas como
um agente bioldgico de transformacédo para no final ser descartada como subproduto
(FIALHO, 2004).
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Os compostos purificados da parede desta levedura sdo conhecidos como
promotores inatos de mecanismo de defesa e/ou resisténcia a doengas em
vertebrados (CABIB et al., 1982).

A combinagcdo de todos os componentes da parede celular com seu material
genético produz um estado fisiolégico 6timo em peixes, devido a multiplas
interacdes, particularmente em cosideragéo ao sistema imune (CERRA et al., 1991).

Muitos experimentos tém mostrado a levedura S. cerevisiae como promotor de
crescimento e imunoestimulante em peixes: a alimentagdo com S. cerevisiae em
tilapia proporcionou melhor eficiéncia alimentar, sugerindo esta levedura como um
apropriado promotor de crescimento (LARA-FLORES et al.,, 2003); em teste de
desafio in situ com A. hydrophila a levedura é um método alternativo para
antibidticos na prevencao de doencas em tilapia (ABDEL-TAWWAB et al., 2008); a
adicdo desta levedura na alimentacao do hibrido de tilapia (Oreochromis niloticus -
fémea x Oreochromis aureus - macho) mostraram efeitos na performance de
crescimento, além de ser potencialmente benéfica no intestino e na imunidade nao-
especifica (HE et al., 2009); a utilizacdo de levedura e parede celular da mesma
aumentou a resposta imflamatéria ndo especifica causada por A. hydrophila em
tilapia, sugerindo que teve um efeito benéfico no sistema de defesa imunoldgico
(REQUE et al., 2010); S. cerevisiae pode ser utilizado como imunoestimulante no
cultivo de tilapia (EL-BOSHY ET AL., 2010); em garoupas, Epinephelus coioides, a
administracdo de S. cerevisiae promove melhor crescimento, imunidade e
resisténcia contra Streptococcus sp. e irridovirus.

O uso de imunoestimulantes na piscicultura € um meio efetivo para aumentar a
imunocompeténcia e a resisténcia as doencas no peixes. Porem, pouco se sabe
guanto a sua eficacia, limitacdes de uso e as respostas a longo prazo. Estudos mais
detalhados s&do necesséarios para verificar-se quanto, como, para que e qual

imunoestimulante deve ser utilizado (REQUE, 2005).
2.4 Aeromonas hydrophila
Aeromonas, deriva do grego “aer” que significa ar ou gas e “monas” que

significa unidade, portanto unidades produtoras de gas (MARTIN-CANAHAN e
JOSEPH, 2005).
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A bactéria A. hydrophila é um bastonete e possui flagelos polares. Nao produz
esporos, € gram negativa e ndo capsulada, aerObia e anaerdbia facultativa
(STOSKOPF, 1993), normalmente oxidase e catalase positiva, capazes de degradar
nitritos e nitratos, fermentam a D-glucose como fonte principal de carbono e energia
(RIBEIRO, 2008). Seu tamanho varia de 0,3 a 1,0 pm de diametro e 1,0 a 3,5 um de
longitude (EPA, 2006).

O género Aeromonas ocorre em ambientes aquaticos, como: agua doce, agua
potavel, aguas contaminadas, 4gua do mar, sistemas de distribuicdo para consumo,
aguas termais, lagos, rio, mar, esgotos e solos (LIBISCH et al., 2008; SEPE et al.,
2008).

Linhagens de A. hydrophila produzem gelatinase, caseinase, elastase, lipase,
lecitinase e deoxiribonuclease, juntamente com hemolisinas, citotoxinas e
enterotoxinas (NORD et al., 1975).

A doenca causada por A. hydrophila estd associada ao excesso de matéria
organica na agua (POST, 1987), que tem como caracteristicas: anorexia,
dilatamento da regido abdominal, Ulceras e hemorragia de 6rgaos internos, aumento
do volume dos rins e do baco, enterorragia e hemoperiténio (MORAES E MARTINS,
2004).

Esta espécie € mais aparece com mais frequéncia do que outras espécies do
género , sendo que esta também relne os isolados de maior viruléncia (PAVANELLI
et al., 2008) e sdo as principais causadoras perdas significativas na piscicultura
brasileira (COSTA, 2003).

Sua viruléncia esta fortemente relacionada com viruléncia uma camada-S na
superficie das células (THUNE et al., 1986), cuja é uma estrutura composta por
proteinas ou glicoproteinas ligadas a parede celular bacteriana cujas funcdes sdo de
servir como reservatério de agua e nutrientes, aumentar a aderéncia a superficies
através da formacdo de biofilme e do poder infectante, aumentar a capacidade
invasiva das bactérias patogénicas que escapam mais facilmente a acdo dos
fagdcitos e aumentar a resisténcia microbiana a biocidas (CARVALHAL &
ALTERTHUM, 1999).

O controle das infeccdes causadas por A. hydrophila esta ligado ao controle de
fatores que facilitam a invasdo do hospedeiro. Quando h4 um surto de doenca,
especialmente em sistemas de producdo de peixes, geralmente ndo é possivel

determinar o principal fator estressante ou as fontes de infec¢cdes primarias, nem &
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possivel modificar o fluxo de agua ou a densidade de estoque. Assim, em geral, 0
tratamento aplicado envolve o uso de antibidticos orais (COSTA, 2003):
cloranfenicol, florfenicol, tetraciclina, sulfonamida, derivados nitrofuranos e &cidos
piridonecarboxilicos (AOKI e EGUSA, 1971; ENDO et al., 1973; KATAE et al., 1979;
FUKUI et al., 1987).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Objetivou-se com esta pesquisa avaliar concentracdes de levedura (S.
cerevisiae) em racdo para alevinos de tilapia nilética (O. niloticus), sob parametros
de crescimento e, sua resisténcia a bactéria (A. hydrophila).

3.2 Objetivos Especificos

e Observar a colonizacao pela levedura no intestino e na unidade experimental;
e Observar a colonizacao de bactéria A. hydrophila na unidade experimental
e Avaliar a resisténcia a inoculacdo da bactéria;

e Observar a levedura na racdo como promotor de crescimento:

o Desempenho zootécnico;
o Rendimento de carcaca;
o Sobrevivéncia;

o) Conversao alimentar;

o) Utilizac&o de proteina;

o) Utilizac&o de energia.
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4. MATERIAI E METODOS

4.1 Local

O presente experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia Animal no Campus Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Vale
Sao Francisco. O Laboratério dispde de 20 aquérios de 60 litros, postos em duas
bancadas de marmore paralelas, com aeracdo individual, uma caixa de agua de
1000 L como reservatorio de agua, baldes, balanca, mangueiras e peneiras, 0s

guais serdo necessarios para o manejo durante o experimento.
4.2 Procedéncia de S. cerevisiae e A. hydrophila

A levedura utilizada na racao foi obtida de remédio usado para recomposicao
da microbiéta gastro-intestinal humana, numa concentracdo de 10® UFC/ml. Foi
realizada uma conferéncia da concentracéo informada pelo fabricante em meio BDA.

A bactéria utilizada foram oriundos do Laboratério de Microbiologia e
Imunologia Animal da UNIVASF. Esses isolados foram obtidos a partir do rim,
tegumento e lesdes de pacamas (Lophiosiluros alexandri). Estes animais foram
provenientes da Barragem de Sobradinho-BA e do Centro Integrado de Recursos
Pesqueiros e Aquicultura (CIRPA) de Bebedouro, da 3° SR CODEVASF, Petrolina-
PE. Os isolados de A. hydrophila foram previamente identificados por meio de suas
caracteristicas morfologicas, tintoriais e bioquimicas, conforme Quin et al. (1994) e
através da PCR para confirmacdo 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 caracterizacdo molecular.
4.3 Animais Experimentais

Foram selecionados 120 alevinos de tilapia, Oreochromis niloticus, variedade
Chitralada, com a mesma idade, de forma que, as unidades experimentais tenham
biomassa inicial estatisticamente iguais. Estes animais foram provenientes do CIRPA
de Bebedouro, da 3° SR CODEVASF, Petrolina-PE.
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4.4 Unidade Experimental

Uma unidade experimental foi composta por um aquario transparente
(50x30x40 cm) contendo 60 L de agua, seis alevinos de tilapia e aeracdo constante
através de uma bomba de 3,5 W com duas saidas de 3 L/min cada, sendo uma
saida por aquério.

4.5 Confeccéo das Racgoes

A partir de uma racao comercial com 55% PB (proteina bruta) e 3.000 Kcal de
energia, foram adicionados o0s seguintes niveis de Sacaromyces cerevisiae: 0
(controle), 10°, 10° e 10’ UFC. A levedura foi diluida em agua destilada e misturada
com a racao. Esta foi peletizada em moedor de carne industrial e em seguida
secada em estufa com ventilagcéo forcada a 40 °C por 24h. ApGs a secagem, a ragao
foi quebrada em granulometria adequada a ingestéao pelos alevinos.

A Bromatologia da racdo, o enriquecimento mineral e vitaminico estédo

apresentados respectivamente na Tabela 1, Tabela 2 e Tabela 3.

Tabela 1. Bromatologia da racéo informada pelo fabricante (Purina).

Parametros Bomatolégicos Concentracao

Umidade (max.) 13,00%
Matéria Fibrosa (max.) 5,00%
Proteina Bruta (min.) 55,00%
Extrato Etéreo (min.) 10,00%
Célcio (max.) 2,00%
Fésforo (min.) 0,60%

Cinzas 14,00%




Tabela 2. Enriquecimento mineral da racao informada pelo frabricante (Purina).

Enriquecimento Mineral mg/Kg de racao
Magnésio 0,4

Manganés 10

Cobre 10

Ferro 75

Zinco 100

lodo 1

Selénio 0,15

Tabela 3. Enriguecimento vitaminico da racdo informada pelo fabricante (Purina).

Enriguecimento Vitaminico Concentragao
Vitamina A (UI/Kg) 18.000
Vitamina D3 (UI/Kg) 3.600
Vitamina E (UI/Kg) 270
Vitamina K (mg/Kg) 36
Acido Folico (mg/Kg) 15
Colina (mg/Kg) 720
Biotina (mg/KQ) 0,45
Niacina (mg/Kg) 252
Pantotenato de Célcio (mg/Kg) 72
Tiamina (mg/Kg) 29
Riboflavina (mg/Kg) 36
Piridoxina (mg/Kg) 36
Vitamina B12 (mg/Kg) 36

Vitamina C (mg/Kg) 500
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4.6 Tratamentos

O presente experimento foi composto de 5 tratamentos e 4 repeti¢cdes, em um
delineamento inteiramente casualisado. Os tratamentos foram o0s seguintes:

¢(0Sc/SS: 0 UFC/Kg de S. cerevisiae na racgéo (controle) e injecao de solucao
salina;

«0Sc/Ah: 0 UFC/Kg de S. cerevisiae na racdo (controle) e inoculacédo de 108
UFC/ml de AH,;

«103Sc/Ah: 10° UFC/ml de S. cerevisiae na racdo e inoculagéo de 108 UFC/m
de AH;

¢ 10°Sc/Ah 10° UFC/ml de S. cerevisiae na racdo e inoculacdo de 10 UFC/ml
de AH;

¢ 10'Sc/Ah: 10’ UFC/ml de S. cerevisiae na racéo e inoculacédo de 10® UFC/ml
de AH; 0Sc/SS, 0Sc/Ah, 103Sc/Ah, 10°Sc/Ah, 10'Sc/Ah

O tratamento nutricional teve duracdo de 30 dias. Na sequéncia, 0s animais
foram mantidos por 48 horas para recuperacéo do estresse da biometria final, sendo
gue neste tempo foram fornecidas as mesmas racdes do periodo nutricional. Assim

no 33° dia de experimento foram feitas as inoculacdes para posteriores avaliagcées.
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4.7 Layout

| 10°SC/Ah | Ag.20 Aq.19 |10°SC/ Ah

| —

| 0Sc/Ah |Aq.18 Aq.17 |107SC / Ah

0Sc/SS | Aq.16 Aq.15 |0Sc/SS

| — —t

| 103SC/Ah | Aq.14 Aqg.13 [0Sc/Ah

103SC / Ah | Ag.12 Aq.11 |10°SC/Ah

| 0Sc/Ah |Aq.10 Ag.9 [0Sc/Ah

| 107SC/Ah | Aq.8 Aq.7 [10°5C/Ah |
| -
S osc /SS | Aq.6 AG.5 |105SC/Ah |
L 0SC/SS | Aq.4 Aq.3 | 10’sC/Ah |
b 107SC / Ah | Aqg.2 Aq.1 |10°SC/Ah | !

Figura 1. Esquema da disposi¢do dos aquérios e bombas de aeracdo, mostrando o

experimento em delineamento inteiramente casualizado.
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4.8 Manejo

Diariamente os aquarios foram sifonados duas vezes (8:00 e 15:00 horas) para
retirada de fezes, eventuais sobras de racdo com renovacdo de 50% da agua,
resultando em uma renovacao diaria de 100%.

A temperatura da agua foi aferida diariamente, os demais parametros como:
pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica da agua serdo coletados a cada 4
dias. Todos os parametros de qualidade de dgua eram coletados de manha, antes
da primeira sifonagem, e de tarde, antes da ultima sifonagem.

As racdes eram fornecidas, num percentual de 10% da biomassa total de cada
aquario, trés vezes por dia: 8:30 (30%), 12:00 (30%) e 16:00 (40%).

A cada dez dias, foi realizada um pesagem de todos 0s peixes para correcéo
da quantidade de racdo fornecida. No dia antes da biometria, os peixes foram
alimentados com a quantidade diaria de racao dividida em duas vezes iguais: 8:30 e
12:00, afim de esvaziar o maximo possivel os tratos digestivos.

A biometria final sera realizada no 30° dia de cultivo em que foram coletados os
dados de desempenho zootécnico, colonizacdo da levedura e bactéria e

hematologia.

4.9 Desempenho Zootécnico

A performance de crescimento foi determinada pelas seguintes formulas:

eGP = PF (g) — PI (g); em que GP, PF e Pl sdo o Ganho de Peso, Peso Final e
Peso Inicial, respectivamente;

¢TCE = 100 x (In PF — In PID/T (dias); em que TCE e T sdo a Taxa de
Crescimento Especifico e Tempo, respectivamente;

¢CAA = RF (g) / GP; em que CAA e RF sdo a Conversao Alimentar Aparente e
Racao Fornecida, respectivamente;

eSOB = (N°PxF / N°Pxl) x 100; em que SOB, N°PxF e N°Pxl sao,
Sobrevivéncia, Numero de Peixes Final e Numero de Peixes Inicial,

respectivamente.
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4.10 Coleta de Sangue

De cada aquario foi retirado aleatoriamente um peixe para coleta de 1,5 ml
sangue através de puncédo caudal com seringa banhanda com solucao de Fluoreto e
EDTA. Este sangue coletado foi destinado a determinacao de glicose e hemograma
(Figura 2).

4.11 Anélise da Microbiota Intestinal

Um peixes dos tratamentos 0Sc/SS, 0Sc/Ah, 103Sc/Ah, 10°Sc/Ah, 10’Sc/Ah,
foi aleatoriamente escolhido para retirada do intestino e avaliar a colonizacédo da
levedura. Assim, do mesmo peixe que foi realizado a coleta de sangue, o0 mesmo foi
sacrificado por seccdo medular, para coleta do intestino (Figura 3). Este 6rgéo foi
homogeneizado por processo de maceracao (Figura 4) e em sequéncia feito uma

alcada e semeada em meio BDA para identificacdo da levedura.

4.12 Analise microbiolégica da dgua

Ao final do experimento foi feita uma alcada de todas as unidades
experimentais e semeada em meio de cultura BDA, para identificacdo de S.

cerevisiae, e TSA, para identificacdo de A. hydrophila.

4.13 Desafio Sanitario com Aeromonas hydrophila

A injecao de solucao salina e a inéculo da bactéria A. hydrophila (Figura 5) foi
realizada nos peixes através de uma seringa de 3 mL, via intramuscular, latero-
dorsal esquerdo em cada peixe. O inoculo bacteriano diluido em solucdo salina
estéril (Figura 6), na concentracéo especifica de cada tratamento de acordo com a
escala de turvacdo de Mc Farland (Figura 7), sendo aplicado em volume de 1,0

mL/animal (Figura 8).



30

4.14 Identificagc&do Bacteriana

Para andlise bacteriana, for realizada a identificacdo da bactéria através de
coloracéo de gram, oxidase e catalase. Posteriormente serd realizado PCR.

4.15 Analise de Células Vermelhas do sangue

O soro foi obtido por centrifugacédo do sangue sem anticoagulante a 5.000 rpm
por 10 minutos, no laboratdrio de Parasitologia Veterinaria da Universidade Federal
do Vale do Sé&o Francisco.

As amostras de soro foram acondicionadas em microtubos de polipropileno
(tipo Eppendorf) com capacidade para 1,5 mL, parte das amostras com EDTA foram

processadas em até 4 horas para a realizacdo de hemogramas.

4.15.1 Hematimetria

Para realizacdo do hemograma, na hematimetria, colocou-se no tubo de ensaio
4 mL de liquido e Gauer e posteriormente 20 yL da amostra de sangue, misturando-
os delicadamente. Apés isto, 20 uL do sangue diluido foram transferidos para a
Camera de Neubauer, preenchendo a area central dessa camara, onde foi realizada
a contagem de eritrécitos em 5 quadrantes centrais, através de microscopia Optica
sob objetiva de 40x. O numero total de eritrocitos contados nos 5 quadrantes
centrais foi multiplicado por 10.000 (fator de correcdo), obtendo-se assim a

hematimetria por microlitro de sangue (BATISTA, 2011).

4.15.2 Leucometria Total

Para quantificar os leucdcitos totais, dilui-se 20 pL de sangue em tubo de
ensaio contendo 400 uL de Liquido de Turk e, passados 5 minutos, uma amostra do
sangue diluido foi adicionada a Camara de Neubauer, onde realizou-se a contagem
dos leucécitos nos 4 quadrados externos, sob microscopia Optica em aumento de
40X. O somatério dos leucdcitos contados nos 4 quadrados foi multiplicado pelo

fator de correcdo, obtendo-se assim a leucometria total por pL de sangue,
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obedecendo a seguinte férmula: LG:1+2+3+4 x50/mm?, sendo: 1,2,3,4 quadrados
externos; e 50 valor da correcéo (BATISTA, 2011).

4.15.3 Volume Globular (VG)

O volume globular foi determinado manualmente pela técnica do
microhematécrito, onde preencheu-se por capilaridade 2/3 de um tubo capilar de
vidro para microhematoécrito (7cm x 1mm) com o sangue total. Este tubo capilar
imediatamente foi limpo e teve uma de suas extremidades fechadas com massa
selante, sendo imediatamente transferido, com a extremidade ocluida voltada para o
lado externo, para uma centrifuga de microhematocrito por 10 minutos, a 10000rpm.
Para a leitura do volume globular (%), o capilar foi alinhado sobre o cartado de leitura,
com a extremidade do plasma na linha 100, deslocou-se o cartdo até a base das
hemacias assentadas posicionadas na linha 0. A leitura do valor do hematocrito foi o
valor da linha limite entre as hemacias e os leucocitos (BATISTA, 2011).

4.15.4 Volume Corpuscular Médio

VCM (Volume Corpuscular Médio): valor hematimétrico que corresponde ao
volume cospuscular médio, ou seja, é o volume dos eritrocitos medido em fentolitros
(fL). E um resultado da divisdo do hematdcrito pela hematimetria em milhées x 10:
VCM =___hematocrito (%) x10

Hematimetria (em milhdes)

4.15.5 Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

E um valor hematimétrico que corresponde a hemoglobina corpuscular média,
sendo entdo, o total de hemoglobina por eritrocito (peso de hemoglobina nos
eritrécitos) em média. Sua unidade e o picograma (g x 10 *? e seu resultado é
proveniente da divisdo da hemoglobina (em g/dL) pela hematimetria (em milhdes) x
10.

HCM= hemoglobina (g/dL) x 10

Hematimetria (em milhdes).
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4.16 Qualidade da agua

Durante o experimento os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, matutina e vespertina foram, respectivamente: 27,56 + 0,05 °C e 28,32 +
0,10°C; 7,31+ 0,03 e 7,16 + 0,05; 5,46 + 0,08 e 5,38 + 0,11 mg/L.

4.17 Anélise Estatistica

Ap6s a avaliacdo de todos os parametros propostos de desempenho,
parametros hematologicos e colonizacdo de micro organismos, foi feito a analise de

variancia e teste de Tukey através do software Assistat 7.6 beta.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise microbiolégica

Ao final do experimento foi observado através de analise bioquimica que,
diferente dos tratamentos controles, os tratamentos com alimentacédo suplementada
com S. cerevisiae houve colonizacao desta levedura tanto na agua do aquario como
no intestino. Concordando com Meurer (2005), que encontrou colonizacdo de S.
cerevisiae no instestino de tilapia alimentadas com racdo suplementadas com esta
levedura. O autor ainda observou menor concentracéo de coliformes totais na agua
experimental dos tratamentos suplementados, o0 que mostra algum mecanismo de
controle da levedura sobre os coliformes.

Da mesma forma foi confirmada a mortalidade dos peixes pela acdo da

bactéria inoculada, através de alcada do rim semeada em meio TSB.
5.2 Desempenho zootécnico
Os valores médios dos parametros relativos ao desempenho zootécnico e

glicose dos alevinos de tilapia, apos tratamento de 30 dias com racdo de 55% PB

com niveis crescentes de S. cerevisiae na racdo, apresentam-se na Tabela 3.
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Tabela 4. Valores médios de desempenho zootécnico de alevinos de tilapia

alimentados com as diferentes concentragdes de S. cerevisiae na ragao.

Variaveis Tratamentos

0Sc/SS 0Sc/Ah  10°Sc/Ah 10° Sc/Ah 107 Sc/Ah  CV (%)
PMI 12,80 12,82 12,80 12,87 12,85 1,02
PMF 36,02 41,19 41,39 38,96 42,63 7,89
GP 23,21 28,37 28,29 26,09 29,78 11,58
SOB. (%) 87,50 100,00 95,83 91,67 79,17 22,84
TCE 3,32 3,75 3,78 3,56 3,87 7,12
CAA 2,01 1,63 1,72 1,97 1,47 18,14

As variaveis de GP, SOB, TCE, CAA nao foram influenciadas pelos
tratamentos com diferentes niveis de concentragdo de S. cerevisiae na ragdo. Em
relacdo a sobrevivéncia, houve uma mortalidade pontual referente a disputa por
espaco e alimento, o que € normal em espécies da familia Cichlidae.

Segundo He et al. (2009) em tilapia hibridas (O. niloticus X O. aureus), num
experimento usando crescentes concentracdes de S. cerevisiae ndo houve diferenca
significativa para GP, TCE, SOB e CAA.

Em contraste, Lara-Flores et al., 2003, testando niveis de inclusédo de
probidticos (S. cerevisiae e mistura de Streptococcus faecium com Lactobacillus
acidophilus) em dietas para tilapia (O. noloticus), observou-se melhor crescimento no
tratamento com a levedura; com garoupa (Epinephelus coioides) Chiu et al. (2010),
observou diferenca significativa para GP e CAA nos animais alimentados com S.
cerevisiae em relacdo ao grupo controle; Resultados obtidos por Vazquez-Juarez et
al. (1993), em que isolados de leveduras intestinais de truta arco-iris foram
introduzidas no trato digestivo de peixes da mesma espécie e produziram aumento
significante no crescimento. Meurer (2005), ndo encontrou diferenca significativa
com a suplementacao da levedura para tilapia do Nilo para desempenho produtivo e
sobreviéncia.

As razbes para diferentes resultados para o uso de S. cerevisiae como

promotor de crescimento para tilapia e até outras espécies de peixes, podem ser
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devido as diferentes condi¢cbes experimentais e ao tipo de balanceamento da ragao
base usada.
5.3 Hematologia

Os valores médios dos parametros hematologicos e glicose dos alevinos de
tilapia, apos tratamento de 30 dias com racdo de 55% PB com niveis crescentes de

S. cerevisiae na racao, apresentam-se na Tabela 3.

Tabela 5. Valores médios de parametros hematologicos de alevinos de tilapia

alimentados com as diferentes concentracdes de S. cerevisiae na racao.

Tratamentos
Variaveis Ccv

0Sc/SS 0Sc/Ah  10°Sc/Ah  10° Sc/Ah 107 Sc/Ah o)
Hematdcrito (%) 28,75 29,50 32,00 34,25 29,75 16,51
Eritrécitos (x10% pl) 4,89 4,85 4,64 4,88 4,29 10,85
Hemoglobina (g/dL) 9,58 10,66 10,67 11,41 9,89 15,94
VCM (fl) 59,17 66,47 68,27 71,32 70,06 23,32
HCM (%) 0,20 0,22 0,23 0,24 0,23 22,63
Leucécitos (cel/pl)  25937,50 25590,00 25300,00 25675,00 25587,50 8,45
Glicose (mg/dL) 55,75 59,25 55,00 48,50 49,00 7,12

As variaveis hematdcrito, eritrocito, hemoglobina, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e glicose ndo tiveram diferenca
estatistica, portanto, ndo foram influenciadas pelos tratamentos com diferentes
niveis de concentracdo de S. cerevisiae na racao.

Os parametros sanguineos de hemoglobina estédo ligeiramente maiores e o
hematdcrito estdo de acordo com Tavares-dias e Moraes (2003) em estudo
hematolégico da Tilapia rendalli.

Reque et al., (2005) ndo encontrou diferenca significativa entre os tratamentos
para 0s parametros sanguineos eritrocito e hematécrito, porém observou menos
namero de leucdcitos nos tratamentos sem alimentacdo suplementada por
probidtico. Este ultimo parametro contraria também El-Boshy et al,.(2010), que néo

encontrou diferenca significativa na contagem de leucocitos entre os tratamentos.
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5.4 Mortalidade

O tratamento controle, que nao recebeu inoculagdo de A. hydrophila
sobreviveram. Todos 0s peixes quem receberam inoculo bacteriano morreram em
menos de 12 horas. Mostrando, portanto, que a alimentacdo suplementada com S.
cerevisiae nao surtiu efeito na imunologia de tilapia para combate da bactéria A.
hydrophila. Ap6s a inoculacdo 0s peixes apresentaram apatia e reducdo dos
movimentos respiratérios. Nieto et al. (1991), sugere que estas manifestacbes séo
resultados dos produtos extracelulares apresentarem efeito narcético atuando no
sistema nervoso central.

Concordando com este resultado, Boijink et al. (2001), usando concentracdes
bacteriana de A. hydrophila semelhantes, observou 100% de mortalidade em 24
horas depois da inoculagéo em alevinos de jundia (Rhamdia quelen).

Contrariando, Abdel-Tawwab et al., 2008, mostrou que apos inoculacdo de a.
hydrophila (10° UFC/mI) a mortalidade diminui com o aumento de suplementacéo de
S. cerevisiae na racdo. El-Boshy et al., conclui que S. cerevisiae pode ser utilizada
como imunoestimulante para aumento da resisténcia a infeccdo pela bactéria A.
hydrophila (10" UFC/m).

Apesar destes experimentos terem obtido resultados positivos ao uso da
levedura como probidtico, foram utilizados peixes com peso médio entre 80 e 150 g,
0 que é otimizado por ja terem mais resisténcia imunolégica além de uma baixa
relacdo peso médio/concentracdo do inoculo.

Estima-se que a concentracdo injetada neste experimento, esteja acima da
concentracdo de DL50 da bactéria para os peixes com peso médio em torno de 40
g. O volume do inoculo também foi elevado para ser injetado intramuscularmente,

pois foi observado refluxo.
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6. CONCLUSAO

Em concluséo, este estudo indica que a levedura ndo apresentou efeito sobre
0s parametros de crescimento e hematologicos dos peixes suplementados. O
probidtico também n&o foi eficiente em reduzir a mortalidade provocada por A.
hydrophila inoculada na dose de 10® UFC/ml/peixe. Porém necessita-se de mais
estudos a fim de encontrar a concentragdo DL50 de A. hydrophila para O. niloticus,
objetivando assim, reduzir a agressividade da mesma e permitir 0 acompanhamento

da evolucao da patogenia bacteriana nos peixes.
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ANEXOS

Figura 3. Abertura do abdémen para coleta do intertino.
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Figura 4. Maceracao do intestino.

Figura 5. Cultivo de A. hydrophila em meio TSA para preparacao do inoculo.
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Figura 6. Mistura de A. hydrophila em solucéo salina.

Figura 7. Escala de Mc Farland padr&o para a concentragéo de 102 UFC/ml.
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Figura 8. Inoculacdo 1 ml de inoculo de A. hydrophila.

46



