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RESUMO

A intensificacdo da aquicultura, com destaque para a tilapicultura, tem impulsionado a
busca por estratégias para otimizar a producdo e prevengdo de doengas. A caracterizag@o
da microbiota intestinal de larvas de tildpia revelou uma dindmica complexa e
fundamental para a saide dos peixes. O objetivo do presente trabalho foi monitorar e
caracterizar a sucessiao e desenvolvimento da comunidade bacteriana da tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus), desde sua eclosdo até o final da etapa de masculinizacdo
estabelecendo sua influéncia no desenvolvimento e sobrevivéncia dos animais cultivados.
Para caracterizagdo microbioldgica, metodologias de quantificagdo, isolamento e
susceptibilidade a antimicrobianos foram aplicadas. Foram avaliados também os indices
zootécnicos e limnoldgicas para monitoramento dos parametros de cultivo, bem como a
avaliacdo da eficiéncia sanitizante dos ovos coletados com formaldeido 4%. Para isso,
aproximadamente 350 g de ovos de tildpia foram coletados em uma fazenda comercial
localizada no municipio de Cascavel/Ceard e levados para o Centro de Estudos
Ambientais Costeiros — CEAC. Foi realizado o processo de higienizagdo com posterior
transferéncia dos ovos para a incubadora e, apds a total eclosdo, foram distribuidas para
as unidades de cultivo. Os parametros biométricos e de qualidade de 4gua foram medidos
periodicamente. Foi utilizado uma densidade de estocagem de 3 larvas/litro. O
experimento teve duracdo de 28 dias, com os animais alimentados com ragdo comercial
em pé contendo 40% de proteina bruta, adicionada de solu¢do hormonal de metil -
testosterona 50%, a uma taxa alimentar de 12% da biomassa total. As analises
microbiolégicas foram realizadas desde a coleta dos ovos, onde duas amostras foram
coletadas para processamento, uma sanitizada em solucao de formalina e a outra sem a
solucdo. Em seguida, foram realizados mais 4 processamentos microbioldgicos,
distribuidos a partir do momento de eclosdo total dos ovos incubados, em intervalos de 7
dias. As andlises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia
Ambiental e do Pescado — LAMAP/LABOMAR/UFC. Os animais foram devidamente
eutanasiados por insensibilizacdo em gelo e solucdo de eugenol. Foram feitas contagens
de bactérias heterotroficas cultivaveis por meio da técnica de Contagem Padrao em Placas
(CPP), e a partir do crescimento, foram realizados os isolamentos. Em seguida, a
caracterizacdo fenotipica das estirpes isoladas foi realizada seguindo a metodologia
proposta no Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey’s. O teste de difusdo em
disco foi utilizado para a realizagdo do antibiograma, sendo utilizado 7 antimicrobianos:
Amoxicilina+acido clavulanico (20/10 pg), Aztreonam (30 pg), Enrofloxacina (5 pg),
Estreptomicina (10 pg), Gentamicina (30 pg), Norfloxacina (10 pg) e Tetraciclina (30
pg). Durante todo o cultivo, os parAmetros fisicos e quimicos mantiveram-se dentro da
normalidade para a espécie. Os resultados zootécnicos também se apresentaram dentro
do perfil esperado. A sanitizacdo dos ovos demonstrou ser eficaz na reducdo da carga
microbiana externa. A caracteriza¢ao da microbiota revelou uma comunidade microbiana
dindmica, com predominancia de Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Vibrionaceae,
Aeromonadaceae, Lactobacillaceae, Bacillaceae e Micrococcacea, respectivamente. A
avaliacdo da sensibilidade aos antimicrobianos revelou algum percentual de resisténcia
das estirpes isoladas, sendo os maiores indices associados ao Aztreonam (29,5%),
Estreptomicina (23,5%), Amoxicilina + 4cido clavulanico (23,5%). Os resultados obtidos
evidenciam a importancia do desenvolvimento de estratégias de manejo e cultivo em
sistemas intensivos.

Palavras — chave: aquicultura; larvicultura; sanidade; sustentabilidade.



ABSTRACT

The intensification of aquaculture, especially tilapia farming, has driven the search for
strategies to optimize production and disease prevention. The characterization of the
intestinal microbiota of tilapia larvae revealed a complex and fundamental dynamic for
fish health. The objective of this study was to monitor and characterize the succession
and development of the bacterial community of Nile tilapia (Oreochromis niloticus), from
hatching to the end of the masculinization stage, establishing its influence on the
development and survival of the farmed animals. For microbiological characterization,
quantification, isolation and antimicrobial susceptibility methodologies were applied.
Zootechnical and limnological indices were also evaluated to monitor the culture
parameters, as well as the evaluation of the sanitizing efficiency of the eggs collected with
4% formaldehyde. For this purpose, approximately 350 g of tilapia eggs were collected
from a commercial farm located in the municipality of Cascavel/Ceara and taken to the
Center for Coastal Environmental Studies (CEAC). The sanitation process was carried
out with subsequent transfer of the eggs to the incubator and, after complete hatching,
they were distributed to the cultivation units. The biometric and water quality parameters
were measured periodically. A stocking density of 3 larvae/liter was used. The experiment
lasted 28 days, with the animals fed commercial powdered feed containing 40% crude
protein, added with 50% methyl-testosterone hormonal solution, at a feeding rate of 12%
of the total biomass. Microbiological analyses were performed from the collection of the
eggs, when two samples were collected for processing, one sanitized in formalin solution
and the other without the solution. Then, four more microbiological processes were
performed, distributed from the moment of complete hatching of the incubated eggs, at
intervals of 7 days. The microbiological analyses were performed at the Laboratory of
Environmental and Fish Microbiology — LAMAP/LABOMAR/UFC. The animals were
properly euthanized by stunning in ice and eugenol solution. Cultivable heterotrophic
bacteria were counted using the Standard Plate Count (SPC) technique, and isolations
were performed based on growth. Then, the phenotypic characterization of the isolated
strains was performed following the methodology proposed in Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology. The disk diffusion test was used to perform the antibiogram,
using 7 antimicrobials: Amoxicillin+clavulanic acid (20/10 pg), Aztreonam (30 ug),
Enrofloxacin (5 pg), Streptomycin (10 pg), Gentamicin (30 pg), Norfloxacin (10 pg) and
Tetracycline (30 pg). Throughout the culture, the physical and chemical parameters
remained within the normal range for the species. The zootechnical results were also
within the expected profile. Egg sanitation proved to be effective in reducing the external
microbial load. The characterization of the microbiota revealed a dynamic microbial
community, with a predominance of Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae,
Vibrionaceae, Aeromonadaceae, Lactobacillaceae, Bacillaceac and Micrococcacea,
respectively. The assessment of antimicrobial sensitivity revealed some percentage of
resistance of the isolated strains, with the highest rates associated with Aztreonam
(29.5%), Streptomycin (23.5%), Amoxicillin + clavulanic acid (23.5%). The results
obtained highlight the importance of developing management and cultivation strategies
in intensive systems.

Keywords: aquaculture; larviculture; health; sustainability.
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1 INTRODUCAO

A produ¢do mundial de pescado apresentou crescimento recorde em 2022,
atingindo a marca de 223,2 milhdes de toneladas, com a producdo aquicola ultrapassando pela
primeira vez a producao oriunda da pesca, alcancando a marca de 130,9 milhdes de toneladas,
de acordo com o relatério apresentado pela FAO em 2024. Essa tendéncia tem se mostrado
necessdria e vital para garantia da seguranca alimentar no planeta, apesar de um ritmo mais
lento do crescimento populacional mundial em relacdo a anos anteriores, segundo as ultimas
projecoes das Nacdes Unidas (FAO, 2024). Contudo, nada disso impactou a crescente
intensificac¢do dos sistemas produtivos impulsionada pela alta demanda por pescado, no mundo

A criagdo de tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus tem se destacado dentro do
cendrio aquicola mundial e nacional. Atualmente, o Brasil encontra-se como o quarto maior
produtor de tildpia do mundo. Em 2022, aproximadamente 409 mil toneladas desse recurso
pesqueiro foram produzidas, seguindo um padrio ascendente de crescimento ao longo dos anos,
fazendo da espécie o pescado mais cultivado no pais (IBGE, 2023)

O conhecimento e a determinag¢do das condi¢des ideais em aquicultura, segundo Sa
(2023), sao fundamentais para o sucesso da produgdo, pois podem trazer implicacdes diretas na
sobrevivéncia, crescimento e qualidade da dgua. A aplica¢do de altas densidades de estocagem
promove uma grande producdo de matéria orginica devido a alta necessidade de fornecimento
de alimento artificial. Com isso, o controle dos parametros de qualidade da dgua de cultivo
torna-se um dos principais desafios em aquicultura, podendo gerar diversos impactos
zootécnicos e ambientais no sistema de producido (ABD EL-HACK et al., 2022).

Devido a alta demanda da cadeia produtiva, a produgao de alevinos de tildpia tem
conquistado cada vez mais destaque, com mais necessidade de desenvolvimento e
aprimoramento, a fim de garantir a mdxima performance dos animais produzidos. Contudo,
com a intensificacdo da produgdo, surgem os riscos € problemas trazidos por surtos de doencas
causados por bactérias patogénicas. Nas fases iniciais, a vulnerabilidade dos organismos
produzidos torna necessario um cuidado redobrado, haja vista que o sistema imunolégico desses
animais ainda se encontra em processo de desenvolvimento (BORGES et al., 2021).

A avaliac@o e o conhecimento das comunidades microbianas, presentes nos peixes,
sdo de fundamental importancia para a determina¢do de entendimento sobre a dindmica das
relacdes entre peixes, hospedeiros e ambiente, podendo servir como um indicativo de saide e
qualidade tanto da espécie quanto do ambiente de cultivo (LEGRAND et al., 2018).

A superficie externa dos peixes € a primeira barreira imunoldgica deles, tendo em
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vista seu contato direto com o ambiente. Células caliciformes recobrem essa superficie e
garantem uma producdo continua de muco, o qual auxilia nessa prote¢cdo imunoldgica dos
organismos aqudticos. Essa superficie mucosa € colonizada por uma microbiota extremamente
diversificada que € fundamental para manutencdo da satde dos peixes, tendo sua modulacao
diretamente influenciada pelo ambiente de cultivo (DIWAN; HARKER. PANCHE, 2023).

O crescimento acelerado da aquicultura global € acompanhado por um aumento
preocupante das doengas de origem bacteriana que afetam os peixes cultivados. Para maximizar
a produtividade, o uso de produtos quimicos e antibiéticos se tornou uma pratica comum, mas
com consequéncias que exigem aten¢do. Mannan et al. (2020), investigando os efeitos da
oxitetraciclina no cultivo da tilapia do Nilo, observaram que apds 30 dias de exposi¢do a esse
medicamento, houve uma queda significativa da carga bacteriana intestinal (CBI), reduzindo
de 3,06 +2,08 x 108 ufc/g, aos 7 dias de experimento, para 3,45 + 4,46 x 107 ufc/g ao final dele.
Além da reducdo da CBI, a diversidade bacteriana no trato gastrointestinal diminuiu, sendo
observado também a expressdo de resisténcia bacteriana a antibidticos.

Com o objetivo de assegurar a qualidade sanitaria do ambiente de cultivo, muitos
produtores adotam o uso de antibidticos para sanar problemas de origem bacteriana. Entretanto,
a utilizacdo desses medicamentos muitas vezes € realizada de maneira incorreta € sem a
orientagdo de um profissional e, quando associado a um uso excessivo e indiscriminado podem
trazer riscos tanto para o ambiente, com o desenvolvimento de bactérias multirresistentes, como
para o ser humano, com a presenca de residuos medicamentosos nos alimentos produzidos
(ROMERO, 2012).

Para que se possa aprimorar as técnicas de cultivo e, com isso, garantir uma maior
estabilidade microbioldgica da producdo, se faz necessario o conhecimento da microbiota total
dos organismos cultivados para que, a partir dai se possa avaliar caracteristicas como
diversidade, funcdo, interacdo organismo/ambiente e, principalmente, seu papel na saide do
organismo cultivado (BORGES et al., 2021).

Considerando o expressivo crescimento da cadeia produtiva de tildpia do Nilo e a
crescente preocupacdo com doengas, torna-se imprescindivel aprofundar o conhecimento sobre
a microbiota total dessa espécie desde os primeiros estdgios de vida. A caracterizacdo dessa
comunidade microbiana € fundamental para compreender as interacdes ecoldgicas, a
susceptibilidade a doencas e para o desenvolvimento de estratégias de manejo e cultivo mais
eficientes e sustentdveis, visando minimizar as perdas causadas por patdégenos € otimizar o

desempenho produtivo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A producao de tilapia no mundo e no Brasil

A demanda mundial por pescado tem crescido bastante, apesar da tendéncia de
desaceleracdo do crescimento populacional, segundo dados fornecidos pelo Departamento de
Assuntos Econdmicos (DESA), 6rgdo pertencente a Organizagdo das Nagdes Unidas — ONU
(ONU, 2024). Diante disso, a aquicultura vem se mostrando como possibilidade vidvel para
atender o mercado consumidor, fornecendo alimento de alto valor proteico e garantindo
seguranca alimentar, haja vista os tltimos dados mundiais fornecidos pela FAO (FAO, 2022),
onde essa atividade do agronegdcio apresentou uma taxa de crescimento anual de 3% desde
1961.

Relatos histéricos indicam que o cultivo de tildpia tenha se originado no Egito a
mais de 4000 anos, e se difundido para o resto do mundo, sendo cultivado em praticamente
todos os continentes, exceto na Antartica (PRABU et al., 2019).

No Brasil, a aquicultura nacional segue a tendéncia mundial de crescimento e
desenvolvimento, com grande relevancia ndo apenas no cendrio econdmico, mas também no
ambito social, ambiental e tecnolégico (FAO, 2022). Apesar das dificuldades enfrentadas, como
instabilidades e descontinuidades das politicas publicas, agregacdo e levantamento de dados
produtivos e cadastramento de produtores, o setor aquicola nacional tem se tornado cada vez
mais indispensdvel para a sociedade, com seu crescimento diretamente relacionado ao cultivo
de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), carro chefe da aquicultura nacional (ANDRADE,
2020; RIBEIRO et al., 2024).

O cultivo de tildpia baseia-se em diversas espécies de ciclideos, tendo sua producao
difundida em mais de 135 paises e a espécie mais cultivada Oreochromis niloticus. Sua
introdugdo no Brasil data de 1971, quando o Departamento Nacional de Obras Contra a Seca
(DNOCS), em expedic¢ao realizada para Tailandia, importou o primeiro plantel, cujo objetivo
era a realizacdo de “peixamentos” nos acudes federais. A partir dai, iniciou-se a disseminagado
da tilapia no Brasil (OLIVEIRA et al., 2007).

A producao de tildpia alcangou a marca de 550 mil toneladas no Brasil em 2023,
representando 64% do volume total de pescado cultivado. Projecdes indicam que até 2030, a
criacdo de tildpia alcance a marca de 80% da producgdo de pescado no Brasil, tendo a maior
aceitacdo do peixe de cativeiro por parte da populagdo, bem como a crescente taxa de

exportacdo (BRASIL, 2023; PEIXE BR, 2023).
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Dois tercos do territério brasileiro se localizam em regido tropical, apresentando
grande disponibilidade hidrica, logo, o Brasil € visto como nacdo com alta potencialidade para
producdo de pescado em cativeiro, o que, atualmente, estd concentrada na piscicultura
continental e na carcinicultura marinha. Esse cendrio tem contribuido para suprir parte da
caréncia alimentar da populagao e alavancado o crescimento econdmico do pais (SILVA et. al.,
2018).

A regido nordeste do Brasil, apesar de se encontrar localizada em regido de clima
semidrido, apresenta grande potencial para produgio aquicola, sendo responsavel por 17,8% da
produgio nacional, em 2021 (BRASIL, 2023). De acordo com a Agéncia Nacional de Aguas
(2024), o semiarido brasileiro possui 275 acudes com capacidade superior a 10 hm3. Além disso,
autilizacao de canais de irrigagdo e da producio em aguas da Unido em reservatorios possibilita

a ampliacdo da atividade pelo interior do estado.

2.2 A producao do pescado e seus impactos ambientais

O desenvolvimento e uso de técnicas de produgdo que minimizem os impactos
ambientais provocados pela producao de pescado em cativeiro, vem se tornando pré-requisito
na hora da implantacdo de novos empreendimentos aquicolas. A aplicacdo de altas densidades
de cultivo promove um elevado volume de residuos oriundos da atividade metabdlica e das
racoOes artificiais fornecidas, uma vez que estas apresentam baixa digestibilidade, o que estd
confirmado por somente 70% do que é fornecido ser aproveitado pelos peixes (SA, 2023).

O cultivo de organismos aquaticos estd diretamente associado a qualidade de dgua.
Para que se possa obter €xito nos sistemas de producdo, € necessdrio que ocorra constante
monitoramento e manutencao dos parametros limnolégicos do ambiente de cultivo. Para isso,
o uso de técnicas de manejo adequadas € necessario em todas as fases de criacdo, mitigando
assim possiveis problemas que possam acometer o sucesso da producdo (KUBITZA;
KUBITZA, 2013).

Segundo Alves et al. (2022), a aquicultura mundial vem seguindo uma tendéncia
de intensificagcdo de seus sistemas de producdo e dentre os efeitos dessa intensificagdo sdo os
riscos de eutrofizacdo dos ambientes aqudticos, custo esse bastante oneroso para o ambiente.
Assim, a preocupagdo com os parametros ambientais de cultivo estd ganhando cada vez mais
importancia, haja vista que estio diretamente relacionados a fatores como sobrevivéncia, bem-
estar e qualidade dos organismos cultivados. Nesse contexto, cultivos intensivos alinhados com

as questOes ambientais podem ser classificados como o futuro da aquicultura mundial

(LINDHOLM-LEHTO, 2023).
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Utete et al. (2013), em seus estudos avaliando os impactos ambientais causados
pela atividade aquicola no lago Kariba, puderam constatar que, embora a grande dimensao
apresentada pelo corpo d’agua, os efeitos da intensa atividade aquicola no reservatorio
trouxeram consequéncias significantes com relacdo a qualidade de dgua, deixando-a fora dos
padrdes de qualidade recomendados pela OMS. Casos, como esse, revelam a necessidade de
observacdo e monitoramento constantes do setor produtivo, pois embora seja uma atividade

vital para alimenta¢do humana, a mesma precisa ocorrer em sinergia com o ambiente.

2.3 Sanidade de organismos cultivados

As doencas de origem bacteriana estdo entre as principais causas de prejuizo do
setor aquicola, quando se analisa a piscicultura mundial. Para garantir o sucesso do cultivo em
sistema intensivo de produgdo, deve-se levar em consideragdo alguns fatores para que a
atividade seja tanto sustentdvel, quanto vidvel economicamente. Dentre esses fatores, o
conhecimento biolégico da espécie alvo € fundamental para a determinacdo do manejo
produtivo (KUBITZA; KUBITZA, 2013).

Fases iniciais de producdo, como ocorre na maioria das espécies, estio mais
expostas e susceptiveis a agentes patogénicos. Doencgas bacterianas e parasitarias figuram como
os principais diagndsticos de campo encontrados, tornando cada vez mais essencial o
conhecimento acerca desse assunto. O conhecimento dessas doengas, bem como suas interagdes
com o meio e com o hospedeiro sdo fundamentais para o desenvolvimento de estratégicas de
controle dessas enfermidades (ISHIKAWA et.al., 2012).

Cada espécie possui suas caracteristicas imunoldgicas e bioldgicas especificas, que
podem torné-las mais ou menos vulnerdveis aos agentes patogénicos externos encontrados nos
ambientes de cultivo. Tal conhecimento é fundamental para determinar qual espécie cultivar e,
principalmente, qual manejo adotar durante sua criagdo (MONTEIRO, 2014).

A identificacao da fonte de contaminagdo € fundamental para que se possa elaborar
medidas preventivas e de erradicacdo do patégeno, quando se objetiva garantir a sanidade do
ambiente de cultivo, e, assim, solucionar a problematica na sua origem. Pelo fato de os animais
de criacdo serem constantemente expostos as situacdes de estresse ambiental, o controle
sanitdrio € fundamental pois, nesses cendrios, diante de uma fragilizacdo imunolégica, cargas
bacterianas elevadas podem abrir condi¢des para infeccdes e, em casos mais severos,
mortalidades em massa (DE PADUA; FILHO, 2014).

Uma saida encontrada para prevencdo e combate de problemas sanitdrios na

aquicultura € o uso de antibiéticos. O uso desses fairmacos visa alcancar melhores taxas de
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sobrevivéncia de peixes e camardes, principalmente quando expostos as situacdes de estresse.
No Brasil, oito géneros de bactérias aparecem com maior recorréncia: Streptococcus,
Pseudomonas, Acinetobacter, Edwardsiella, Francisiela, Citrobacter, Aeromonas e
Chryseobacterium. A distribui¢io e ocorréncia desses patégenos dependem de caracteristicas
relacionadas ao clima, imunidade e manejo. Em casos de ocorréncia ou surtos causados por
alguns desses agentes, a Gnica op¢do para sanar essa problemadtica € através da remediacao por
antibidticos (DOTTA; PIAZZA, 2012).

Guan et al. (2022), avaliando um caso de surto de columinariose em uma
larvicultura de tildpia do Nilo, observaram que, com o acelerado crescimento da industria
aquicola na China, ocorreu também um aumento nos casos de surtos bacterianos. Com isso,
houve a necessidade de implantacio de protocolos de prevengao a essas enfermidades. Préticas
como higienizacdo dos ovos e larvas em solu¢do de formalina bem como o aumento da
salinidade da dgua de cultivo, foram algumas das medidas adotadas para se enfrentar os
problemas que vinham acometendo a producdo. Pelo fato de que, nas fases iniciais de vida,
ovos e larvas de tildpia ainda apresentam seu sistema imunoldgico em desenvolvimento, sua
susceptibilidade a enfermidades € ainda maior, tornando essa fase de producdo ainda mais
vulnerdvel as perdas provocadas por patdgenos.

O estudo de Egger et al. (2023), investigaram surtos de lactococose em fazendas
brasileiras, caracterizando os isolados, sua viruléncia para tilapias do Nilo e suscetibilidade a
antimicrobianos. Os surtos de lactococose foram monitorados de 2019 a 2022 em todo o Brasil.
Uma rdpida expansdo do patdégeno Lactococcus petauri foi observada em diferentes regides
brasileiras. Durante o monitoramento dos surtos, a coinfec¢cdo com outras bactérias (Aeromonas
spp., Edwardsiella spp., Streptococcus agalactiae e S. iniae) foi identificada em alguns peixes.
Infec¢des por Aeromonas spp., Edwardsiella spp., Francisella orientalis, S. agalactiae, S.
dysgalactiae, S. iniae e Vibrio vulnificus também foram diagnosticadas nos peixes amostrados,
mas ndo como coinfeccao.

Dong et al. (2015), descrevendo o isolamento e a caracterizagdo dos potenciais
patogenos simultaneos em surtos de doengas naturais em O. niloticus, em sistema de cultivo
intensivo, revelaram infeccdes de multiplos patdégenos bacterianos e virais em peixes doentes
coletados em duas fazendas. A maioria dos peixes doentes foram simultaneamente infectados
por trés patdgenos. Os resultados demonstraram que foram encontradas cinco espécies
bacterianas. Infec¢des concomitante de Flavobacterium columnare e Aeromonas veronii
ocorreram em 100% dos peixes doentes. E possivel que a infec¢do primdria dos peixes com F.

columnare possa causar erosdes nas branquias ou no musculo, o que resulta em infeccoes
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subsequentes. Além disso, os autores ressaltaram que infec¢des parasitdrias também podem
danificar os tecidos e criar um meio para invasao secundaria multiplas de bactérias e virus.

Fatores como baixa qualidade de dgua, condi¢cdes ambientais de temperatura e
umidade relativa estressantes, associados a um manejo irregular, foram observados em uma
fazenda de recria de tildpia do Nilo, e associados como sendo os potenciais desencadeadores de
uma invasdo parasitdria e bacteriana simultinea que comprometeu gravemente o sistema
imunolégico dos peixes, resultando em mortalidade em massa. Foram encontradas infeccoes
estreptocdcicas em 40% dos peixes investigados. Foram identificados, nos animais moribundos,
36 isolados bacterianos agrupados, sendo 21 de Enterococcus fecalis e 15 de Streptococcus
agalactiae (EISSA et al., 2021).

Preena (2020) constatou que a maioria dos antimicrobianos e antibidticos utilizados
na aquicultura apresentam eficdcia parcial ou até mesmo ineficiéncia inibitéria contra
patégenos comumente encontrados em peixes. Esse fato pode ser considerado um problema

alarmante capaz de comprometer toda a cadeia produtiva.

2.4 Microbiota da tilapia do Nilo e a producao de alevinos saudaveis

A tilapia do Nilo se apresenta como uma excelente escolha para produgdo, haja vista
ter caracteristicas extremamente favordaveis ao cultivo como boas taxas de crescimento nos mais
diversos sistemas de criacdo, boa conversao alimentar, ser uma eficiente filtradora, apresentar
capacidade de resisténcia a doencas e, principalmente, ter boa aceitagio no mercado
consumidor (BEVERIDGE; MCANDREW, 2000).

As comunidades microbianas apresentam organizacdo complexa nos organismos
aqudticos, podendo apresentar variacdes em decorréncia do ambiente de cultivo, idade e hdbitos
alimentares (RINGO, 2003). As bactérias que colonizam o trato gastrointestinal dos peixes
podem ser classificadas em dois grandes grupos, aldctones e autdctones, capazes de
desempenhar fungdes vitais ao hospedeiro, além de serem capazes de inibir o desenvolvimento
de organismos patogénicos (BENERJEE; RAY, 2017)

Bereded et al. (2022), investigando a microbiota bacteriana intestinal da tildpia do
Nilo em dois lagos distintos da Etidpia, revelando uma elevada diversidade microbiana nos
animais para ambos os ambientes. As andlises filogenéticas encontram 7 filos e 41 gé€neros
bacterianos, com predominancia dos filos firmicutes (61%) e proteobacterias (16%). O estudo
observou também que todas as amostras compartilhavam um mesmo microbioma central,
evidenciando a presenca de padrao microbiano “saudavel” e caracteristico para essa espécie no

ambiente analisado.
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Silva et al. (2016), ao avaliar a diversidade da microbiota aquética em diferentes
sistemas de cultivo de tilapia do Nilo, encontraram grande diversidade biolégica e observaram
que em todos os sistemas avaliados, os géneros mais frequentes foram Pseudomonas spp.,
Aeromonas spp., Staphylococcus spp., Bacillus spp., Mycobacterium spp., Micrococcus spp. €
Corybacterium spp., respectivamente. A partir dessa caracterizacido, torna-se possivel uma
manipulacdo mais precisa dos parametros ambientais a fim de induzir o desenvolvimento dos
principais grupos e com isso, proporcionar melhorias para o ambiente de cultivo.

A disponibilidade de “sementes” com constancia e qualidade, em todo o setor do
agronegocio, ¢ de fundamental importancia para garantir a viabilidade do segmento. A
larvicultura da tildpia do Nilo, atualmente, possui um pacote tecnoldgico bem desenvolvido e
eficiente, contudo, devido ao acelerado ritmo de crescimento da aquicultura, a necessidade de
maximizacao e otimizacado € constante na producao de alevinos (LUZ, 2013).

O processo de larvicultura da tildpia do Nilo € favorecido devido as caracteristicas
fisioldgicas, como alta prolificidade, podendo variar de 3 a 5 ovos/grama de peso vivo, idade
de maturagdo sexual precoce a partir do terceiro ou quarto més de vida, desova parcelada e
cuidado parental (SENAR, 2017).

O fato de possuir uma maturacdo sexual precoce torna necessdrio a aplicacido de
técnicas masculinizantes, visando o cultivo apenas de animais machos, com fins de controle
populacional, maior desempenho zootécnico e econdmico (OLIVEIRA et al., 2013). Quando
comparado as fémeas, animais machos chegam a crescer até duas vezes mais rapido pois, ao
atingirem a maturidade sexual, fémeas iniciam o processo de desenvolvimento gonadal,
destinando parte de sua energia para esse processo, diminuindo assim seu crescimento muscular
(BALDISSEROTTO, 2009; LAGO et al., 2017).

Um estudo realizado em diversas fazendas de producdo de tilapia, em fase de
terminacdo, por todo o Brasil, observou que a maioria dos problemas sanitdrios encontrados
nesses animais os acompanhavam desde as fases larval e de juvenil. No estudo, a principal fonte
de infec¢do para toda a cadeia produtiva era oriunda dos planteis de reprodutores. No entanto,
mesmo com a presenca dos organismos patogénicos, o quadro sanitario ainda se encontrava em
fase subclinica. Para poder tornar mais segura e rentdvel a atividade, o controle sanitario nos
estagios iniciais de producdo € indispensavel, proporcionando mais estabilidade sanitdria nas

criacdes (DE PADUA; FILHO, 2015).
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2.5 Importancia do conhecimento microbiolégico na aquicultura

A microbiota intestinal de peixes é colonizada por bactérias autdctones e bactérias
aléctones (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016). As bactérias autdctones sdo bactérias
residentes, capazes de colonizar toda a superficie epitelial do intestino, bem como suas
microvilosidades, fazendo parte da microbiota natural desempenhando muitas vezes fungdes
essenciais ao hospedeiro. As bactérias aloctones sao classificadas como transitérias, podendo
estar associadas ao alimento ou ambiente, ndo fazendo parte da microbiota natural do
hospedeiro.

A caracterizacdo fenotipica de bactérias € um processo fundamental para diversas
areas de estudo, auxiliando desde o diagndstico de doencas, andlises ambientais e
desenvolvimento de farmacos. Para isso, sdo realizados testes bioquimicos que tem como
finalidade a verificac@o de reagdes metabdlicas, observagdo da caracteristica das colonias e da
morfologia celular, avaliacdo das enzimas estruturais e de suas sensibilidades em diferentes
compostos (LEIRA et al., 2016)

Baldo et al. (2019) investigando a relagdo filogeografica e ecoldgica da microbiota
intestinal de ciclideos, em lagos da Africa e América Central, desvendaram a influéncia
marcante de fatores geogréaficos na sua modulacdo. A microbiota intestinal, embora similar
entre diferentes populacdes, € sensivel a variacdes geogrificas, o que pode ter um impacto
direto nos habitos alimentares, modulando desde dietas herbivoras até carnivoras. Com 1isso,
torna-se possivel compreender os fatores que influenciam a relagdo hospedeiro — microbiota
com a natureza.

A comunidade microbiana intestinal € capaz de produzir metabdlitos que
desempenham func¢des essenciais para manutencdo da homeostase ambiente-hospedeiro. Tais
atividades exercem alteragdes fisiologicas que variam desde alteracOes de pH gastrointestinal,
capacidade de absorcdo de nutrientes até a modulacdo imunolégica do animal (LOUIS; HOLD;
FLINT, 2014). Diversos estudos revelam que uma microbiota diversa e em equilibrio garante
bons resultados zootécnicos, refletindo diretamente na saide e bem-estar dos organismos
cultivados.

O sistema imunoldgico estd associado tanto a mecanismos inatos ao organismo,
quanto adquiridos durante seu desenvolvimento. Quando em homeostasia, esses mecanismos
atuam na defesa do organismo contra patégenos. O trato gastrointestinal (TGI), por ser uma das
principais vias de ingestdo de patdgenos, € altamente especializado no combate dessas
enfermidades. O tecido linfatico do TGI (GALT) atua associado a microbiota intestinal como

linha de defesa do organismo e na manutencao da saude intestinal (GEREMIA et. al., 2021)
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A diversidade microbiana e seu estabelecimento no TGI de peixes estd associada a
diversos fatores exdgenos, como tipo e estdgio de desenvolvimento do peixe bem como
condi¢des de criagdo e cultivo, modulando o processo de colonizagdo e estabelecimento do
microbioma. Nos primeiros estagios de vida, a carga bacteriana total € baixa, tendo sua ascensao
a partir do inicio de uma alimentac¢do ativa e da maturagdao do ambiente de cultivo, aumentando
rapidamente e se desenvolvendo em sinergia com o ambiente (NAYAK, 2010)

O ambiente de cultivo aqudtico apresenta caracteristicas extremamente propicias ao
desenvolvimento e dissemina¢@o de microrganismos e, desse modo, o compartilhamento mituo
de sua diversidade. Como a maioria dos organismos com potencial patogénico sdo oportunistas
e estdo comumente presentes no microbioma aquatico, para que se tornem um problema, é
necessario a ocorréncia de precursores de estresse como deficiéncia nutricional e oscilagdes
ambientais. Isso acaba enfraquecendo a primeira linha de defesa desses organismos, abrindo

uma porta de acesso a essas enfermidades (HANSEN; OLAFSEN, 1999).

2.6 Uso de antimicrobianos na aquicultura

O desenvolvimento de antimicrobianos promoveu o otimismo na cadeia global de
producdo de animais, gragcas a sua melhor capacidade de combate as infec¢des que afetam o
setor. No entanto, a utilizacdo excessiva desses medicamentos tem provocado um problema em
ascensdo: a multirresisténcia bacteriana. Este contexto acende um sinal de alerta para a
importancia de um uso consciente e responsdvel de antimicrobianos, para evitar a perda da
eficicia desses medicamentos e com isso ameagar a saide humana e animal (REVERTER et
al., 2020).

A intensificacdo dos sistemas de produ¢@o animal, impulsionada pela crescente
demanda global por alimentos, tem sido acompanhada pela ado¢do de medidas mais rigorosas
de higiene, gestdo e biosseguridade nas fazendas. Essa intensificacdo, por sua vez, tem levado
ao aumento do uso de antimicrobianos na produc¢do animal, com o objetivo principal de
promover o crescimento animal e prevenir doencas em massa (VAN BOECKEL et al., 2017).

A aquicultura se configura como um setor estratégico e assume um papel
fundamental nos cenarios economico, social e alimentar (NASCIMENTO et al., 2020).
Projecdes indicam que a demanda global por pescado deverd crescer 27% até 2030, tendo a
aquicultura responsavel por 67% desse crescimento (GODINHO et al., 2021). No entanto, a
intensificacdo da produgdo aquicola associada ao uso elevado de antimicrobianos, tem gerado
um problema de satide publica de grande magnitude, com a sele¢do, surgimento e dissemina¢ao

de patdégenos multirresistentes (MARTINS ez al., 2017). Essa problemaética é agravada pelo
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aumento do consumo de pescado pela populacdo, o que pode levar a um consumo indireto e
crescente de antimicrobianos, colocando em risco a saide humana e animal (KOBAY ASHI et
al.,2015; REVERTER et al., 2020; SCHAR et al., 2018).

A resisténcia antimicrobiana (RAM), presente em praticamente todos os géneros de
bactérias, configura-se como um grave desafio a satde publica global. Fatores como o uso
excessivo e inadequado de antimicrobianos, a falta de saneamento bdsico e praticas
agropecudrias irregulares contribuem para o surgimento e disseminagcdo da RAM. Os
mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos, inerentes ao microrganismo desde sua
origem, ou extrinsecos, adquiridos por meio da transferéncia de genes de resisténcia de outros
microrganismos (ABRANTES; NOGUEIRA, 2021; TORTORA; CASE; FUNKE, 2017).

Com relagdo a sua classificacdo, os antibidticos sdo organizados em classes, onde
se distinguem de acordo com caracteristicas como, modo de acdo e espectro ou de acordo com
sua estrutura quimica (Tabela 1). O conhecimento acerca de suas classificacdes ¢ fundamental
para o uso ¢ aplicacdo corretos no combate a infec¢des bacterianas (TORTORA; CASE,

FUNKE, 2017).



Tabela 1. Classificacdo dos antimicrobianos de acordo com seus mecanismos de acdo.

Mecanismo de a¢éo Classe Subgrupos Espectro de agdo
Penicilina Gram-positivas
(Amplo espectro)
. ) Cefalosporina Amplo espectro
Inibidor da sintese Beta-lactimicos Amol
da parede celular Carbapenas mpio esp ectro +
anaerdbias
. . ram-
Glicopeptideos COCOS. G a
positivos
Estreptomicina Amplo espectro
Aminoglicosideos Gentamicina Amplo espectro
Tobramicina Amplo espectro
Doxiciclina Amplo espectro
Inibidor da sintese Tetraciclinas Minociclina Amplo espectro
de proteinas Tetraciclina Amplo espectro
Eritromicina Amplo espectro
Macrolideos Azitromicina Amplo espectro
Claritromicina Amplo espectro
Cloranfenicol Cloranfenicol Amplo espectro
o Ciprofloxacina Amplo espectro
Inibidor da sintese . .
L . Quinolonas Levofloxacina Amplo espectro
de 4cidos nucleicos ] .
Moxifloxacina Amplo espectro

Fonte: CLSI (2024); Tortora, Case e Funke (2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Quantificar e caracterizar a microbiota de bactérias heterotroficas
cultivdveis nas fases iniciais de desenvolvimento de tildpias até o final da
masculinizacdo, avaliando sua influéncia na sobrevivéncia e desenvolvimento dos

animais cultivados.

3.2 Objetivos especificos

1) quantificar o numero de bactérias heterotréficas cultivaveis (BHC) presentes na microbiota
total durante o periodo de masculinizagao;

ii) identificar e caracterizar as cepas de BHC encontradas na microbiota dos animais cultivados;

111) avaliar os parametros fisicos e quimicos do sistema de cultivo;

1v) analisar os resultados zootécnicos obtidos durante o processo de cultivo;

v) determinar o perfil de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos de uso veterindrio e
clinico, das estirpes isoladas;

vi) avaliar a eficiéncia do formaldeido 4% como sanitizante dos ovos fecundados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizacao do experimento

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia Ambiental e do
Pescado — LAMAP, localizado no Instituto de Ciéncias do Mar — LABOMAR, e no Centro de
Estudos Ambientais Costeiros — CEAC, também pertencente ao LABOMAR, em setembro de
2023.

4.2 Coleta dos ovos

Trezentos e cinquenta gramas (350 g) de ovos de tildpia, de aproximadamente 20
fémeas, foram coletados em uma fazenda comercial, localizada no municipio de
Cascavel/Ceard (Figura 1). Devido a incubacgdo oral da prole por essa espécie, a extracao
manual dos ovos se tornou necessdria. Para tal, um fluxo de dgua foi estabelecido no sentido
opérculo-boca, permitindo a remogdo e coleta completa dos ovos. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Producdo —
CEUAP/UFC (parecer protocolado sob CEUAP n° 0901202401).

Figura 1 - Fémea de tildpia durante processo de coleta de ovos.

— 2

Fonte. o autor (2024).

Apds a coleta, o material foi acondicionado em sacos pldsticos pressurizados com
oxigeénio e transportado de forma imediata para o Centro de Estudos Ambientais Costeiros —

CEAC (Figura 2).
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Figura 2 - Saco de transporte de ovos de tildpia pressurizado com oxigénio.

4.3 Recepciao e preparacao dos ovos

Os ovos passaram por um processo de higienizacdo em banho de curta duracao em
solu¢do de formaldeido 4% (formalina), durante 60 segundos (Figura 3) (FRANCIS-FLOYD,
1996). Em seguida, foram transferidos para uma incubadora, onde permaneceram até sua total
eclosdo, com duragdo de 48 a 72 horas, devido aos diferentes estdgios de desenvolvimento dos

OVoOs.



Figura 3 - Higienizacao dos ovos em solucdo de formaldeido 4%.

Fonte. o autor (2024).

4.4 Sistema de incubacao

30

A incubacio artificial de ovos de tildpia se configura como uma técnica amplamente

difundida e consolidada, constituindo elemento fundamental para a garantia da producdo em

larga escala de alevinos. Sua efetivacdo demanda mao de obra qualificada e estrutura especifica,

capaz de assegurar condi¢des controladas de temperatura, oxigenagao e fluxo de dgua, propicias

ao desenvolvimento embrionario (KUBITZA, 2011).

Com o objetivo de viabilizar o processo de incubacio artificial, foi projetada uma

estrutura capaz de oferecer condicdes ideais para o desenvolvimento embriondrio (Figura 4).

Essa estrutura é composta pelos seguintes elementos:

e Incubadora de acrilico:

o

O

o

o

Volume util: 8 litros;
Formato: Cilindrico;
Base: Oval;

Altura total: 40 cm.

e Tanque de vidro para coleta de larvas eclodidas:

o

Volume util: 70 litros.

e Filtro mecanico-bioldgico:

O

Volume: 100 litros.
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e Bomba submersa:

o Vazdo: 300 litros/hora.

Figura 4 - Sistema de incubacdo artificial.

a -
Fonte. o autor (2024)

4.5 Sistema de cultivo
O sistema foi composto por 5 unidades de cultivo (aqudrios), cada um com volume
util de 70 litros, interligados a um sistema de filtragem mecanica e biolégica em fluxo continuo

(Figura 5).

Figura 5 - Sistema de cultivo e unidade de filtragem mecanica e bioldgica.

Fonté. o autor (2-0245. A
O sistema de filtragem do aqudrio foi composto por duas etapas: filtragem mecanica

e filtragem bioldgica. O volume total do filtro era de aproximadamente 100 litros (L). Para a

filtragem biol6gica, foram utilizados 30 L de meio suporte comercial, enquanto na filtragem
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mecanica, 13 acrilica foi empregada para a retencdo de sélidos totais. O sistema operava em
regime ininterrupto de circulagdo, utilizando a forca gravitacional para drenagem e uma bomba
submersa de vazao 3.000 L/h para o retorno da dgua. O nivel dos tanques era controlado por

um dreno de nivel localizado na parte superior do aquério, que definia o nivel maximo da dgua.

4.6 Sanitizacio e maturacao biolégica do sistema de cultivo

A sanitizagdo das estruturas € uma etapa fundamental quando se objetiva realizar
experimentos microbioldégicos com organismos aqudticos que visa garantir a maxima
confiabilidade dos resultados, bem como a satide dos animais cultivados (DOTTA; PIAZZA,
2012).

ApOs realizar o abastecimento do sistema de cultivo com dgua fornecida pela
Companhia de Agua e Esgoto do Ceard (CAGECE), foi aplicada uma solucio de hipoclorito de
s6dio na concentracdo de 20 ppm (ISHIKAWA et al., 2020). Em seguida, o sistema de
bombeamento e recirculacio de dgua foi acionado, permitindo a sanitizacao uniforme de toda
a estrutura durante um ciclo de 3 dias. Ao final desse periodo, a auséncia total de hipoclorito de
s6dio na dgua foi confirmada através de um teste colorimétrico comercial da marca API®. Com
a sanitiza¢dao completa, o processo de maturacao bioldgica do sistema de cultivo foi iniciado.

Para estimular o desenvolvimento do sistema de filtragem biolégico, foi induzido
um pico de nitrogénio amoniacal total (NAT) de 5 mg/L utilizando ureia em p6 (60%). O
monitoramento dos parametros fisicos e quimicos foi realizado a cada trés dias, visando
acompanhar o processo de ciclagem do NAT até a estabilizagdo, para em seguida povoar o

sistema.

4.7 Povoamento

Cada unidade de cultivo foi estocada com uma densidade de 3 larvas por litro,
resultando em um total de 210 animais por aqudrio. O processo de pesagem dos animais foi
realizado por agrupamento, devido ao seu pequeno peso e alta sensibilidade ao manejo.
Amostras de 10 animais foram pesadas por vez, utilizando um Becker com dgua do préprio
sistema de cultivo para minimizar o estresse dos organismos (Figura 6). A pesagem foi realizada
em uma balanga de precisdo para garantir a acuricia dos dados. Apds a pesagem, os animais
foram cuidadosamente distribuidos nos respectivos aqudrios até alcancar a densidade desejada.

Figura 6 - Pesagem dos animais para realizacdo do povoamento.
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Fonte. o autor (2024).

4.8 Protocolo alimentar
Os peixes foram arragcoados cinco vezes ao dia, as 8h30min; 10h30min; 12h30min;
14h30min e 16h30min, com intervalo de duas horas entre as refei¢des. A racdo utilizada foi um
alimento comercial em p6 contendo 40% de proteina bruta. A taxa de arragoamento foi de 12%
do peso vivo dos peixes, ajustada semanalmente com base nos dados biométricos coletados.
Com o objetivo de induzir a masculinizagdo dos peixes, a racdo foi enriquecida com
hormo6nio masculinizante Alfarever® metiltestosterona 50%. A incorpora¢do do hormonio na

racdo seguiu as instrugdes do fabricante.

4.9 Analise zootécnica

As avaliagOes zootécnicas foram realizadas durante todo o periodo experimental.
Os intervalos entre as andlises eram de sete dias e, para isso, uma amostra de 20 peixes foi
tomada aleatoriamente de cada aquario, para determinag¢do do peso individual (g). O numero
de peixes no inicio e final do experimento, bem como a quantidade total de ra¢do fornecida
foram contabilizados para essa andlise.

Os dados zootécnicos coletados foram o peso médio, a biomassa, o ganho de

peso, a taxa de crescimento especifico e a conversdo alimentar de acordo com as seguintes
férmulas:

o Peso médio (PM):
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Equacao 1

PM = PT/Ni

Onde: PT = Peso da amostra; Ni = Numero de individuos amostrados.

o Biomassa (B):

Equacdo 2
B=NxPM
Onde: PM = Peso médio; N = Numero total de peixes;
o Taxa de crescimento especifico do peso — TCEP (%):
Equacao 3

TCEP (% dia-1) = ([ InPf — InPi ]/ t) x 100

Onde: Pf = peso final (g); Pi = peso inicial (g); t = tempo de cultivo.

o Conversao alimentar (CA): Foi obtido dividindo a quantidade de racao fornecida
(Rf) pelo ganho em biomassa (Bf — Bi)
Equacio 4

CA =Rf/(Bf - B1)

Onde: Rf = Ragdo fornecida; Bf = Biomassa final; Bi = Biomassa inicial.

4.10 Analise dos parametros fisicos e quimicos

Durante todo o experimento, foram analisados, a cada trés dias, os seguintes
parametros: amoOnia total; nitrito; nitrato; pH; oxigénio dissolvido e temperatura.

Para determinacao da amonia total (NAT), do nitrito e do nitrato foram realizadas
analises com o auxilio de testes colorimétricos comerciais da marca API®. As concentragdes de
oxigénio, pH e temperatura com a utilizagdo de sonda multiparametro eletronica. A frequéncia
de afericdes foi realizada de modo a eliminar possiveis influéncias nos resultados zootécnicos
obtidos e para que fosse possivel controlar os parametros dentro da faixa de normalidade ideal
para o cultivo da espécie em estudo.

4.11 Coleta das amostras para processamento

A coleta das amostras teve como objetivo a caracterizacdo e o acompanhamento da
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evolugdo microbioldgica ao longo do processo de larvicultura da tildpia. O experimento seguiu
um protocolo de sanitizacao dos ovos coletados por meio de imersao em solucao de formaldeido
a 4% (TANCREDO, 2019). Foi realizado também a avaliagdo dos ovos coletados sem a
realizagcdo do processo de sanitizagao.

Para isso, foi coletado um 1 g de amostra sanitizada e 1 g de amostra nao sanitizada,
onde foram homogeneizados separadamente em 9 ml de solucdo salina 0,85%, com o auxilio

de um pistilo e almofariz, previamente esterilizados (Figura 7).

Figura 7 - Exemplificacdo do procedimento de preparagdo de amostras para realizacdo de
andlise microbioldgica.

1gde
amostra

L Homogeneizagao
——| em 9 ml de solucédo
salina 0,85%

Fonte: o autor (2024).

A partir da eclosdo dos ovos, foram realizadas amostragens aleatérias a cada 7 dias,
onde foi coletado uma biomassa minima superior a lg de amostra, para que, apds o
maceramento, fosse possivel realizar a obtencdo de 1g de amostra para realizacao das anélises
microbioldgicas.

Para a realizacdo dos processamentos com os peixes, foi seguido um protocolo de
eutandsia em duas etapas: inicialmente, os animais foram expostos ao anestésico eugenol na
prépria dgua de transporte por aproximadamente trés minutos, a fim de induzir o bloqueio
neuromuscular competitivo (MARQUES, 2021). Apds essa etapa, os peixes foram transferidos
para reservatorios com dgua e gelo (0 a 4°C) até a perda de orientacdo e movimentos
operculares. Em seguida, iniciou-se o procedimento de maceramento da amostra para anélise
microbioldgica.

4.12 Analise microbiolégica — Identificacao fenotipica
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4.12.1 Quantificacdo das BHCs

Para realizac@o do processo de quantificagdo BHCs, 1g do material obtido de cada
processamento foi diluido em 9 mL de solugéo salina 0,85%, seguido de diluicdes seriadas de
10" a 10°. Em seguida, 1 mL de cada dilui¢do foram distribuidas, em duplicata, em uma placa
de Petri, e adicionado o meio de cultura Plate Count Agar (PCA), aplicando-se o método de
incorporacdo em placa (Pour Plate). Logo apds a inoculagdo, as placas foram levadas para
incubacgdo, em estufa a 35 °C, por 48 horas, como exemplificado na Figura 8. Placas contendo
entre 25 e 250 coldnias crescidas foram quantificadas, por meio da aplicacio do método de
Contagem Padrao em Placas — CPP com seus resultados expressos em Unidades Formadoras
de Colonia por grama (UFC/g). Para a interpretacio dos resultados foi adotada a metodologia
utilizada por Vieira (2004), onde a partir da média das contagens de cada placa, multiplica-se
o fator de corre¢ao e em seguida se pelo inverso da diluicdo, com seu resultado expresso em

unidades formadoras de colonia por grama (UFC/g) (Figura 8).
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Figura 8 - Preparo e determinacdo do nimero de UFC das bactérias do grupo das heterotréficas
cultiviveis totais.
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¢ Estufa 35°C por 48 horas

Fonte: o autor (2024).

4.12.2 Isolamento

Ap6s a contagem, foi realizado a escolha de 10 a 15 col6nias, para realizacdo do
isolamento e crescimento em tubos contendo dgar TSA e, em seguida, incubados em estufa a
35 °C por 24 horas.

A selecdo das coldnias isoladas buscou garantir a maxima diversidade microbiana
possivel, priorizando a escolha de col6nias com caracteristicas distintas de tamanho, forma e

cor (Figura 9).


https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
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Figura 9 - Crescimento microbiano em dgar PCA para isolamento e identificacio

fenotipica.

Fonte: o autor (2024).

4.12.3 Coloragdo de Gram
Com a identificacdo morfotintorial das cepas isoladas (Figura 10), bem como a
confirmac¢do da pureza do material, se iniciou o processo de identificagdo fenotipica das BHCs

através de provas bioquimicas especificas.

Figura 10 - Coloragdo de Gram para andlise morfotintorial e avaliacdo de pureza das cepas
isoladas de tildpia do Nilo.
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Fonte: o autor (2024).


https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
https://www.splabor.com.br/blog/meio-de-cultura-2/tsa-meio-de-cultura-importante-agar-tryptic-soy/
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4.12.4 Provas bioquimicas
As culturas bacterianas foram submetidas as provas bioquimicas (Figura 11)
especificas apds a confirmagdo da pureza das cepas isoladas e da caracterizagdo morfoldgica
pela técnica de Gram. O chaveamento fenotipico e morfoldgico foi realizado seguindo a
metodologia proposta no Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey’s (MURRAY;
BREED; SMITH, 1957). Para isso, foram realizados os seguintes testes:
e Oxidase;
e C(Catalase;
e Fermentagdo da glicose em dgar TSI;
e (itrato;
e Vermelho de metila;
e Voges-Proskauer;
e Motilidade;
e Producio de indol;
e Producio de sulfeto de hidrogénio (H>S);
e Hidrolise da esculina;
e Crescimento em caldo ureia;
e Crescimento em meios:
o Agar MacConkey;
o Agar TCBS
o Agarking F;
o Agarking P;
e Fluorescéncia;

e Susceptibilidade ao vibriostatico O129.
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Figura 11 - Provas bioquimicas para identificacdo fenotipica de BHCs isoladas de tildpia do
Nilo.

| s Pl 11 12| I 1 e 15
Legenda: Susceptibilidade ao vibriostatico O129 (1); Produgéo de indol (2); motilidade (3); king f (4); catalase

(5); 4gar lisina ferro (6); urease (7); oxidase (8); MacConkey (9, 10 e 11); vermelho de metila (12); king F em luz
ultravioleta (13); king P (14); citrato (15).
Fonte: o autor (2024).

4.13 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

O método de difusdo em disco com turvagdo microbiana na escala 0,5 de Mac-
Farland foi utilizado para realizag¢do do teste de sensibilidade antimicrobiana das cepas isoladas,
seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (BAUER et
al., 1966; CLSI, 2024). Essa abordagem ¢ amplamente utilizada, sendo adequada para testes
com a maioria dos patégenos bacterianos.

Ap6s renovagio e crescimento das cepas em Agar TSA por 24 horas e com o auxilio
de uma al¢a estéril, foi coletado uma quantidade de biomassa, para suspensao em solugdo salina
NaCl 0,85%. Em seguida, foi realizado a homogeneiza¢ao do material com o auxilio vortex até
sua total dissolugdo, ajustando a concentrag@o bacteriana em suspencao conforme a escala Mac-
Farlande 0,5 (1,5 x 10® UFC) em espectrofotdmetro. Apés isso e com o auxilio de um swab
estéril, espalhou-se uniformemente em placa contendo dgar Mueller-Hinton, uma aliquota da
solu¢do de modo a formar um tapete homogéneo de crescimento bacteriano. Em seguida, foram
adicionados os discos de antibiéticos e logo levados a estufa a 35 °C por 24 horas. O Figura 12
traz o fluxograma demonstrativo do teste realizado. Para afericdo dos halos de inibicao, foi
utilizado um paquimetro digital. A interpretacdo dos resultados obtidos foi realizada de acordo
com as tabelas de ponto de corte do CLSI e EUCAST/BrCAST, tendo seus resultados expressos
da seguinte forma:

e Susceptivel (S);

e Intermedidrio (I);
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e Resistente (R).

Figura 12 - Fluxograma dos testes de sensibilidade dos isolados bacterianos aos antibidticos
testados.
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Leitura dos halos de inibigio Distribuicdo dos discos
com paguimetro digital (Estufa 35 °C/24h)

Fonte: Aratijo (2023), adaptado.

Para realizac@o dos testes de sensibilidade a antimicrobianos, foram utilizados os
seguintes discos comerciais com antibiéticos de uso clinico e veterindrio, apresentados na

Tabela 2. Tais escolhas sdo justificadas pela crescente preocupacdo de surgimento de
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multirresisténcias, seguindo uma tendéncia previsivel da disseminacdo de novas resisténcias a

essas classes de antibidticos, associados aos fatos de utilizac@o indiscriminada dos mesmos,

descarte e contaminacao ambiental.

Tabela 2. Antibiéticos usados para avalia¢do de sensibilidade antimicrobiana e respectivas dosagens.

. Antibiotico
Familia (Marca) Dosagem (ug)
Amoxicilina +
Penicilina Acido clavulanico 20/10
(CECON)
. Aztreonam
Betalactamico (CECON) 30
Fluoroquinolona Enrofloxacino 5
q (CECON)

. L Estreptomicina
Aminoglicosideos (Laborclim) 10
Aminoglicosideos Gentamicina 30

& (Laborclim)

) Norfloxacina
Fluoroquinolona (Laborclim) 10
Tetraciclina Tetraciclina 30

(CECON))
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Qualidade de agua
Os valores obtidos com as andlises fisicas e quimicas realizadas durante todo o

periodo experimental estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros fisicos e quimicos obtidos a partir de andlises realizadas durante o

experimento.
Dias de cultivo Temp. (°C) pH (n(l)g./li) N(Hni%f (22&;) (Il:goli)
1 27,0 7,6 4,5 0,0 0,0 0,0
4 26,1 7,8 4,5 0,25 0,0 0,0
7 26,5 7,8 3,8 0,5 0,0 0,0
10 27,1 7,8 4,5 0,25 0,25 0-5
13 28,2 7.4 43 0,25 0,25 20
16 27,1 8,2 43 0,25 0,5 10-20
19 27,6 7,6 4,2 0,25 0,5 10-20
22 28,0 7,8 3,5 0,5 0,25 10-20
25 28,1 7,8 4,2 0,25 0,5 20-40
28 27,6 8,0 4,2 0,5 0,5 20-40

Legenda: Oxigénio dissolvido (O.D.); nitrogénio amoniacal total (NH3/NH4*); nitrito (NO»"); nitrato (NO3).

As variagdes observadas durante o periodo experimental para os parametros
aquéticos como OD (3,8 a 4,5 mg/L), pH (7,4 a 8,2) e temperatura (26 a 28 °C), bem como os
compostos nitrogenados, apresentaram comportamento correspondente ao tipo de ambiente
analisado e se mantendo dentro dos limites de conforto da espécie nao ocasionando influéncia
no desempenho dos peixes (EMERENCIANO et al., 2021; KUBITZA; KUBITZA, 2013).

Abdel-Tawwab et al. (2019) mostraram que peixes criados em ambientes de
cultivo, onde as concentragdes de oxigénio ndo estdo dentro da faixa ideal para a espécie,
apresentavam respostas que variavam desde impactos imunoldgicos até baixos desempenhos
de crescimento. Em virtude de baixas concentracdes de OD, os animais apresentavam baixos
indices de conversdo alimentar e ficavam mais susceptiveis as doengas, podendo causar, em
situagcOes mais extremas, alteracoes fisioldgicas irreversiveis.

Da Silva et al. (2021), analisando um caso de mortalidade em massa em uma

producdo de tildpia do Nilo, constataram que a associag¢ao de técnicas de manejo inadequadas,
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principalmente manejo alimentar, renovacdo da dgua de fundo e utilizacdo de sistema de
aeracdo adequada, podiam levar a situacdes de hipdxia, causando elevadas taxas de mortalidade
em sistemas de cultivo.

Na tilapicultura, o monitoramento e controle do pH tem fundamental importancia
por influir em diversos fatores tanto ambientais, com sua relacdo com a toxicidade amoniacal e
disponibilidade de nutrientes, como fisioldgicos, afetando desde o sistema imunoldgico até a
capacidade de regulacdo i0nica. A faixa ideal para um bom desempenho zootécnico dos animais
se encontra entre 6,5 e 7,5 (SA, 2023).

Yada e Tort (2016) afirmaram que exposi¢do a estresse térmico prolongado pode
trazer influéncias severas aos organismos cultivados, trazendo comprometimento metabdlico,
inibicdo de crescimento e reducao do desempenho reprodutivo. Além disso, exposi¢oes agudas
podem resultar desde respostas fisiolégicas subletais 2 mortalidade em massa (SA, 2023).

A til4pia do Nilo, apesar de sua rusticidade, expressa respostas negativas quando
exposta a faixas térmicas fora de seu ideal de criacdo, entrando em estado de estresse quando
exposta a temperaturas acima de 32 °C e abaixo de 26 °C. Quando mantida fora desse intervalo,
os animais entram em estado de estresse térmico, respondendo de maneira negativa aos indices
zootécnicos, imunoldgicos e reprodutivos MUGWANYA et al. 2022).

Da Costa (2018), avaliando os efeitos da amonia no cultivo de tildpia do Nilo,
observou que, animais expostos a concentragdes superiores a 0,5 mg/L apresentaram alteragdes
histopatoldgicas nas branquias, como hiperplasia e descolamento do epitélio branquial. O autor
observou, também, lesdes graves, surgimento de necroses e perda de estruturas apds exposicao
aguda.

Pelo fato de o modelo de cultivo adotado ser baseado em técnicas de recirculacdo
de 4gua, o controle da qualidade de d4gua € fundamental para garantir o bom funcionamento do
sistema aquicola, pelo fato de sua premissa bdsica ser a minima renovacdo de dgua e a
circulacdo continua do efluente tratado (SU; SUTARLIE; LOH, 2020). Com esse
monitoramento, € possivel garantir a minima influéncia desses fatores nos resultados

zootécnicos e microbioldgicos do experimento.
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5.2 Desempenho zootécnico
Os resultados zootécnicos obtidos apds 28 dias de cultivo sdo apresentados na
Tabela 4. Os dados adquiridos foram importantes para futura correlacdo de dados com os

resultados obtidos das andlises microbioldgicas realizadas.

Tabela 4 - Resultados zootécnicos obtidos durante o processo de masculinizagdo da tildpia do
Nilo, Oreochromis niloticus.

Variaveis Resultados médios
Populacdo inicial (und.) 210
Populacao final (und.) 43 %5
Peso médio inicial (g) 0,0153 + 0,009
Peso médio final (g) 0,392 + 0,041
Biomassa inicial por aquério (g) 3,207 £ 0,028
Biomassa final por aquario (g) 15,654 £ 1,73
Biomassa inicial total (g) 16,173
Biomassa final total (g) 78,442
Ganho em peso (g . dia™) 0,0134
Ganho em peso (g em 28 dias™) 0,375
Conversao alimentar 1,61
Sobrevivéncia (%) 93%

Devido a grande fragilidade dos animais nessa fase de vida, e visando a minima
influéncia externa de estresse e de contaminacdo microbioldgica, ndo foi realizado a aferi¢ao
do comprimento total dos animais durante o cultivo.

A escolha da densidade de estocagem aplicada para o presente trabalho visou
garantir o bem-estar animal e otimizacido do crescimento dos organismos, sem implicar em
influéncias negativas de desempenho zootécnico e de qualidade de 4gua no cultivo (CLAVER;
OUATTARA; BERTE, 2019).

O peso médio final dos peixes, obtido nesse estudo, foi de 0,392 g + 0,041 g. Silva
et al. (2024), em estudo sobre a influéncia do hormoénio 17a-metiltestosterona na larvicultura
de tildpia do Nilo, observaram que o hormdnio nao influenciou o desempenho zootécnico dos
peixes em nenhum dos tratamentos. O peso final médio dos peixes obtido por esses autores foi
de 0,1 g £ 0,02 g para o tratamento sem hormonio, enquanto no tratamento com horménio foi

de 0,13 g £ 0,01 g. O indice encontrado por aqueles autores estd abaixo do obtido no presente
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estudo. Os resultados obtidos por Ramirez et al. (2024), em relacdo a reducdo da
metiltestosterona e seus impactos nos indices zootécnicos de tildpia do Nilo em sistemas de
bioflocos, corroboram com os resultados obtidos no presente estudo, que apresentou peso final
médio de 0,362 g, conversao alimentar de 1,96 e sobrevivéncia de 93%.

A conversdao alimentar constitui um parametro de extrema relevancia para a
aquicultura, visto que permite determinar os gastos de ragdo necessdrios para a conversao em
peso corporal em um dado cultivo. Asad et al. (2023), em estudo sobre a utilizacdo de dois
hormoénios andrégenos na reversdo sexual de tildpia do Nilo, ndo observaram diferenca
estatistica no fator de conversdo alimentar entre os tratamentos. Os resultados por eles obtidos
(1,65 = 0,090) demonstram similaridade com os encontrados no presente estudo (1,61).

A nutricdo animal, especialmente em sistemas de cultivo intensivos, exige uma
abordagem precisa e personalizada. A escolha do alimento deve ser alinhada ao estdgio de
desenvolvimento do animal, considerando fatores como tamanho, peso, necessidades
nutricionais especificas e hédbitos alimentares caracteristicos de cada espécie. Essa pritica,
conforme destacado por Gule et al. (2022), garante uma alimentacdo otimizada, maximizando

o desempenho produtivo e a satide dos animais.

5.3 Analises microbioldgicas

5.3.1 Quantificacdo das BHCs
Os resultados das Contagens Padrao em Placas (CPP) das bactérias heterotréficas
cultivaveis (BHC), expressas em Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g), presente na

microbiota total dos ovos e dos alevinos amostrados, estdo discriminados na Tabela 5.



Tabela 5 — Resultados das Contagens Padrao em Placas, realizadas em duplicata, para
quantificacdo de BHC.

Dias de cultivo BHC (UFC/g)
Dia zero (Ovos 1%) 3,77 x 10!
Dia zero (Ovos 2%) 1,1 x 10*

7 51x10°
14 2,21 x 10°
21 4,38 x 10°
28 5,2 x 10*

Ovos 1* = Ovos sanitizados em solucéo de formaldeido 4%
Ovos 2* = Ovos ndo sanitizados em solugdo de formaldeido 4%
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Com base nos resultados obtidos pela cultura de BHCs, foi possivel observar que

0s ovos que passaram pelo processo de sanitizagdo com solu¢do de formaldeido 4%, tiveram

uma reducdo considerdvel da carga bacteriana de aproximadamente 291 vezes, apresentando

crescimento apenas na diluicdo 107! (Figura 13). Estes também apresentaram crescimento de

fungos até essa dilui¢cdo. Os ovos que ndo passaram por sanitizagdo tiveram crescimento de

BHCs até a diluicdo 107 (Figura 14). Estes também apresentaram crescimento de fungos,

porém, apenas as diluicdes de 107 e 1072,

Figura 13 - Crescimento microbiano da amostra de ovos sanitizados em solu¢do de formaldeido

4% em meio ndo seletivo.

Fonte: o autor (2024).
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Figura 14 - Crescimento microbiano da amostra de ovos ndo sanitizados em dgar PCA.

Fonte: o autor (2024).

A sanitiza¢do dos ovos com formaldeido, previamente ao processo de incubagdo
artificial, apresentou reducio da carga microbiana total, reduzindo de 1,1x10* UFC/g, para 3,77
x101.0 uso de formaldeido como sanitizante na aquicultura tem como finalidade a eliminacio
de patégenos pois, devido ao seu cardter eletrofilico, age nos grupos funcionais de
macromoléculas como DNA, RNA, proteinas, polissacarideos e glicoproteinas (FOX et al.,
1985). Sua utilizagdo pode ser em banhos de imersdo curtos ou longos, requerendo bastante
atencdo a uma série de fatores biolégicos e parametros ambientais (FRANCIS-FLOYD, 1996).

O cultivo de tildpia, em virtude de sua reproducdo ovipara, expde 0s ovos a uma
gama variada de microrganismos desde as primeiras etapas de desenvolvimento (SANCHEZ-
VASQUEZ et al., 2021). A fim de garantir a sanidade dos alevinos, préticas higi€nico-sanitarias
rigorosas sdo indispensdveis. Leal et al. (2018) alertaram para os possiveis efeitos adversos
deste quimioterapico, como lesdes em branquias, mesmo em baixas concentracdes. O equilibrio
entre o controle de doengas e a preservagdo da saude dos peixes € crucial, exigindo um manejo
cuidadoso da formalina e a busca por alternativas menos toxicas.

Os ovos utilizados para a realizagdo do monitoramento na fase de Larvicultura
foram os ovos sanitizados. Durante as andlises microbioldgicas desse estudo, foi possivel
observar uma tendéncia de crescimento da microbiota dos peixes avaliados, bem como um

aumento da diversidade de formas, cores e tamanhos das coldnias (Figura 15).
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Figura 15 - Crescimento bacteriano em dgar PCA obtido da andlise microbiolédgica de tildpia
do Nilo durante o processo de masculinizagao.

Fonte: o autor (2024).

Os resultados de contagem bacteriana apresentado na tabela 6, apontaram um
aumento significativo do nimero de coldnias cultivdveis apds a eclosdo dos ovos sanitizados.
Tal desenvolvimento estd associado a coloniza¢do microbiana das larvas, modulada pelos
fatores ambientais ao qual estavam expostas, como 4gua, sistema de cultivo e alimentacdo
artificial. Verne-Jeffreys et al. (2003), analisando a sobrevivéncia larval do halibute do
Atlantico, constataram que a maturacdao do microbioma larval € extremamente deficiente, tendo
seu desenvolvimento acelerado apds sua eclosdo e interagdo com o ambiente de cultivo e que,
devido a isso, as taxas de mortalidade nessa fase de cultivo sdo extremamente elevadas, tendo
em média 75% de sobrevivéncia durante sua larvicultura.

Nikouli ef al. (2019), ao avaliarem o processo de sucessdo bacteriana no estagio
embriondrio de douradas (Sparus aurata), demonstraram que as condi¢des artificiais de eclosdao
dos ovos influenciam o desenvolvimento do microbioma embriondrio e larval. A alta densidade
em incubadoras acelera a colonizacido bacteriana dos embrides e, apds a eclosdo, as larvas
ingerem fragmentos de ovos, adquirindo suas comunidades bacterianas. Esse processo acelera
o desenvolvimento microbiano e aumenta a capacidade de sobrevivéncia larval.

Fiedler et al. (2023), avaliando a composi¢do da microbiota do salmdo do Atlantico
durante a fase larval, constataram que a colonizagdo € influenciada, prioritariamente, pelo
ambiente de cultivo. Mesmo apresentando baixo desenvolvimento, a microbiota indigena larval
representa o primeiro gatilho para sucessdo e desenvolvimento microbiano nos primeiros
estagios de vida.

As andlises realizadas durante a larvicultura da tildpia do Nilo nesse estudo,
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mostraram que o desenvolvimento microbiano ndo € regular, apresentando oscilagdes no
numero de colOnias cultivdveis ao decorrer dessa fase de cultivo, seguindo uma tendéncia de
sucessdo microbioldgica. A quantificacdo inicial bacteriana da fase de ovo, apresentou uma
baixa carga microbiana (3,77x10' UFC/g). Apés a eclosdo e inicio da alimenta¢do hormonal,
foi observado um crescimento da comunidade microbiana total dos animais cultivados, tendo
seu pico no décimo quarto dia de cultivo (2,21x10° UFC/g).

Deng et al. (2021), avaliando a sucessdo do microbioma intestinal da tildpia do
Nilo, em sistema de bioflocos (BFT) e de recirculagao de dgua (RAS), observaram um efeito
temporal no desenvolvimento microbiano para ambos os sistemas. Foram observadas que as
cargas microbianas em ambos os sistemas seguiram uma tendéncia de crescimento
qualiquantitativo. Entretanto, para os animais cultivados em sistema BFT desde a eclosio
larval, os autores constataram que o ambiente de cultivo modulou positivamente a composi¢ao
bacteriana dos animais tanto em diversidade quanto em quantidade, trazendo efeitos positivos

em sobrevivéncia e conversao alimentar.

5.3.2 Identificacdo fenotipica

Em andlise da microbiota da fase de larvicultura da tildpia do Nilo, a coloragao de
Gram revelou uma predominancia significativa de bacilos Gram-negativos (81,2%), enquanto
cocos Gram-positivos e bacilos Gram-positivos representaram, respectivamente, 10,2% e 8,2%

dos isolados, conforme demonstrado no Grafico 2.
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Grafico 1 - Quantificacdo dos isolados bacterianos quanto a sua classificacio
morfotintorial.
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Fonte: o autor (2024).

A técnica de Coloracdo de Gram foi realizada com a finalidade de constatar a pureza
das cepas isoladas, mas, principalmente, para realizar a caracterizacdo das bactérias com base
em suas formas e estrutura de suas paredes celulares (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

A composi¢do da microbiota da tildpia do Nilo € dindmica e influenciada por
diversos fatores, como estdgio de vida, dieta e condi¢cdes ambientais. Estudos como o de De
Macedo et al. (2023), que avaliaram o impacto da suplementagdo de xilanase e B-glucanase na
microbiota intestinal de juvenis de tildpia, demonstram a sensibilidade desse ecossistema
microbiano a diferentes intervencdes. Embora a diversidade microbiana tenha sido alterada pela
suplementacgdo, a predominancia de bactérias Gram-negativas permaneceu consistente entre o0s
grupos (76,57% para o tratamento controle e 97,18% para o tratamento suplementado),
corroborando com os resultados do presente estudo, que também indicaram uma elevada
propor¢ao de bactérias Gram-negativas (81,2%). Essa predominancia de bactérias Gram-
negativas é frequentemente observada em estudos com tildpia, como encontrado também por
Ran et al. (2016).

De acordo com a metodologia proposta pelo Manual de Bacteriologia
Determinativa de Bergey’s (MURRAY; BREED; SMITH, 1957), foi possivel a determinagao
a nivel de género do microbioma total da tildpia do Nilo, desde sua fase embriondria, até a

conclusao do periodo de masculinizagdo. Os resultados obtidos estdo apresentados no Grafico
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Gréfico 2 - Identificacdo fenotipica a nivel de género e espécie das bactérias heterotréficas
cultivdveis durante a larvicultura da tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus.
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As espécies do género Vibrio sdo bactérias Gram-negativas, em forma de bastonetes
que estdo amplamente distribuidas nos mais diversos ambientes aqudticos, com ocorréncias
desde ambientes dulcicolas, estuarinos e marinhos (BAKER-AUSTIN, 2018). Relatos apontam
estirpes com potencial patogénico tanto para humanos quanto para organismos aquaticos.
Surtos causados por vibrioses tanto em peixes quanto camardes, apontam severos prejuizos para
o setor aquicola e que, devido a multirresisténcia adquirida a antibidticos, seu controle se tornou
um desafio (MURSIDI et al., 2019).

Cai et al. (2024) relataram um surto de vibriose em matrizes de tildpia do Nilo
criadas em um sistema de recirculagdo com alta densidade de estocagem (100 peixes/m3), sob
condigdes estressoras de salinidade de 15%o e niveis de nitrito de 2 mg/L. Lesdes cutaneas,
provavelmente causadas pelos procedimentos de manejo emergencial, atuaram como porta de
entrada permitindo a penetracio do Vibrio vulnificus, identificada como o agente etioldgico do
surto. As condi¢Oes de cultivo inadequadas, ao comprometer o sistema imune dos animais,
tornaram-nos mais suscetiveis a infeccdo. Esses resultados demonstram a importancia de

manter condi¢des de cultivo adequadas para prevenir a ocorréncia de vibriose em tildpias, uma

vez que a presenca de Vibrio em sistemas de producgdo € inevitdvel.
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As bactérias do género Pseudomonas podem ser encontradas nos mais diversos
ambientes, desde dgua (dulcicolas, estuarinas e marinhas) e solo, bem como hospedeiros
vegetais e animais. Sdo bastonetes Gram negativas ndo esporulantes, com algumas de suas
espécies produtoras de pigmento, caracteristica essa fundamental para sua identificacao
(AUSTIN, 2016).

O género Pseudomonas engloba mais de 594 espécies descritas, com estudos
associados tanto a fatores benéficos quanto deletérios para producdo animal, biorremediacao de
ambientes degradados e a saide humana (DSMZ, 2024; LPSN, 2018; LUPO; HAENNI,
MADEC, 2018). Suas principais representantes patogénicas para aquicultura (P. aeruginosa,
P. fluorescens, P. putida e P. chlororaphis) sdo caracterizadas como bactérias oportunistas
relacionadas ao estresse nos ambientes de criacdo (TAWFEEK et al., 2024).

Elbaz e Abd Al Fatah (2024) investigaram um evento de mortalidade em massa em
um cultivo de tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus e carpa comum, Cyprinus carpio no Egito,
associado a altas temperaturas, baixa oxigenacdo e amonia elevada na dgua. As andlises
microbiolégicas identificaram Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens e
Streptococcus iniae como 0s principais agentes etioldgicos. Os autores sugerem que a
combinacdo de fatores de estresse, como a alta densidade populacional de peixes e as condi¢des
ambientais adversas, em conjunto com a alta carga bacteriana, contribuiu para a viruléncia dos
patégenos e a ocorréncia de mortalidades em massa.

Dentre os microrganismos que apresentam grande relevancia para a aquicultura,
Aeromonas hydrophila configura uma espécie com elevado potencial patogénico tanto para o
cultivo aquicola, como também para o homem. Caracterizada como uma bactéria Gram
negativa em forma de bastonete, pode ser encontrada em ambientes de dgua doce e salobra.
Quando acometida em peixes, causa elevadas taxas de mortalidade, com quadros agudos de
septicemia e ulceracgdes cutaneas (JANDA; ABBOTT, 2010).

Embora pertencente ao microbioma indigena intestinal de diversas espécies
animias, bem como encontrada também no ambiente, Escherichia coli possui fatores de
viruléncia com capacidade de causar doengas (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). O uso
indiscriminado de antimicrobianos e sua presenca cada vez mais constante no ambiente
favorece o surgimento de bactérias com multirresisténcia a antimicrobianos, limitando as
possibilidades de tratamento em casos de infec¢do, elevando as taxas de mortalidade
(THAOTUMPITAK et al., 2024).

Durante todas as fases de cultivo, a tildpia encontra-se exposta a uma enorme

diversidade de microrganismos. Dentre eles, alguns podem apresentar grande potencial
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patogénico para os animais cultivados. Pech, Chavez e Reynoso (2017), analisando a
microbiota bacteriana encontrada em exemplares de tildpia do Nilo, em uma fazenda localizada
no México, constatou a presenca de uma enorme diversidade microbioldgica presente em
animais em fase de engorda. Durante o estudo, observou-se a presenca de bactérias dos géneros
Aeromonas, Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, Edwardsiella e Enterococcus. Os
autores acreditam que, pelo fato desses microrganismos estarem presentes no ambiente de
cultivo, podem ser patogénicos aos animais cultivados, quando estes estiverem em altas
densidades, portanto, sob condi¢des de estresse.

A andlise da microbiota revelou uma diversidade microbiana significativa, com
predominiancia de membros das familias Enterobacteriaceae (26%), seguida por
Pseudomonadaceae (24%), Vibrionaceae (14%) e Aeromonadaceaec (11%). Em menor
propor¢ao, foram isoladas Micrococcaceae (4%), Lactobacillaceae (3%) e Bacillaceae (3%). A
Tabela 6 apresenta a distribui¢do das estirpes bacterianas classificadas de acordo com suas

familias.

Tabela 6. Identificacdo das estirpes bacterianas isoladas de pool total de larvas de tildpia do
Nilo em sistema fechado de cultivo.

Familia Identificaciao N}lmero de
isolados
Pseudomonadaceae Pseudomonas aeruginosa 12
Pseudomonas spp. 14
Vibrionaceae Vibrio spp. 14
Aeromonadaceae Aeromonas hydrophyla 11
Escherichia coli 6
Enterobacter intermedius 4
Klebsiella pneumoniae 2
Enterobacteriaceae Serratia rubidaea 2
Shigella sonnei 5
Morganella morganii 3
Serratia marcescens 4
Lactobacillaceae Lactobacillus casei 3
Bacillaceae Bacillus spp. 3
Micrococcaceae Staphylococcus aureus 4
Total de isolados 120
Total de isolados identificados 87

A microbiota associada a peixes teledsteos desempenha um papel fundamental na
saude e na fisiologia do hospedeiro. Essa comunidade microbiana complexa, colonizando

principalmente pele, guelras e intestino, atua como uma primeira linha de defesa contra
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patégenos, competindo por nutrientes e espago, e producdo de dcidos organicos e bacteriocinas
(AUCLERT; CHHANDA; DEROME, 2024). Merrifield e Rodiles (2015), avaliando o
microbioma de peixes teledsteos e sua interacdo com tecidos mucosos, relata a diversa
composi¢do da microbiota intestinal de peixes teledsteos, com destaque para familias como
Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Pseudomonadaceae, Aeromonadaceae, Micrococcaceae e
Microbacteriaceae.

Liu et al. (2014), em seu estudo de caracteriza¢ao do microbioma de ovos de salmao
do Atlantico, relatou os riscos e influéncias de contaminagdes flingicas na fase embriondria
dessa espécie, e como isso afeta a estrutura das comunidades microbianas. Nesse estudo, foi
observado um maior dominio de Enterobacteriaceae detendo 44% das estirpes identificadas.
Vibrionaceae e Aeromonadaceae também apresentaram grande representatividade
populacional.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os achados de Sanyal et al.
(2018), que identificaram Aeromonas sp., Pseudomonas sp. e Enterobacteriaceae como o0s
principais microrganismos associados a microbiota de carpas cultivadas na India. A
similaridade entre os perfis microbianos da tildpia analisada neste estudo e das carpas indianas
sugere a existéncia de um padrdo comum na composicdo da microbiota intestinal de peixes
cultivados, com a predominancia desses grupos bacterianos.

O Grifico 3 traz a predominéncia bacteriana nos periodos amostrais, abordando o
processo de desenvolvimento bacteriano durante a fase de larvicultura. A partir dos resultados
encontrados, foi possivel observar o aumento do desenvolvimento do bacterioma dos animais

cultivados, tanto em quantidade quanto diversidade.
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Griéfico 3 - Desenvolvimento da microbiota identificada da tildpia do Nilo durante a fase de
larvicultura.
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Os resultados revelaram uma dindmica microbiana complexa ao longo do cultivo,
caracterizada por uma crescente diversidade bacteriana. As familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae demonstraram dominancia desde as primeiras etapas de vida, persistindo
mesmo apds o tratamento com formaldeido. No entanto, ap6s 28 dias de cultivo, observou-se
um equilibrio quantitativo entre essas familias e membros da familia Vibrionaceae e
Aeromonadaceae, indicando uma adaptagdo da comunidade microbiana as condicdes do
cultivo. Essa dindmica pode estar relacionada a fatores intrinsecos e extrinsecos como,
disponibilidade de nutrientes e condi¢des fisicas e quimicas da dgua.

A teoria de Vellend (2016), propde que os principais processos moldadores da
estrutura e dindmica de comunidades ecoldgicas estdo baseados em quatro principios: sele¢do,
dispersdo, especiacdo e deriva. Esse entendimento oferece um arcabouco tedrico robusto para
interpretar os resultados obtidos neste estudo. A compreensdo da interacdo desses processos €
fundamental para elucidar os padrdes de diversidade e sucessdo microbiana observados nos
organismos cultivados, uma vez que eles atuam em conjunto, influenciando a composic¢ao,
abundancia e dinamica do microbioma da espécie ao longo do tempo.

A andlise da relacdo entre o microbioma da tildpia e o ambiente de cultivo,
conforme demonstrado por McMurtie et al. (2022), evidencia a influéncia de fatores
geograficos, ambientais e de manejo na modulacdo da comunidade microbiana tanto dos peixes
quanto do meio aquéatico. A presente pesquisa corrobora com os achados de McMurtie et al.

(2022), ao identificarem uma notdvel diversidade microbiana, com destaque para a
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predominancia de bactérias do género Pseudomonas.

5.3.3 Resisténcia a antimicrobianos

Entre as 87 estirpes bacterianas identificadas, a maior taxa de resisténcia foi
observada para o antibiético aztreonam (28,3%), seguido por amoxicilina + 4dcido clavulanico
(23,5%). Tetraciclina apresentou resisténcia em 18,82% das cepas, enquanto enrofloxacino e

norfloxacino em 10,5% e gentamicina em apenas 2,35%, como apresentado no Gréfico 4.

Gréfico 4 — Percentual de resisténcia a diferentes antimicrobianos de cepas isoladas de tildpia
do Nilo durante a fase inicial de vida de cultivo.
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Em um estudo com carpas cultivadas na India, Sanyal ef al. (2018) identificaram
uma alta prevaléncia de Aeromonas, Pseudomonas e Enterobacteriaceae. As andlises de
sensibilidade a antimicrobianos revelaram baixa eficdcia da amoxicilina + 4cido clavulanico
(2,38%) e tetraciclina (40,48%) contra esses isolados. Em contrapartida, a gentamicina
demonstrou alta taxa de eficiéncia inibitéria (83,3%), destacando seu potencial como
quimioterdpico para o controle dessas bactérias nessa espécie de peixe.

Os antimicrobianos sdo amplamente utilizados para o tratamento e controle de
enfermidades no cultivo de peixes. Seus usos prolongados provocam a selecdo de bactérias
resistentes e também aumentam a taxa de transferéncia horizontal de genes patégenos, tanto
para humanos quanto animais de cultivo. A presenca residual de antibidticos no ambiente
favorece o processo bioacumulativo em peixes comercializados, tornando-se um risco também

para os consumidores finais desses produtos (CABELLO et al., 2013).
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Preena, Dharmaratnam e Swaminathan (2020) identificaram um alto indice de
multirresisténcia a antimicrobianos em isolados bacterianos de tildpia do Nilo, com destaque
para a resisténcia a glicopeptideos e tetraciclinas. Os autores observaram taxas menores de
resisténcia para quinolonas, betalactimicos e aminoglicosideos, corroborando com os achados
do presente estudo.

Dos isolados analisados, duas cepas apresentaram perfil de resisténcia enquadrada
como MDR — multidroga resistente, suportando a presenca de a0 menos um agente em trés ou
mais classes de antimicrobianos, sendo elas duas cepas de Aeromonas hydrophyla com
resisténcia ao aztreonam, amoxicilina + acido clavulanico, tetraciclina e norfloxacino. O
resultado completo e detalhado dos resultados obtidos nos testes de sensibilidade aos
antimicrobianos testados estdo apresentados na Tabela 8.

A presenca de bactérias multirresistentes a drogas tem se tornado algo cada vez
mais comum, devido a mutagdes genéticas aleatdrias adquiridas por células durante o processo
de crescimento bacteriano. Nesse processo, cepas resistentes sdo formadas a partir dessas
células, e disseminados por transferéncia horizontal de genes (DROPA, 2012). A avaliacdo da
susceptibilidade e grau de resisténcia de antimicrobianos a determinados patégenos garante
uma maior eficiéncia na tomada de decisdes de tratamentos, minimizando gastos com
tratamentos ineficientes € maximizando a satide e seguranga do ambiente.

NHINH et al. (2021), avaliando a presenca de Aeromonas hydrophyla em surtos de
doencas em pisciculturas de d4gua doce, observaram que 100% dos isolados apresentaram algum
grau de resisténcia para 16 agentes de 11 subclasses de antibiéticos, contendo também uma
elevada presenca de multirresisténcia, com as maiores taxas observadas para o grupo das

penicilinas, vancomicinas, betalactamicos e fluoroquinolonas.



Tabela 8 - Resultados susceptibilidade a antibiéticos dos isolado bacterianos da microbiota da fase larval de tildpias.
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Fase de cultivo larval

Dia zero (Ovo 1) Dia zero (Ovo 2) Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Antibiéticos n=7 n=12 n=20 n=18 n=15 n=13
R(%) 1(%) S%)|R(%) 1(%) S(%) |R(%) 1(%) S(%)| R(%) 1(%) S(%) |R(%) 1(%) S(%)|R(%) 1(%) S (%)
Amog‘i‘i‘g(i)“a + 2 1 4 5 2 7 3 4 13 3 2 13 3 2 10 4 1 8
dovilince  29%)  (14%)  (57%) | 42%) (17%) (58%) | (15%) (20%) (65%) | (17%) (11%) (72%) | 20%) (13%) (67%) | 30%) (8%)  (62%)
4 3 4 1 5 1 14 7 3 8 3 12 2 11
Areonan - g7gy O 3y | @3 g% SO 5%y 5% 10%) | (388%) (17%) @4%) | 0%  C 0% | (15%) 0 (85%)
Enrofloxaci 2 1 4 1 3 11 2 5 13 3 3 12 1 2 12 0 2 11
MOHIOXACINO 2900y (14%)  (57%) | 8%) (25%) (92%) | (10%) (25%) (65%) | (17%) (17%) (66,6%)| (1%) (13%) (80%) (15%)  (85%)
Estrentomicin 3 1 3 3 4 g asa| 6 3 11 2 1 15 4 1 11 2 2 9
P @43)  (14%) 43%) | 25%) (33%) DN B0%)  (15%) (55%) | (11%) (5,5%) (83%) | 27%) (1%) (13%) | (15%) (15%) (69%)
Gentamicin 2 2 3 0 1 12 0 3 17 0 0 18 ) 3 12 . 3 10
CREAMICING - hg0y  (29%)  (43%) (8%)  (100%) (15%) (100%) (100%) (20%)  (80%) (23%)  (76%)
. 1 1 5 2 2 10 2 1 17 2 2 14 1 1 13 1 12
Norfloxacino 0
(14%)  (14%) (T1%) | (17%) (17%) (83%) | (10%) (5%) (90%) | (11%) (11%) (78%) | (1%) (1%) (87%) | (8%) (92%)
Tetraciclin 2 0 5 1 2 11 7 4 9 3 1 14 2 1 12 1 1 11
etracieling - »94;) (T1%) | 8%) (17%) (92%) | 35%) (20%) (45%) | (17%) (5.5%) (718%) | (13%) (%7T) (80%) | (8%) (8%) (85%)

Legenda: n = nimero; R = resistente; [ = intermedidrio; S = sensivel; Ovo 1 = Ovos ndo sanitizados; Ovo 2 = ovos sanitizados
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Os testes de sensibilidade a antimicrobianos revelaram resultados de inibicdo
intermedidria para todos os quimioterapicos avaliados. De acordo com Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST/BrCAST, tais resultados indicam uma
possivel ineficdcia ou insuficiéncia desses farmacos frente as estirpes bacterianas desse estudo.
Embora tais resultados ndo descartem a utilidade terapéutica dos antibidticos, tém-se a
necessidade de ajustes nos protocolos de exposi¢do e concentracio para garantir a otimizacao

da terapia antimicrobiana (EUCAST/BrCAST, 2024).


https://brcast.org.br/wp-content/uploads/2022/09/Tabela-pontos-de-corte-BrCAST-13-04-2024.pdf
https://brcast.org.br/wp-content/uploads/2022/09/Tabela-pontos-de-corte-BrCAST-13-04-2024.pdf
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6 CONCLUSAO

A aplicacdo do procedimento de sanitizagdo se mostrou eficaz para reducido da
carga microbiana dos ovos de tildpia, contudo, pode ter alterado a dindmica de colonizagdo
bacteriana inicial nas larvas, modulando sua microbiota e potencialmente impactando o
desenvolvimento e a saide dos peixes.

A diversidade microbiana encontrada demonstra a complexidade das interacdes
entre o hospedeiro e a comunidade bacteriana. A abundancia encontrada, bem como a sucessao
ecologica observada ao longo da larvicultura sugere que fatores extrinsecos, como a
alimentacdo e as condi¢des de cultivo, exercem uma influéncia significativa na composi¢do e
dinamica da microbiota. Foi observado maior predominancia de bactérias pertencentes as
familias das Enterobacteriaceae (26%) e Pseudomonadaceae (24%)

Os parametros da qualidade da dgua permaneceram dentro dos limites adequados
para o cultivo da espécie, e os indices zootécnicos obtidos foram satisfatérios para a fase
avaliada, sendo condizentes com a bibliografia comparada. Esses resultados indicam condi¢des
de cultivo favordveis para e o crescimento saudavel das tildpias.

Nos testes de sensibilidade a antimicrobianos, foi observada resisténcia para todos
os antibidticos testados. Esses resultados possivelmente estao associados ao uso indiscriminado
das fazendas aquicolas, bem como pelo descarte indevido desses farmacos no ambiente.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam a importancia da adogdao de
estratégias inovadoras para o manejo da satde de peixes em sistemas de produgdo intensivos.
A necessidade de reduzir o uso de antimicrobianos e o controle rigoroso das condi¢des de
cultivo sdo cruciais para garantir a sustentabilidade da aquicultura e a seguranca alimentar. O
desenvolvimento de probidticos, prebidticos e outras ferramentas biotecnoldgicas pode

representar uma alternativa promissora para a prevencao e o controle de doencgas em peixes.
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ANEXO A - CERTIFICADO DE AUTORIZACAO COMISSAO DE ETICA NO USO

DE ANIMAIS DE PRODUCAO

Lty e el Ol

Protocoko N“ mn:uz:im
Data de enfrada: DR01.2024
Diata de 0103024

B UNIVERSIDADE
#® FEDERAL po CEARA

-
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DE PRODUCAD
CEUAP-UFC
CERTIFICADO

Certficamos que a proposia infitulada "Caracterizagdo da microbiota total de tilapia do Nilo {Orecchromis
niloficus) nos primeiros estagios de vida", protocolada sob o CEUAP n° 0901 202401, sob a responsabfidade
de Francisca Gleire Rodrigues de Menezes e equipe; iCéfio Henrigue Alexandring Cavalcante - que envolve
a produgdo, manutengao efou c:a‘rﬁgade animais pertencentes ao filo Chordata, subfio Veriebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa ou ensinD - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.784 de 8 de
outubro de 2009, com o Decreto §.800 de 15 de julko de 2000, bem como com a5 nommas editadas pelo
Consalho MNacional de Controfe da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pefa Comissdo de Efica
no Uso de Anmais de Produgao da Universidade Federal do Ceara (CEUAP-UFC) na reuniso de 01/0372024.

We certify that the pmp-nsal ‘Characterization of the total microbiota of Nile tilapia {Oreochromis niloticus)
in the first stages of life.”, profocol number CEUAP (01202401, under the responsidity of Francisca Gleire
Rn&msde“memsand!eam Célio Henrigue Alexandrino Cavalcante - which involves the production,
maintenance andlor use of animals belonging to the phyfum Chordata, subphydum Vertebeata (ewcept human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.784 of October B, 2008,
Decree GEED of July 15, 2008, as well a5 with the nides issued by the Mational Councd for Control of Animal
Experimentation (COMNCEA), and was approved by the Ethic Committee on Fam Animal Lise of the Federal
University of Ceara (CEUAP-UFCY) in the meeting of 0110372024,

Finalidzds da Proposta; Pesquisa (Académica) |

Vigéncia da Froposta: de ma‘"Z[I24 a abr2024 Area: LABOAR — CEAC — Laboratéric multuso
Cmigern: Fishtec Aguicuttura Eireli ME

Especie: Oreochromis niloficus sexoc ovos (n3o sexados ) date: ovos Mo 1000 de oves.
Linhagesm: Tilapia nilotica Peso: 100 g de ovos

Forfaleza, 01 de margo de 2024
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