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RESUMO

O Brasil retne condigdes extremamente favoraveis para a aquicultura, principalmente
devido ao seu grande potencial hidrico. Nos ultimos anos, a tecnologia de piscicultura em
tanques-rede vem sendo amplamente difundida no Brasil, uma vez que possibilita o
aproveitamento de recursos aquaticos ja existentes e exige menores investimentos quando
comparado a piscicultura tradicional. O aumento significativo das atividades relacionadas a
aquicultura tem aumentado consideravelmente a relevancia dos estudos desenvolvidos com
parasitas, bactérias e outros patdgenos de organismos aquaticos, principalmente daqueles
hospedeiros com potencial para o cultivo e para a comercializagdo. Desta forma, o objetivo
deste projeto consistiu em analisar, sob o ponto de vista parasitologico e microbioldgico,
espécimes de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) criadas em tanques-rede no
reservatorio de Agua Vermelha, Estado de Sdo Paulo, Brasil, bem como observar suas
inter-relacdes com as variaveis limnologicas e fases de criacdo. Durante o periodo de
marco de 2010 a marco de 2011, foram estudados 63 peixes, pertencentes a trés fases de
criacdo (inicial, intermediéria e final). Com relagdo a analise parasitologica, verificou-se a
presenca de quatro espécies e um género de protozoario, bem como trés espécies e dois
géneros de monogenoides. No periodo seco, foi observada maior abundancia de
Trichodina spp. e prevaléncia de Epistylis sp.; e no periodo chuvoso, houve maior
prevaléncia de Cichlidogyrus halli. Verificou-se que para a maioria dos ectoparasitas
encontrados, 0s peixes pertencentes as fases intermediaria e final encontravam-se com
maiores taxas de parasitismo do que aqueles pertencentes a fase inicial. Quanto a analise
microbioldgica, foi observada a presenca de oito espécies e sete géneros de bactérias,
sendo que 42,9% dos peixes estavam infectados por pelo menos uma espécie ou género
destes organismos. Ndo foram observadas diferencas na prevaléncia das bactérias com
relacdo as fases de criacdo ou sazonalidade. Entre as bactérias submetidas ao teste do
antibiograma, foi verificada sensibilidade a apenas dois dos antibioticos testados. Através
dos resultados obtidos, pode-se constatar a ocorréncia no reservatério estudado, das
principais parasitoses e bacterioses que acometem o cultivo de O. niloticus, e que as

caracteristicas limnoldgicas e fase de criacdo influenciaram na ocorréncia das parasitoses.

Palavras-chave: piscicultura, sanidade, ectoparasitas, parasitoses, bacterioses.



Abstract



Aline Cristina Zago Dissertacdo de Mestrado 4

ABSTRACT

Brazil presents extremely favorable conditions to aquaculture, mainly due to its large
hydric potential. In recent years, fish cage technology has been widespread in Brazil
because it allows the use of water resources and requires less investment compared to
traditional fish farming. Significant growth in activities related to aquaculture has
considerably increased the relevance of studies with parasites, bacterias and other
pathogens of aquatic organisms, especially of those hosts with potential to fish farming and
marketing. Thus, this study aimed to perform a parasitological and microbiological
analyzes of tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) cultivated in fish cages from Agua
Vermelha Reservoir, S&o Paulo State, Brazil, as well as observe their inter-relations with
limnological and fish production phase. From March 2010 to March 2011, 63 fish
belonging to three fish production phases (initial, intermediate and final) were studied. For
the parasitological analysis, it was found four species and one genus of protozoans, as well
as three species and two genus of monogeneans. It was observed a higher abundance of
Trichodina spp. and prevalence of Epistylis sp. in the dry season and a higher prevalence
of Cichlidogyrus halli in the rainy season. The majority of ectoparasites found presented
higher rates of parasitism in that fish specimens belonging to intermediate and final phases.
In relation to microbiological analysis, it was observed the occurrence of eight species and
seven genus of bacteria, and 42.9% of fish were infected with at least one species or genus
of these organisms. There were no differences in the prevalence of bacteria in relation to
fish phase creation or seasonality. It was observed susceptibility only for two antibiotics
tested among bacteria submitted to antibiogram test. According to data obtained, it was
possible to verify the occurrence in the reservoir studied of the main parasitosis and
bacteriosis that affect the cultivation of O. niloticus, and that the limnological

characteristics and fish creation phase influenced only the occurrence of parasites.

Keywords: fish farming, health, ectoparasites, parasitosis, bacteriosis.
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INTRODUCAO GERAL

A piscicultura no Brasil

O Brasil apresenta condi¢cbes extremamente favoraveis para a aquicultura,
principalmente devido ao seu grande potencial hidrico. Sdo mais de 8.000 km de zona
costeira e cinco milhGes de hectares de agua doce em reservatorios naturais e artificiais, 0s
quais podem ser aproveitados para a producdo de organismos aquaticos (Ono & Kubitza,
1999).

A producéo aquicola no Brasil vem crescendo significativamente nos ultimos anos.
Em 2008, o setor apresentou uma elevacao na producdo de 34,4%, quando comparada com
a de 2007. Esse crescimento, embora menor, teve continuidade em 2009, quando se chegou
a 19,6% em comparacdo com 2008. Este incremento pode ser um reflexo das politicas
publicas voltadas para o setor e que contribuiram para melhorar o acesso aos programas
desenvolvidos pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (Brasil, 2010).

No ambito regional, a producéo aquicola se encontra ascendente em todo o Brasil.
No Estado de Sdo Paulo, a aquicultura apresenta um expressivo crescimento, sendo
responsavel pela segunda maior producdo de pescado do pais, totalizando 38.503 t/ano
(Brasil, 2010).

Dentre as estruturas de cultivo que o Brasil emprega para a engorda de organismos
aquaticos, destacam-se a utilizacdo de acudes, viveiros escavados e tanques-rede (Brasil,
2010).

Nos ultimos anos, o cultivo de peixes em tanques-rede tem se desenvolvido com
maior intensidade no Brasil (Brasil, 2010). Esta modalidade de cultivo é bastante difundida
em todo o mundo, uma vez que possibilita 0 aproveitamento de ambientes aquaticos ja
existentes e exige menores investimentos quando comparada a piscicultura tradicional,
praticada em viveiros escavados (Ono & Kubitza, 1999).

Alguns reservatorios, inicialmente destinados para o abastecimento humano,
geracdo de energia elétrica e irrigacdo, dentre outras finalidades, vém sendo
progressivamente utilizados para a instalacdo de projetos de piscicultura em tanques-rede
(Sampaio & Braga, 2005). Tal fato deve-se a iniciativas do governo brasileiro (decreto n°
4.895, de 25 de novembro de 2003) para o ordenamento da implantacdo de sistemas de
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aquicultura em tanques-rede em aguas publicas, nos grandes reservatérios das unidades
hidroelétricas. Foi disponibilizado pela Unido até 1% desses ecossistemas artificiais para
atividades com esta finalidade, cujo processo de licenciamento e outorga devem ocorrer no
contexto dos multiplos usos das aguas publicas, e dependem de um complexo sistema de
autorizacdo que envolve varios 6rgdos publicos federais e estaduais, tais como a SEAP
(Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca), ANA (Agéncia Nacional de Aguas), e DAEE
(Departamento de Aguas e Energia Elétrica), entre outros (Zica, 2008).

Essa situacdo pode ser observada em varios reservatérios no Brasil, como por
exemplo, o reservatorio de Agua Vermelha, pertencente a Bacia Hidrografica do rio
Grande, na regido Sudeste do pais.

O rio Grande nasce na Serra da Mantiqueira, no municipio de Bocaina de Minas,
Estado de Minas Gerais, a uma altitude de aproximadamente 1.980 m. A Bacia do rio
Grande apresenta uma éarea de drenagem de 143.437,8 km?, dos quais 57.092,4 km?
(39,8%) encontram-se dentro de territério paulista, e 86.345,4 km* (60,2%) em territ6rio
mineiro (Instituto de Pesquisas Tecnologicas, 2008).

O rio Grande desempenha um importante papel no fornecimento de energia elétrica,
uma vez que se encontram presentes ao longo de seu curso 13 usinas hidroelétricas: Alto
rio Grande, Camargos, ltutinga, Funil, Furnas, Marechal Mascarenhas de Moraes (ex-
Peixoto), Estreito, Jaguara, lgarapava, VVolta Grande, Porto Colémbia, Marimbondo e Agua
Vermelha, além de parte do reservatério de llha Solteira (Instituto de Pesquisas
Tecnologicas, 2008).

Recentemente, foi implantado pela primeira vez no reservatorio de Agua Vermelha
um empreendimento para a criagdo de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus,
1758) em sistema de cultivo em tanques-rede.

Atualmente sdo reconhecidas mais de 70 espécies de tilapias provenientes de trés
diferentes géneros: Oreochromis Gunther, 1889, Sarotherodon Rippell, 1852 e Tilapia
Smith, 1840 (Zanolo & Yamamura, 2006). Entretanto, apenas as variedades do género
Oreochromis conquistaram destaque na aquicultura mundial, como: a tilapia de
Mocambique, Oreochromis aureus Steindachner, 1864; a tildpia de Zambibar,
Oreochromis urolipis hornorum Trewavas, 1966; e a tilapia do Nilo, O. niloticus, sendo
esta Ultima, a mais criada em todo mundo devido a sua Otima adaptacdo ao cativeiro
(Kubtiza, 2000).
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Oreochromis niloticus pertence a Ordem Perciformes, Familia Cichlidae, e pode
atingir até 60 cm de comprimento. E originaria do continente africano, onde é encontrada
nos rios litoraneos de Israel, rios Nilo e Jebel Marra e nas bacias dos rios Niger, Benue,
Volta, Gdmbia, Senegal e Chade (Froese & Pauly, 2011). Com a finalidade de melhorar a
produtividade pesqueira e para auxiliar no desenvolvimento da aquicultura, este ciclideo
foi introduzido em mais de 100 paises das regides tropicais e subtropicais (Coward &
Bromage, 2000; Léveque, 2002).

Entre as espécies exoticas que o Brasil utiliza como fonte de economia, a tilapia do
Nilo apresenta grandes vantagens competitivas em relacdo as nativas (Lizama et al., 2007).
Tal fato pode ser explicado, em parte, ndo somente pela rusticidade que caracteriza a
espécie, como também pelo fato de ja existirem informagdes detalhadas sobre suas
caracteristicas bioldgicas e zootécnicas, as quais podem ser aproveitadas em condicdes de
cultivo (Boscardin, 2008). Destacam-se, dentre as suas principais caracteristicas: curto
ciclo de producdo, rapido crescimento, tolerancia a ambientes superpovoados, consumo de
alimento natural, bem como de racGes balanceadas e residuos agropecuarios de origem
animal e vegetal, 6tima qualidade de carne, auséncia de mioespinhas, facilidade de
filetamento e industrializacdo da carcaca, boa aceitacdo do filé no mercado consumidor e
resisténcia ao manejo e as doencas (Leonhardt, 1997).

As tildpias (O. niloticus e Tilapia rendalli Boulenger, 1897) sdo as espécies de
peixes mais produzidas no Brasil, podendo ser encontradas em praticamente todo o
territorio nacional, exceto nas regies abrangidas pelas Bacias do Amazonas e Paraguai,
onde seu cultivo ndo é permitido pela legislagdo ambiental vigente. A producéo de tilapias,
em 2009, representou 39% do total de pescado proveniente da aquicultura brasileira
(Brasil, 2010).

Os diagnosticos e as prospeccdes que emergem dos trabalhos sobre aquicultura
evidenciam que esta € uma atividade de grande importéncia e em pleno crescimento no
Brasil (Sebrae, 2006). Desta forma, observa-se um crescente interesse dos pesquisadores e
criadores, no que se refere aos prejuizos causados por mortalidade e problemas na
producéo de peixes (Schalch, 2011). A seguir, serdo apresentados 0s principais problemas

relacionados a sanidade em pisciculturas no Brasil.
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Principais problemas relacionados & sanidade em pisciculturas no Brasi|

O aumento significativo das atividades relacionadas a aquicultura, observado no
Brasil e no mundo, tem aumentado consideravelmente a relevancia dos estudos
desenvolvidos com parasitas, bactérias e outros patdgenos de organismos aquaticos,
principalmente daqueles hospedeiros com potencial para o cultivo e para a comercializagdo
(Thatcher & Brites-Neto, 1994). Desta forma, nos sistemas de producdo intensiva de
peixes, a sanidade € um dos aspectos mais relevantes para a criacdo comercial de qualquer
espécie.

Nos sistemas de producdo intensiva, como por exemplo, a criagdo de peixes em
tanques-rede, s@o utilizadas altas densidades de estocagem, sendo comuns neste tipo de
exploracdo problemas de manejo, ma qualidade da agua, questdes nutricionais, entre outros
(Kubtiza, 2000). Estes fatores de estresse ambiental refletem-se na homeostasia dos peixes,
predispondo-0s ao ataque de organismos patogénicos (Pavanelli et al., 2008). Esses
agentes, em tais condi¢Oes de estresse, podem desencadear surtos epizoo6ticos graves e
dizimar criagOes inteiras em poucos dias. Tal situacdo ocorre principalmente devido ao
descaso com as medidas preventivas na introducdo de peixes novos e também pela
presenca de peixes selvagens parasitados (Onaka, 2009).

As bactérias apresentam grande importancia na piscicultura intensiva, uma vez que
podem ocasionar impacto econdmico considerdvel devido as doengas que provocam. As
taxas de mortalidade podem ser bastante elevadas em surtos causados por esses
organismos, uma vez que o tratamento é bastante dificil e muitas vezes ineficaz. Por esta
razdo, tais doencas sdo de declaracdo obrigatdria em muitos paises (Pavanelli et al., 2008).

Especial atencdo também deve ser dada as parasitoses, que consistem em uma das
maiores causas de perdas na piscicultura industrial e esportiva. Apresentam maior
relevancia na regido Neotropical, devido as caracteristicas climaticas apresentadas por essa
regido, as quais propiciam sua rapida e constante propagacdo (Thatcher & Brites-Neto,
1994). Soma-se a isso, 0 fato de que o ambiente aquatico facilita a reproducdo, dispersao e
sobrevivéncia dos parasitas (Carvalho et al., 2003).

Os danos causados ao hospedeiro por doencas parasitarias dependem de varios
fatores, como: 0 grupo do parasita em questdo, a sua localizacdo e o modo particular como
atuam sobre o hospedeiro. Dentro deste contexto, as lesdes branquiais sdo particularmente

importantes, uma vez que esse 6rgdo reage fortemente a presenca de parasitas, provocando
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uma acentuada proliferacdo celular e implicando na diminui¢cdo ou perda da respectiva
atividade respiratoria que, nos casos mais graves, pode provocar a morte do hospedeiro por
asfixia (Pavanelli et al., 2008).

Ademais, as perdas causadas por parasitas e outros patdégenos representam um fator
determinante para o sucesso da piscicultura, pois além de disseminar agentes patogénicos
para 0 ambiente, representam riscos a saude publica (Braccini et al., 2008). Neste cenario,
destaca-se a importéncia do diagndéstico laboratorial para a realizacdo do tratamento, uma
vez que a utilizacdo inadequada de um produto pode causar impacto negativo, tanto nos
peixes como no meio ambiente, bem como o surgimento de espécies de parasitas e
bacteérias resistentes (Vargas, 2004).

Dada a importancia dos parasitas e bactérias nos sistemas de cultivo, a seguir €
apresentada uma breve revisdo sobre as principais doencas causadas por esses 0rganismos

em O. niloticus.

Principais parasitoses em cultivo detilapias no Brasil

Diversas parasitoses acometem o cultivo de O. niloticus, porém destacam-se aquelas
causadas por protozoarios ciliados (Filo Ciliophora) e por monogendides (Kubtiza, 2000;
Shoemaker et al., 2000).

Dentre os protozoarios do Filo Ciliophora, destacam-se aqueles pertencentes ao
género Trichodina sp. Ehrenberg, 1830, e também a espécie Ichthyophthirius multifiliis
Fouquet, 1876. Aparentemente, estes ciliados vivem como ectocomensais no tegumento e
nas branquias dos peixes sem causar grandes prejuizos, a ndo ser em infestacdes macicas.
Em condicdes favoraveis de reproducdo, podem ser observadas grandes infestacGes, tais
como em ambientes com excesso de matéria organica e baixas quantidades de oxigénio
dissolvido nos locais de criagéo (Eiras, 1994).

Trichodina sp. € um protozoario que apresenta formato circular e um disco adesivo
com uma série de denticulos. S8o usualmente considerados ectoparasitas de pele e
branquias do hospedeiro, podendo se proliferar rapidamente na presenca de material em
decomposicdo. Sua patogenia deve-se aos movimentos giratorios que realizam sobre as
branquias e tegumento do hospedeiro, ato que acaba danificando as células epiteliais
(Heckmann, 1996). Altas infestagdes por Trichodina sp. ocorrem com maior frequéncia em
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sistemas intensivos de criacdo de tilapias, principalmente durante a reversao sexual, nas
fases de pos-larva e alevino (Zanolo & Yamamura, 2006).

Outro protozoario que pode acometer criagdes de tilapias € o I. multifiliis, que
apesar de normalmente ser citado como ectoparasita, localiza-se subepidermicamente,
apresentando aparéncia de pequenos pontos brancos na pele e nas branquias dos peixes.
Normalmente, 0s peixes jovens sdo 0s mais susceptiveis, sendo que altas infestacdes
geralmente estdo associadas a quedas bruscas na temperatura da dgua. As lesbes causadas
por este agente em infestacGes intensas, aliada a sua enorme capacidade reprodutora,
podem provocar grandes taxas de mortalidade, mesmo em populacdes selvagens, sendo
provavelmente o protozoario que mais causa prejuizos as pisciculturas no mundo (Eiras,
1994).

Os monogendides sdo helmintos pertencentes ao Filo Platyhelminthes, que atuam
como ectoparasitas na superficie do corpo, branquias, cavidade nasal e sistema urinario de
peixes (Takemoto et al., 2004). Possuem forma alongada, ovoidal ou circular, s&o
hermafroditas, e caracterizam-se pela presenca de um aparelho de fixacdo localizado
geralmente na parte posterior do corpo, chamado de haptor, utilizado para fixacdo no corpo
do hospedeiro (Pavanelli et al., 2008).

A presenca de monogendides nas branquias dos peixes pode ocasionar hiperplasia
celular, hipersecrecdo de muco e, em alguns casos, fusdo de filamentos das lamelas
branquiais. Em casos de producéo excessiva de muco, pode ocorrer impermeabilizacdo das
branquias, dificultando a respiracdo e levando os individuos a morte. Quando esses
ectoparasitas se encontram junto ao tegumento, geralmente causam lesGes menos
acentuadas, no entanto, podem abrir caminhos para a instalacdo de infec¢des secundarias
(Pavanelli et al., 2008).

De acordo com Pavanelli et al. (2008), as doencas causadas por monogendides estao
entre as mais importantes para a piscicultura, uma vez que podem provocar altas taxas de
mortalidade.

Lizama et al. (2007) realizaram um estudo da relagdo parasito-hospedeiro em trés
pisciculturas da regido de Assis, Estado de Sao Paulo, Brasil. Um total de 90 espécimes de
O. niloticus foi coletado, sendo que 82,2% estavam parasitados por pelo menos uma
espécie de parasita, como: 0s monogendides Cichlidogyrus sclerosus Paperna & Thurston,
1969, Cichlidogyrus sp. 1 Paperna, 1960 e Cichlidogyrus sp. 2; o crustdceo Lamproglena
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sp. von Nordmann, 1832 (encontrado em trés estagios de desenvolvimento: jovem, imaturo
e adulto) e uma espécie de ergasilideo.

Braccini et al. (2008) estimaram a prevaléncia de ectoparasitas de tilapia do Nilo (O.
niloticus), da linhagem Chitralada, cultivadas em tanques-rede nos rios do Corvo e
Guairacd, Estado do Parana, Brasil. No Rio do Corvo, a prevaléncia total de ectoparasitas
foi de 38,2%, com maior prevaléncia de monogendides (19,4%); e no Rio Guairaca, a
prevaléncia total foi de 44,2%, com maior prevaléncia de tricodinideos (17,4%).

A presenca de ectoparasitas em alevinos de O. niloticus, das linhagens Chitralada e
GIFT, cultivadas em diferentes densidades (30, 40 e 50 peixes/m°) e alimentadas com 25 e
30% de proteina bruta, foi analisada por Bracini et al. (2007). As prevaléncias observadas
de Trichodina sp., monogenoides da familia Dactylogyridae e infecgdo mista, variaram de
26,2 a 73,3%, 0 a 11,9%, e 13,4 a 33,3%, respectivamente, na linhagem Chitralada, e de
33,3a73,3%, 0 a 16,7%, e 0 a 33,3%, respectivamente, na linhagem GIFT. Trichodina sp.
foi 0 ectoparasita que apresentou maior prevaléncia, tanto na linhagem Chitralada como na
GIFT. Os peixes da linhagem GIFT, cultivados na maior densidade, apresentaram maior de

prevaléncia de ectoparasitas quando comparados aos da linhagem Chitralada.

I nfeccBes bacterianas que afetam tilapias em cultivo

As bactérias constituem-se importantes patdogenos na piscicultura intensiva, devido a
sua facilidade de disseminacdo e por apresentarem um carater oportunista (Kubtiza, 2000;
Pavanelli et al., 2008). Embora existam inimeras bactérias patogénicas, algumas delas sdo
de ocorréncia frequente e apresentam maior impacto econémico na producdo comercial de
peixes cultivados, como: Streptococcus spp. Rosenbach 1884, Aeromonas spp. Kluyver &
van Niel, 1936, Pseudomonas spp. Migula, 1894 e Flavobacterium columnare Bernardet et
al., 2002 (Kubtiza & Kubtiza, 2004).

Uma grande variedade de bactérias do género Streptococcus foi associada a
septicemias em peixes, sendo uma das doengas mais sérias nos sistemas de cultivos de
tilapias. Infeccbes por esta bactéria também foram registradas em seres humanos que
manipulavam peixes no Canada, sendo isolada de algumas pessoas que apresentavam um
quadro clinico de inflamagdo nas camadas mais profundas da pele das maos e bragos, com
edema e vermelhiddo (Kubtiza, 2000).
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As bactérias F. columnare, Aeromonas spp. € Pseudomonas spp. normalmente
habitam os sistemas aquaticos e convivem em equilibrio com os peixes. Entretanto, quando
ocorre algum distdrbio ambiental ou pressdo de manejo, as doengas causadas por essas
bactérias comecam a aparecer (Kubtiza & Kubtiza, 2004).

As bactérias dos géneros Aeromonas e Pseudomonas podem causar um quadro de
infeccdo generalizada (septicemia hemorragica) em peixes, principalmente em periodos de
temperaturas baixas ou amenas, quando a resposta imunoldgica desses animais € reduzida
(Kubtiza, 2000).

Flavobacterium columnare causa uma doenga conhecida como “columnariose” ou
“doenca da boca de algoddo ou da cauda comida”. Esta bactéria se instala em ferimentos
ou lesdes corporais causadas aos peixes durante o manuseio (pesagem, despesa e
transporte) ou por parasitas (Kubtiza & Kubtiza, 2004). Os peixes infectados por F.
columnare geralmente apresentam lesfes nas margens das nadadeiras (principalmente a
caudal), com aspecto de apodrecimento das mesmas, e areas necréticas amareladas nas
branquias (colbnias de bactérias), que podem destruir parte do epitélio branquial,
dificultando a respiracdo e causando a morte dos peixes por asfixia (Kubtiza & Kubtiza,
2004; Figueiredo & Leal, 2008).

Siti-Zahrah et al. (2008) observaram surtos de mortalidade periodica em cultivo de
tilapia (O. niloticus) em tanques-rede nos reservatdrios de Tasik Kenyir, Terengganu e
Pergau Tasik, na Malasia. Estes incidentes foram associados com o inicio da estacdo seca
no pais (margo a junho), sendo que o isolamento bacteriano de amostras dos olhos, cérebro
e rim revelaram a presenca de Streptococcus agalactiae Lehmann & Neumann, 1896 em
70% dos espécimes analisados, e Leuconostoc spp. van Tieghem, 1878 e S. congtellatus
Whiley et al., 1999 em 30% dos espécimes. A maioria dos peixes examinados
apresentaram como sintomas: natacdo erratica e anomalias oculares (opacidade da cérnea e
exoftalmia - unilateral ou bilateral).

Figueiredo et al. (2005) caracterizaram a primeira cepa brasileira de F. columnare
isoladas de tildpias do Nilo (O. niloticus) e bagre do canal (Ictalurus
punctatus Rafinesque, 1818), através de um surto da doenca ocorrida em sistemas de
recirculacdo de agua. Os autores também demonstraram a patogenicidade da doenca nesses

peixes.
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Rodrigues (2007) isolou varias espécies pertencentes ao género Aeromonas (A.
hydrophila Stanier, 1943, A. sobria Popoff & Vron, 1981, A. veronii Hickman-Brenner et
al., 1988, A. caviae Popoff, 1984, A. trota Carnahan et al., 1992 e A. media Allen et al.,
1983) em tilapias do Nilo (O. niloticus), originarias de pisciculturas dos municipios de

Cachoeiras de Macacu e de Pirai, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

ConsideracOes finais

O sucesso dos empreendimentos aquicolas depende de vérios fatores, sendo que um
dos mais importantes refere-se a condicao sanitaria dos animais que estdo sendo cultivados
(Pavanelli et al., 2008). Dessa forma, 0 monitoramento do estado de satde dos peixes €
essencial para garantir a producdo de animais saudaveis e evitar perdas na atividade
(Onaka, 2009). Ademais, o conhecimento da distribuicdo sazonal dos organismos
causadores de enfermidades, assim como, da complexa relacdo entre fatores ambientais,
hospedeiros e patdgenos sdo importantes para que Se possa intervir no sistema, com
técnicas profilaticas adequadas, através de programas preventivos de controle destas
enfermidades (Schalch & Moraes, 2005).
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OBJETIVOS

e Gerais

Avaliar, do ponto de vista parasitoldgico e microbioldgico, exemplares de tilapias do
Nilo (O. niloticus) provenientes de cultivo em tanques-rede na bacia do rio Grande,
reservatorio de Agua Vermelha - SP, bem como observar suas inter-relagdes com as

variaveis limnoldgicas e fase de criagéo.

e Especificos.

1. Determinar a prevaléncia, abundancia, intensidade de infeccdo, frequéncia de
dominéncia e dominancia relativa média dos ectoparasitas encontrados em tilapias do Nilo

provenientes do reservatorio de Agua Vermelha - SP.

2. Determinar a prevaléncia das bactérias encontradas em tildpias do Nilo
provenientes do reservatério de Agua Vermelha - SP.

3. Correlacionar as taxas de parasitismo de cada espécie de parasita com as

variaveis limnologicas e entre as diferentes fases de criagdo.

4. Correlacionar as taxas de parasitismo de cada espécie de bactéria com as

variaveis limnologicas e entre as diferentes fases de criagéo.



Artigo 1

Ectoparasitas de tildpias do Nilo (Oreochromis

niloticus) provenientes de cultivo em tanques-rede e
suas inter-relagées com as varidveis [imnologicas e fase
de criacdo

Artigo preparado sequndo as normas da revista “Journal of fish diseases”
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RESUMO

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) vem ocupando lugar de destaque no cenario da
piscicultura mundial, constituindo-se numa das espécies mais indicadas para o cultivo
intensivo em regides tropicais. Esse sistema de cultivo de peixes possui como caracteristica
densidades populacionais elevadas, favorecendo a ocorréncia de surtos epizodticos, visto a
possibilidade da presenca de diferentes organismos patogénicos. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo realizar analise parasitologica de tilapias do Nilo (O. niloticus)
criadas em tanques-rede no reservatorio de Agua Vermelha, Estado de Sdo Paulo, Brasil,
bem como observar suas inter-relacdes com as varidveis limnoldgicas e fase de criagéo.
Durante o periodo de mar¢co de 2010 a margo de 2011, foram coletados 63 peixes,
pertencentes a trés fases de criacdo. Verificou-se a presenca de quatro espécies e um
género de protozoario, bem como trés espécies e dois géneros de monogendides. No
periodo seco, foi observada maior abundancia de Trichodina spp. e prevaléncia de Epistylis
sp.; e no periodo chuvoso, houve maior prevaléncia de Cichlidogyrus halli. Verificou-se
que para a maioria dos ectoparasitas encontrados, 0s peixes pertencentes as fases
intermediaria e final encontravam-se com maiores taxas de parasitismo do que aqueles
pertencentes a fase inicial.

Palavras-chave: piscicultura, sanidade, monogendide, Trichodina spp., Ichthyophthirius
multifiliis, Piscinoodinium pillulare.
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ABSTRACT

The “tilapia-do-Nilo” (Oreochromis niloticus) stands out in production systems and is one
of the most commonly used species in intensive culture in tropical regions. This system of
fish culture is characterized as high population densities, favoring the occurrence of
epizootic outbreaks, by the presence of different pathogens. Thus, this study aimed to
perform a parasitological analysis of tilapia do Nilo (O. niloticus) cultivated in fish cages
from Agua Vermelha Reservoir, S0 Paulo State, Brazil, as well as observe their inter-
relations with limnological and fish production phase. From March 2010 to March 2011
were collected 63 specimens belonging to three fish production phases. It was observed the
presence of four species and one genus of protozoans, as well as three species and two
genus of monogeneans. Significant difference was verified in the abundance of Trichodina
spp. and prevalence of Epistylis sp. in the dry season, and prevalence of Cichlidogyrus
halli in the rainy season. For the majority of ectoparasites found in this study, fish
belonging to intermediate and final phases presented higher rates of parasitism than those
belonging to the initial phase.

Keywords: fish farming, health, monogeneans, Trichodina spp., Ichthyophthirius

multifiliis, Piscinoodinium pillulare.
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INTRODUCAO

A piscicultura constitui-se de um tipo de exploracdo animal que vem se tornando
cada vez mais importante como fonte de proteinas para o consumo humano. No contexto
internacional, o Brasil se coloca como um dos paises com grande potencial para a
piscicultura, pois possui um vasto territério e suas condi¢des climéaticas favorecem o
implemento de cultivo de peixes de agua doce (Pavanelli, Eiras & Takemoto 2008).

A tecnologia de piscicultura em tangques-rede vem sendo amplamente difundida no
Brasil, uma vez que possibilita o aproveitamento de recursos aquaticos ja existentes e exige
menores investimentos quando comparado a piscicultura tradicional, praticada em tanques
escavados ou revestidos (Ono & Kubtiza 1999).

O sistema de cultivo de peixes em tanques-rede é caracterizado pela utilizacdo de
altas densidades de estocagem, sendo comuns neste tipo de exploracdo problemas de
manejo, ma qualidade da agua, questbes nutricionais, entre outros (Thatcher & Brites-Neto
1994; Kubtiza, 2000). Estes fatores de estresse ambiental podem afetar a homeostasia dos
peixes, predispondo-0s ao ataque de organismos patogénicos (Pavanelli et al. 2008). Esses
agentes, em tais condicGes de estresse, podem desencadear surtos epizoodticos graves e
dizimar criagdes inteiras em poucos dias (Onaka 2009). Desta forma, a relevancia dos
estudos relacionados com parasitas e outros patdgenos de organismos aquaticos tém
aumentado consideravelmente, principalmente daqueles hospedeiros com potencial para o
cultivo e comercializagéo (Thatcher & Brites-Neto 1994).

Entre as espécies de peixes utilizadas como fonte de economia no Brasil, destaca-se
a tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus 1758), cultivada amplamente nas
pisciculturas em todo o territorio nacional (Lizama, Takemoto, Ranzani-Paiva, Ayroza &
Pavanelli 2007). No ano de 2009, a producédo de tilapias (O. niloticus e Tilapia rendalli
Boulenger 1897) representou 39% do total de pescado proveniente da aquicultura brasileira
(Brasil 2010).

Diversas doencas e parasitoses acometem o cultivo de O. niloticus, porém destacam-
se aquelas causadas por protozoérios ciliados, como Trichodina spp. Ehrenberg 1830 e
|chthyophthirius multifiliis Fouquet 1876, bem como por monogendides (Kubtiza 2000;
Shoemaker, Phillip & Joyce 2000).
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Os monogendides sdo considerados responsaveis pela parasitose mais importante da
piscicultura no Brasil, uma vez que podem provocar altas taxas de mortalidade. A presenca
destes parasitas nas branquias dos peixes pode ocasionar hiperplasia celular, hipersecrecédo
de muco e, em alguns casos, fusdo de filamentos das lamelas branquiais. Em casos de
producdo excessiva de muco, pode ocorrer impermeabilizacdo das branquias, dificultando
a respiracao e levando os individuos a morte (Pavanelli et al. 2008).

Nos casos de grandes infestagcdes, os protozoarios ciliados podem provocar danos a
salde dos peixes e, consequentemente, perdas econbmicas nos sistemas de criacdo.
Trichodina spp. e I. multifiliis ocorrem nas branquias e superficie do corpo dos peixes,
podendo ocasionar hipersecrecao de muco e lesdes no tegumento e branquias (Pavanelli et
al. 2008).

Na literatura, existem varios trabalhos relatando a ocorréncia destes parasitas em O.
niloticus, bem como suas relagbes com as caracteristicas limnoldgicas ou sazonalidade
(Tavares-Dias, Martins & Moraes 2001a; Tavares-Dias Martins & Moraes 2001b;
Ranzani-Paiva, Felizardo & Luque 2005; Lemos, Rodrigues & Lopes 2006; Lizama et al.
2007; Braccini, Vargas, Ribeiro, Filho & Digmayer 2008; Bucur, Costache, Popa & Oprea
2011; Jer6nimo, Speck, Cechinel, Gongalves & Martins 2011). Entretanto, existe uma
caréncia de estudos que relacionem a ocorréncia e as taxas de parasitismo com as
diferentes fases de criacdo de O. niloticus.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar, do ponto de vista
parasitologico, exemplares de tilapias do Nilo (O. niloticus) criadas em tanques-rede no
reservatorio de Agua Vermelha, Estado de So Paulo, Brasil, bem como observar suas

inter-relacdes com as variaveis limnoldgicas e fase de criagdo.

MATERIAL E METODOS

Procedimentos no campo

As coletas foram realizadas bimestralmente, durante o periodo de marco de 2010 a
marco de 2011, na Bacia do rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha, na Associacio de
Piscicultores do municipio de Mira Estrela (Figura 1), Estado de S&o Paulo, Brasil
(19°55°47.52°* S, 50°08°36.56”° O).
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Um total de 63 peixes pertencentes a trés fases de criacdo (21 da fase inicial, 21 da
intermediaria e 21 da final) foram capturados (Figura 2). A divisdo em fases era
determinada pelo produtor, de acordo com o tamanho e peso dos peixes.

Figura 1. Unidade de piscicultura em tanques-rede na Bacia do rio Grande, reservatorio
de Agua Vermelha, pertencente a Associacdo de Piscicultores do municipio de Mira
Estrela, Estado de Sao Paulo, Brasil.

Figura 2. Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) provenientes de cultivo em tanques-
rede no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha, Estado de S&o Paulo, Brasil. A) Fase
inicial, B) Fase intermediéria, e C) Fase final.
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Imediatamente ap0s a coleta, os peixes foram individualizados em sacos plasticos e

mantidos em gelo dentro de caixa térmica para o transporte ate o laboratorio.

Caracteristicas de manejo da piscicultura estudada

Na Tabela 1, sdo apresentadas as caracteristicas de manejo utilizadas em cada fase de
criacdo na piscicultura avaliada. O ciclo de producdo, desde a fase inicial até a final,
apresentava duracdo de aproximadamente quatro meses. De acordo com o proprietario,
constantemente era realizado o monitoramento da qualidade da &gua. A piscicultura ndo
fazia uso de antibidticos (para profilaxia ou tratamento de doencas), sendo que o Unico
método terapéutico utilizado era feito através do uso de sal. Antes da classificacdo por
fases de criagdo, os peixes eram submetidos a um banho de sal; e também, constantemente

uma trouxa de sal era colocada na parte superior de cada tanque-rede.

Tabela 1. Caracteristicas de manejo adotadas em cada fase de criacdo para o cultivo de
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) em tanques-rede no rio Grande, reservatorio de

Agua Vermelha, municipio de Mira Estrela, Estado de S&o Paulo, Brasil.

Fase de criacéo

Caracteristicas Inicial Intermediaria Final
Dimenséo dos tanques-rede 6 6 6
(m°)
Densidade por tanque-rede 5000 2000 800
Peso (g) 2 a 150 151 a 400 401 a 800
Alimentacéo 8 vezes ao dia 5 vezes ao dia 3 vezes ao dia
Tipo de racao Racdo comercial  Racéo comercial Racao comercial
extrusada com extrusada com extrusada com
38% de proteina  32% de proteina  32% de proteina
bruta bruta bruta

Andlise da qualidade da agua
No dia de cada coleta, foram avaliadas a temperatura, a transparéncia e a
concentracdo de oxigénio dissolvido na 4gua com o auxilio de aparelho multissensor de

marca “YSY - Mod.50. Posteriormente, uma amostra de 500 mL de &gua era resfriada para
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a analise no laboratdrio dos seguintes parametros: aménia, nitrito e pH, processados com o

auxilio de reagentes da marca Alfakit®.

Processamento e andlise parasitolgica

Os animais foram submetidos a biometria, para anotacdo do peso e comprimentos
padrdo e total, sendo posteriormente necropsiados de acordo com técnicas propostas por
Eiras, Takemoto & Pavanelli (2006). A analise parasitologica seguiu a metodologia de
Eiras et al. (2006).

Para a analise qualitativa e quantitativa dos protozoarios, foi feita raspagem do muco
da superficie corpdrea com auxilio de lamina histoldgica, sendo este material fixado em
alcool 70%. Posteriormente, este material foi analisado em microscopio Optico (aumento
de 10x), mediante compressdo do contetido entre lamina e laminula, e retirada do excesso
de liquido utilizando-se papel de filtro (modificado de Pavanelli, Eiras & Takemoto 2002).

As branquias foram coletadas e imediatamente transferidas para um frasco contendo
agua a 55 °C, sendo o contetdo agitado para desprendimento dos monogendides. Os
frascos permaneceram em repouso por 1 hora e, apds esse periodo, foi adicionado alcool
93% ao contetdo. Os monogendides encontrados foram fixados em alcool 70%. Para
estudo das estruturas esclerotizadas (ganchos, ancoras e barras do haptor e complexo
copulatorio), amostras desses monogendides foram clarificadas em meio de Hoyer ou Grey
& Wess (Kritsky, Thatcher & Boeger 1986).

Para a identificacdo e diagndstico dos parasitas, as seguintes referéncias foram
utilizadas: Douéllou (1993) e Pariselle & Euzet (2009) para os monogendides; e Van As &
Basson (1989), Martins & Ghiraldelli (2008) e Pavanelli et al. (2008) para 0s protozoarios.

Todos os espécimes de peixe foram fotodocumentados, e fotomicrografias dos
parasitas foram obtidas através de sistema computadorizado por analise de imagens “Qwin
Lite 3.1, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany”.

Material-tipo e espécimes representativos das espécies de helmintos foram
depositados na Colecdo Helmintolégica do Departamento de Parasitologia, Instituto de
Biociéncias (CHIBB), Universidade Estadual Paulista - UNESP, campus de Botucatu, S&o
Paulo, Brasil.
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Andlise estatistica

Os dados de prevaléncia, abundancia média e intensidade média de infeccdo dos
parasitas foram calculados de acordo com Bush, Lafferty, Lotz & Shostak (1997), e os de
frequéncia de dominancia e dominéancia relativa média de acordo com Rohde, Hayward &
Heap (1995). A comparacao da prevaléncia dos parasitas em relagdo as fases de criacdo e a
sazonalidade foi feita utilizando-se o teste de proporcdo (teste Z). A variacdo na
intensidade de infec¢do e abundancia dos parasitas com relacdo a sazonalidade foi feita
utilizando-se o teste t de Student ou teste U de Mann-Whitney, de acordo com a
distribuicdo dos dados. Com relacdo as fases de criacdo, para se verificar a variacdo na
intensidade de infeccdo e abundancia dos parasitas, foi utilizado o teste One Way ANOV A
(sendo a diferenca entre os grupos determinada pelo teste de Tukey) ou Kruskal-Wallis (H)
(sendo a diferenca entre os grupos determinada pelo teste de Tukey ou método de Dunn),
de acordo com a distribuicdo dos dados. Para o célculo do fator de condi¢do (K), foi feita a
curva da relacdo entre peso total (Wt) e o comprimento padrdo (Ls) dos espécimes de O.
niloticus, conforme Le Cren (1951), utilizando-se de um grafico de dispersé@o das variaveis
(peso e comprimento). A relacdo Wt/Ls foi ajustada por uma equagdo exponencial do tipo
Wt = a.Ls”, onde a constante a (coeficiente linear) indica o bem estar do peixe, e 0
parametro b (coeficiente angular) expressa o tipo de crescimento da espécie (Santos 1978;
Benedito-Cecilio & Agostinho, 1992; Orsi, Carvalho & Foresti 2002). Com os dados do
coeficiente angular, foi calculado o fator de condicéo individual (K = Wt/Lt") para cada
espécime de peixe. O teste de correlacdo de Spearman (rs) foi utilizado para observar
possiveis correlagdes entre o fator de condicdo (K) e a abundancia parasitaria de acordo
com a sazonalidade e fases de criacdo. Os testes estatisticos foram feitos através do
programa SigmaStat 3.1 (Systat Software Inc., California, USA), adotando-se o nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS

Todos os peixes estavam infestados por pelo menos uma espécie de ectoparasita,
sendo observada a presenca dos seguintes taxa: Trichodina compacta Van As & Basson
1989, Trichodina magna Van As & Basson 1989, |. multifiliis e Epistylis sp. Iwoffi Fauré-
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Fremiet 1943 presentes tanto na superficie corporal, quanto nas branquias; Piscinoodinium
pillulare (Schéperclaus 1954) Lom 1981, Cichlidogyrus halli Price & Kirk 1967,
Cichlidogyrus thurstonae Ergens 1981, Cichlidogyrus sp. 1 Paperna 1960 e Scutogyrus
longicornis Paperna & Thurston 1969 presentes somente nas branquias; e Gyrodactylus sp.
Nordmann 1832, presente somente na superficie corporal (Figuras 3-8).

Os dados biométricos dos peixes e as taxas de parasitismo total em cada fase de
criagdo podem ser observados na Tabela 2. Foi verificado que os peixes das fases
intermediéaria e final apresentaram maiores abundancias do que aqueles pertencentes a fase
inicial (H = 10,7, p = 0,005).

A variacdo na prevaléncia, intensidade média de infeccdo e abundancia média dos
parasitas de O. niloticus de acordo com a fase de criacdo estdo apresentados na Tabela 3, e
de acordo com a sazonalidade na Tabela 4. Trichodina spp. apresentaram 0s maiores
valores de prevaléncia, intensidade média de infecgdo e abundancia média em todas as
fases de criagdo, bem como nos periodos seco e chuvoso. Trichodina spp. tambem
apresentaram os maiores valores de frequéncia de dominancia e dominancia relativa média
entre os parasitas encontrados (Tabela 5).

Os peixes das fases intermediaria e final apresentaram as maiores abundancias de
Trichodina spp. (U = 11,5; p = 0,003) e Cichlidogyrus sp. 1 (U = 31,7; p < 0,001), e
intensidade de infeccdo e abundancia de S longicornis (U = 18,8; p < 0,001) quando
comparados com aqueles pertencentes a fase inicial.

Os peixes da fase final apresentaram maiores prevaléncias de I. multifiliis (Z = 2,8; p
= 0,006) e Epistylissp. (Z = 2,2; p = 0,026) do que aqueles pertencentes a fase inicial. Os
animais da fase intermediaria apresentaram maiores prevaléncias (Z = 2,6; p = 0,01) de S.
longicornis, prevaléncia (Z = 2,751; p = 0,006) e abundancia (U = 7,1; p = 0,03) de C.
halli, e prevaléncia (Z = 2,5; p = 0,011), intensidade de infec¢do (U = 6,2; p = 0,046) e
abundancia (U = 14,8; p < 0,001) de C. thurstonae quando comparados com aqueles da
fase inicial. A fase final foi a que apresentou maior taxa de prevaléncia do monogendide
Cichlidogyrussp. 1 (p > 0,05).

Os peixes das fases intermediaria e final apresentaram maiores valores de abundancia
total quando comparados com aqueles pertencentes a fase inicial (H = 10,6; p = 0,005).

Com relacdo a sazonalidade, foi observado que Trichodina spp. (U = 1010,5; p =
0,043) foi mais abundante no periodo seco, assim como Epistylissp. (Z = 2,739; p = 0,006)
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foi o mais prevalente. No periodo chuvoso, foi verificada maior prevaléncia de C. halli (Z
=2,239; p = 0,025).

Né&o foi observada correlacédo entre o fator de condicéo (K) e a abundéancia parasitaria
quanto a sazonalidade ou fases de criagdo (p > 0,05).

Na Tabela 6, podem ser verificados os parametros fisico-quimicos da agua
mensurados no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha, Estado de S&o Paulo, Brasil. O
pH, amoénia, ambnia toxica e nitrito apresentaram valores semelhantes durante todo o
periodo de estudo. A transparéncia da agua e o0s niveis de oxigénio dissolvido
apresentaram-se com valores mais baixos durante o0 més de novembro de 2010. Com
relacdo a temperatura da dgua, foram encontrados 0s menores valores nos meses referentes

ao periodo seco (maio, julho e setembro de 2010).

Tabela 2. Prevaléncia (P), intensidade média de infeccdo (IMI) e abundancia média de
parasitismo e 0s dados biométricos observados nas diferentes fases de criagdo de tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus) provenientes de cultivo em tanques-rede no rio Grande,
reservatorio de Agua Vermelha, Estado de S&o Paulo, Brasil, durante o periodo de marco
de 2010 a margo de 2011.

Fase Peso (g) CP (cm) P ) IMI™ AM™
Inicial 56,4 +13,7 10,06 0,9 100 25+59 25+59
(1,4 - 214,3) 42-17,2) 2 - 108) (2 - 108)
Intermediaria 228,4+27,4 18+ 0,8 100 181 +94,3 181 +94,3
(59,8 - 444,6) (13 - 235) (10-2030) (10-2030)
Final 590,6 + 59,6 24,2 +0,8 100 581,2 + 387,6 581,2 + 387,6
(205,4-1481,1) (17 - 32) (4 - 8199) (4 - 8199)

"CP: comprimento padr&o. “Valores apresentados como erro padrdo da média (amplitude).
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Tabela 3. Prevaléncia (P), intensidade média de infec¢do (IMI) e abundancia média (AM)
dos parasitas encontrados em cada fase de criagdo de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus), provenientes de cultivo em tanques-rede no rio Grande, reservatorio de Agua

Vermelha, Estado de Sdo Paulo, Brasil, durante o periodo de margo de 2010 a margo de

2011.

*

*

Parasita P (%) IMI AM
Fase Inicial (n =21)
Trichodina spp. 76,2 23,88 +7,1(2-96) 18,2 £ 5,8 (0 - 96)
I chthyophthirius multifiliis 0 0 0
Epistylissp.” 19,1 - -
Piscinoodinium pillulare 4.8 1 0,1+0,1(0-1)
Cichlidogyrus halli 61,9 531+£1,8(0,7-235) 3,3+1,2(0-23,5)
Cichlidogyrus thurstonae 57,1 2,38+£0,9(0,3-9,7) 1,4+25(0-9,7)
Cichlidogyrussp. 1 0 0 0
Scutogyrus longicornis 42,9 0,3+0,1(0,1-1) 0,1+0,1(0-1)
Gyrodactylus sp. 33,3 57+15(2-12) 1,9+0,8(0-12)
Fase Intermediaria (n = 21)
Trichodina spp. 100 159,3+£83(2-1778) 159,3+83(2-1778)
Ichthyophthirius multifiliis 9,5 100 £ 98 (2 - 198) 9,5+9,4(0-198)
Epistylissp.”™ 52,4 - -
Piscinoodinium pillulare 0 0 0
Cichlidogyrus halli 100 45+0,7(0,9-135) 45+0,7(0,9-135)
Cichlidogyrus thurstonae 95,2 4,2+0,7(0,8-122) 4+0,7(0-122)
Cichlidogyrussp. 1 0 0 0
Scutogyrus longicornis 85,7 16+0,4(0,3-6) 1,4+0,3(0-6)
Gyrodactylus sp. 33,3 7+3(1-24) 23+1,2(0-24)
Fase Final (n = 21)
Trichodina spp. 90,5 603 + 405,3 (2 - 7768) 545,5 + 367,9 (0 - 7768)
Ichthyophthirius multifiliis 38,1 51,1+1(2-10) 1,9+0,7(0-10)
Epistylissp.” 57,14 - -
Piscinoodinium pillulare 0 0 0
Cichlidogyrus halli 90,5 8+2,6(0,6-455) 7,2+2,4(0-45)5)
Cichlidogyrus thurstonae 85,7 4,7+1,6(0,3-255) 45+1,4(0-25)5)
Cichlidogyrussp. 1 61,9 0,2+0,1(0,01-1) 0,1+0,1(0-1)
Scutogyrus longicornis 76,2 1,7+0,5(0,1-8,2) 1,3+0,4(0-8,2)
Gyrodactylus sp. 47,6 44,2 + 38,3 (1 - 388) 21,1+18,4 (0 - 388)

Total 100 263,2 £134,2 (2 - 8199) 263,2 £134,2 (2 - 8199)

Valores apresentados como erro padrdo da média (amplitude). Por se tratar de um protozoario colonial, os
calculos de intensidade média de infeccdo e abundancia média nao foram realizados.
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Tabela 4. Prevaléncia (P), intensidade média de infeccdo (IMI) e abundancia média (AM)
de acordo com a sazonalidade dos parasitas encontrados em tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus), provenientes de cultivo em tanques-rede no rio Grande, reservatorio de Agua
Vermelha, Estado de Sdo Paulo, Brasil, durante o periodo de margo de 2010 a mar¢o de
2011.

Parasitas Periodo seco (n=27) Periodo chuvoso (n=36)
P (%) IMI” AM” P (%) IMI” AM”
Trichodina spp. 96,3 472,8+3025 455,3+291,6 83,3 964+338 80,3+28,8
(4-7768) (4-7768) (2-926) (0-926)
| chthyophthirius 28,6 37,7+£32,1 8,473 111 38+1.2 0,4+0,2
multifiliis (2-198) (0-198) (2-7) (0-7)
Epistylissp.” 71,4 - - 33,3 - -
Piscinoodinium 111 1 0,1+0,1 0 0 0
pillulare (0-1)
Cichlidogyrus halli 70,4 51+172 3,6+0,9 94,4 6,4+1,6 6,1+15
(0,7 - 18,75) (0 - 18,75) (0,6 - 45,5) (0-45,5)
Cichlidogyrus 90,5 3,7+0,8 2,6+0,7 86,1 41+1 35+0,9
thurstonae (0,3-12,17) (0-12,17) (0,32-245) (0 - 24,46)
Cichlidogyrussp. 1 18,5 0,4+0,2 0,1+0,04 22,2 0,2+0,1 0,04 £0,03
(0,03-1) (0-1) (0,01-0,91) (0-0,91)
Scutogyrus 59,3 1,704 1+0,3 75 12+16 0,9+0,3
longicornis (0,02 - 6) (0-6) (0,05-8,2) (0-8,2)
Gyrodactylus sp. 48,2 36,3+29,4 17,5+14,3 30,6 54+16 1,6+0,6
(2 -388) (0 - 388) (1-18) (0-18)
Total 100 506,1 +322,4 506,1 + 3224 100 94,2+30,1 942+30,1
(0-8166) (0-8166) (2-943) (2-943)

Valores apresentados como erro padrdo da média (amplitude). Por se tratar de um protozoario colonial, os calculos de
intensidade média de infecgéo e abundancia média ndo foram realizados.
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Tabela 5. Frequéncia de dominancia e dominancia relativa média dos parasitas
encontrados em tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus), provenientes de cultivo em
tanques-rede no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha, Estado de S&o Paulo, Brasil,
durante o periodo de marco de 2010 a marco de 2011.

Parasitas Frequéncia de domindncia  Dominancia relativa média
Trichodina spp. 45 0,6 +0,3
| chthyophthirius multifiliis 0 0,01 £ 0,02
Cichlidogyrus halli 14 0,2+0,3
Cichlidogyrus thurstonae 4 0,11+£0,2
Cichlidogyrussp. 1 0 0,001+£0,1
Scutogyrus longicornis 0 0,03+£0,1
Gyrodactylus Sp. 0 0,04 £0,1

Tabela 6. Parametros fisico-quimicos da d&gua mensurados no rio Grande, reservatorio de
Agua Vermelha, proximo a Unidade de piscicultura em tanques-rede de Mira Estrela,

Estado de S&o Paulo, Brasil, durante o periodo de marco de 2010 a marco de 2011.

Meses de coleta

Parametros —u- 10 Mail0  Jul/l0  Sevl0  Nov/10  Jamil  Mar/il
o,D! 6,6 6,7 6,3 7,6 3,9 6,2 5,2
Tr? 2 >2 >15 1,45 0,98 >1,5 >15
pH 7 7 7 6,75 6,5 75 7
T3 29,3 24,5 22,9 23,6 28,6 30,8 28,6
Am* 0,1 0 0 0,1 0,1 0,1 0,1
A 9x10* 0 0 6x10* 23x10* 2,3x10* 9x10*
Nt® 0,1 0,03 0 0 0,03 0,1 0,03

Oxigénio dissolvido (mg.L™); *Transparéncia (m); *Temperatura (°C); *Aménia (mg.L"); *Aménia
téxica (mg.L™); ®Nitrito (mg.L™).
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Figura 3. Protozoarios encontrados em tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus),
provenientes de cultivo em tanques-rede no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha,
Estado de Sao Paulo, Brasil. A) Trichodina compacta; B) Trichodina compacta corado
com nitrato de prata; C) Trichodina magna; D) Trichodina magna corado com nitrato de

prata, E) Ichthyophthirius multifiliis, F) Epistylis sp.
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Figura 4. Cichlidogyrus halli encontrado em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
proveniente de cultivo em tanques-rede no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha,

Estado de S&o Paulo, Brasil. A) vista total, B) regido anterior, C) haptor.
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Figura 5. Cichlidogyrus thurstonae encontrado em tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), proveniente de cultivo em tanques-rede no rio Grande, reservatério de Agua

Vermelha, Estado de S&o Paulo, Brasil. A) vista total, B) regido anterior, C) haptor.



Aline Cristina Zago Dissertacdo de Mestrado 38

Figura 6. Cichlidogyrus sp. 1 encontrado em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
proveniente de cultivo em tanques-rede no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha,

Estado de S&o Paulo, Brasil. A) vista total, B) regido anterior, C) haptor.
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Figura 7. Scutogyrus longicornis encontrado em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
proveniente de cultivo em tanques-rede no rio Grande, reservatrio de Agua Vermelha,

Estado de S&o Paulo, Brasil. A) vista total, B) regido anterior, C) haptor.
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Figura 8. Gyrodactylus sp. encontrado em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
proveniente de cultivo em tanques-rede no rio Grande, reservatério de Agua Vermelha,

Estado de S&o Paulo, Brasil. A) vista total, B) regido anterior, C) haptor.
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DISCUSSAO

No presente estudo, foi observada a presenca de quatro espécies e um género de
protozoario, bem como trés especies e dois géneros de monogendides em tilapias do Nilo
(O. niloticus) criadas em tanques-rede no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha,
Estado de S&o Paulo, Brasil. Os ectoparasitas encontrados neste estudo sdo comumente
observados em O. niloticus, tendo sido relatados em diversos trabalhos e sob o regime de
diferentes sistemas de cultivo (Vargas et al. 2000; Tavares-Dias et al. 2001a; Tavares-Dias
et al. 2001b; Martins, Moraes, Andrade, Schalch & Moraes 2001; Ranzani-Paiva et al.
2005; Ghiraldelli, Martins, Jer6bnimo, Yamashita & Adamante 2006; Lemos et al. 2006;
Braccini et al. 2008; Bucur et al. 2011; Jeronimo et al. 2011).

Os tricodinideos séo parasitas de grande significancia na producdo comercial de
tilapias e estdo presentes em quase todos os ambientes de cultivo (Kubtiza, 2000). No
presente estudo, Trichodina spp. apresentaram 0s maiores valores de frequéncia de
dominancia e dominancia relativa média, bem como as maiores taxas de parasitismo em
todas as fases de criacdo e periodos do ano. Ghiraldelli et al. (2006), estudando os
ectoparasitas de O. niloticus cultivadas em trés regides do Estado de Santa Catarina, Brasil,
encontraram resultados semelhantes, nos quais os tricodinideos constituiram o grupo de
parasitas mais numerosos e dominantes. Da mesma forma, Ranzani-Paiva et al. (2005)
observaram as maiores taxas de infestacdo por protozoarios do género Trichodina spp. em
O. niloticus provenientes da represa de Guarapiranga, Estado de S&o Paulo, Brasil.

De acordo com Kubtiza (2000) e Pavanelli et al. (2008), a susceptibilidade das
tildpias as parasitoses e doencas depende de diversos fatores, como: as condi¢bes de
qualidade da agua e a carga organica nas unidades de producdo, o estado de nutricdo dos
peixes, e particularmente, as condicbes de qualidade da agua. A analise dos parametros
fisico-quimicos da agua revelou que a maioria dos valores encontrados estava de acordo
com as condicGes adequadas para o cultivo de O. niloticus, exceto a temperatura, que nos
meses referentes a estacdo seca apresentou valores abaixo do recomendado para a espécie,
que varia entre 27 a 32 °C (Kubtiza, 2000). De acordo com Kubtiza (2000), temperaturas
abaixo de 27 °C reduzem o apetite e o crescimento, além de suprimirem o sistema

imunoldgico, predispondo 0s peixes ao ataque de organismos patogénicos. No periodo
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seco, foram observados maiores abundancias de Trichodina spp. e prevaléncia de Epistylis

sp.

Durante o periodo chuvoso, apenas a prevaléncia de C. halli foi maior quando
comparada com o periodo seco. Entretanto, a intensidade média de infec¢do e a abundancia
média de C. halli e dos demais monogendides observados neste estudo, apresentaram
valores baixos nos dois periodos estudados. Resultado semelhante foi observado por
Ranzani-Paiva et al. (2005) estudando O. niloticus provenientes da represa de
Guarapiranga, Estado de Séo Paulo, Brasil. Neste estudo, Ranzani-Paiva et al. (2005)
verificaram que Cichlidogyrus sp. ocorreu em uma baixa intensidade média, e as maiores
prevaléncias foram constatadas nos meses correspondentes ao periodo chuvoso (outubro,
novembro e dezembro). Da mesma forma, Zica (2008) estudando O. niloticus cultivadas
em tanques-rede no reservatdrio de Chavantes, Estado de S&o Paulo, Brasil, constatou que
a prevaléncia por monogendides foi elevada, principalmente no periodo chuvoso, porém a

intensidade de infeccéo e abundéncia foram baixas em todos os periodos do ano.

De acordo com Eiras (1993), a maioria das espécies de monogendides tem um
padrdo anual de infeccdo bem definido, com o aumento do nimero de parasitas em
temperaturas mais elevadas (verdo) e uma diminuicdo em temperaturas mais baixas
(inverno). Os resultados obtidos no presente estudo com relacdo & sazonalidade
corroboram com os achados de Jer6nimo et al. (2011). Neste trabalho, Jerdnimo et al.
(2011) observaram em O. niloticus cultivada em trés regides do Estado de Santa Catarina,
Brasil, maiores infestacfes por protozoarios nos meses com temperaturas mais baixas
(outono e inverno), e um aumento nas taxas de parasitismo por monogendides nos meses

que apresentaram temperaturas mais elevadas (primavera e verdo).

Com relacdo as fases de criacdo, foi verificado que para a maioria dos ectoparasitas
encontrados, 0s peixes pertencentes as fases intermediaria e final apresentaram maiores
taxas de parasitismo do que aqueles da fase inicial. Conforme relatado por Zuben (1997), o
tamanho do corpo do hospedeiro é o fator mais correlacionado com o nimero de espécies
de parasitas. Hospedeiros maiores podem oferecer mais espago para 0s parasitas, e assim
abrigar mais espécies. Desta forma, uma maior variedade de nichos é disponibilizada para
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ocupacdo, permitindo assim a ocorréncia simultanea de mais espécies de parasitas (Poulin
1995).

Estudos comparando as taxas de parasitismo nas diferentes fases de criacdo de O.
niloticus sdo escassos, sendo mais frequentes aqueles relacionados a ocorréncia de

parasitismo em apenas uma fase, principalmente a de alevino.

O unico relato presente na literatura comparando fases de criacdo foi executado por
Vargas et al. (2000), que estudaram O. niloticus criadas em tanques escavados em um
"pesque-pague” de Umuarama, Estado do Parand, Brasil. Vargas et al. (2000) compararam
as taxas de parasitismo em peixes nas fases de alevino (2,6 £ 1,8 cm e 0,4 g) e reprodutores
(machos: 29,1 £ 1,3 cm e 449,3 + 49,7 g; fémeas: 25,1 + 5,8 com e 347,8 + 189 g). Foi
observado que a prevaléncia total de ectoparasitas em peixes na fase de alevino foi de 87%,
com maior ocorréncia de Trichodina sp. (36%), seguida de monogendides (15%). Nos
reprodutores, foi identificada uma prevaléncia de 31%, sendo observada uma maior
ocorréncia de monogenoides (14%), seguida de Trichodina sp. (12%).

Leonardo, Pereira & Krajevieski (2006) conduziram um estudo na regido de
Maring, Estado do Parand, Brasil, no qual observaram a ocorréncia mensal e sazonalidade
dos ectoparasitas em alevinos de O. niloticus apds a reversdo sexual. Os exames
parasitologicos demonstraram a ocorréncia de 100% de ectoparasitismo em todos os lotes
de peixes avaliados mensalmente. Do total de peixes coletados, 73,6% estavam parasitados
por Trichodina sp., 19,1% por Dactylogyrus sp., 11,8% por |. multifiliis, e 0,1% por

Chilodonella sp., sendo que as maiores ocorréncias aconteceram em meses mais frios.

No presente estudo, ndo foi observada correlacdo estatistica significativa entre o fator
de condicdo e a abundancia parasitaria dos peixes, tanto com relacdo as fases de criacao
quanto com a sazonalidade. Tal resultado sugere que, apesar de os peixes terem sido mais
parasitados nas fases intermediaria e final, e também no periodo seco, essas taxas de
parasitismo ndo foram suficientes para afetar o estado fisiologico, a sanidade, e o bem-

estar dos peixes.

Através dos resultados obtidos, pode-se constatar a ocorréncia no reservatério de
Agua Vermelha, Estado de So Paulo, Brasil, das principais parasitoses que acometem o
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cultivo de O. niloticus, e que as caracteristicas limnoldgicas e fase de criacdo influenciam
na ocorréncia desses organismos. Além disso, todos os parasitas encontrados estdo sendo

registrados pela primeira vez no reservatorio estudado.
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RESUMO

As bactérias apresentam grande importancia na piscicultura intensiva, podendo ocasionar
impactos econdmicos consideraveis devido as doencas que provocam. Nesse sistema de
cultivo, os peixes ficam susceptiveis ao ataque de organismos patogénicos, uma vez que
sdo submetidos a um estresse crénico, resultante da alta densidade, da manipulacdo
inerente ao cultivo, e da degradacgéo da qualidade da dgua. Desta forma, o presente trabalho
teve como objetivo realizar anélise microbiologica de tilapias do Nilo (O. niloticus) criadas
em tanques-rede no reservatdrio de Agua Vermelha, Estado de Sdo Paulo, Brasil, bem
como observar suas inter-relacbes com as variaveis limnologicas e fase de criagdo. Durante
0 periodo de marco de 2010 a marco de 2011, foram coletados 63 peixes, pertencentes a
trés fases de criagdo (inicial, intermediaria e final). Os animais foram examinados
externamente, a procura de sinais caracteristicos de bacterioses. Amostras do rim cefalico e
cerebro dos peixes foram coletadas e semeadas em meios de cultura artificiais. A
susceptibilidade dos isolados a antimicrobianos foi determinada pela técnica de difusdo em
disco em agar Mueller-Hinton. Foi observada a presenga de nove espécies e seis géneros
de bactérias. Verificou-se que 42,9% dos peixes estavam infectados por pelo menos um
taxon, sendo que o género Pseudomonas foi 0 mais prevalente. Ndo foram observadas
diferencas na prevaléncia das bactérias com relagéo as fases de criagdo ou sazonalidade.
Entre as bactérias submetidas ao teste do antibiograma, foi verificada sensibilidade a
apenas dois dos antibidticos testados.

Palavras-chave: piscicultura, Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp.,
Flavobacterium columnare.
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ABSTRACT

In intensive fish farming, bacteriosis have a great importance because they can cause
considerable economic impact. In this culture system, fish are susceptible to attack by
pathogens, because they are submitted to chronic stress, resulting from high density, the
manipulation inherent in the cultivation and low water quality. Thus, this study aimed to
perform a microbiological analysis of tilapia do Nilo (O. niloticus) cultivated in fish cages
from Agua Vermelha Reservoir, Sdo Paulo State, Brazil, as well as observe their inter-
relations with limnological and fish production phase. From March 2010 to March 2011
were collected 63 specimens belonging to three fish production phases (initial,
intermediate and final). Fish were externally examined for characteristic signs of
bacteriosis. Samples of head kidney and brain of fish were collected and grown in artificial
culture medium. Antimicrobial susceptibility of bacteria isolates was determined by disk
diffusion technique on Mueller-Hinton agar. It was observed the presence of nine species
and six genus of bacteria. It was verified that 42.9% of fish were infected by at least one
taxon, and the genus Pseudomonas was the most prevalent. Neither fish production phase
nor seasonality was statistically different in relation to prevalence of bacteria. It was
observed susceptibility only for two antibiotics tested among bacteria submitted to
antibiogram test.

Keywords: fish farming, Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp.

Flavobacterium columnare.
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INTRODUCAO

O Brasil redne condicbes extremamente favordveis para a aquicultura,
principalmente devido ao seu grande potencial hidrico. S&o mais de 8.000 km de zona
costeira e cinco milhdes de hectares de agua doce em reservatorios naturais e artificiais, 0s

quais podem ser aproveitados para a producdo de organismos aquaticos (13, 22).

O cultivo de peixes em tanques-rede é uma alternativa de investimento com
menores custos e maior rapidez de implantacdo, uma vez que possibilita 0 aproveitamento
de recursos hidricos ja existentes (13). Este sistema de cultivo é caracterizado pela
utilizacdo de altas densidades de estocagem, sendo comuns neste tipo de exploragédo
problemas relacionados com a sanidade dos peixes. Nesse regime de confinamento, 0s
peixes ficam mais susceptiveis ao ataque de organismos patogénicos, uma vez que S&o
submetidos a um estresse crénico, resultante da alta densidade, da manipulagéo inerente ao

cultivo, e da degradacdo da qualidade da agua (22).

As bactérias constituem-se de importantes patdégenos na piscicultura intensiva,
devido a sua facilidade de disseminacdo e por apresentarem um carater oportunista (14,
22). Embora existam inumeras bactérias patogénicas, algumas delas sdo de ocorréncia
frequente e apresentam maior impacto econémico na producdo comercial de peixes
cultivados, como: Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp. €
Flavobacterium columnare (15).

No Brasil, alguns estudos relatam a ocorréncia destas bactérias em peixes
provenientes de sistemas de criacdo. Entretanto, sdo escassos o0s trabalhos que comparem
as taxas de infeccdo por bactérias nas diferentes fases de criacdo de peixes cultivados ou

relacionem a ocorréncia destes organismos com as variaveis limnolégicas ou sazonalidade.

Pilarski et al. (23) isolaram F. columnare de quatro espécies de peixes tropicais do
Brasil: piracanjuba (Brycon orbignyanus), pacu (Piaractus mesopotamicus), tambaqui
(Colossoma macropomum) e cascudo (Hypostomus plecostomus). Todas as espécies de
peixes examinadas apresentaram sinais caracteristicos de columnariose, como manchas

acinzentadas na cabeca, na regido dorsal e no peddnculo caudal.
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Lemos et al. (16) relatou a ocorréncia de Streptococcus agalactiae e Aeromonas
hydrophila em alevinos de O. niloticus provenientes de duas pisciculturas intensivas na

regido de Paulo Afonso, Estado da Bahia, Brasil.

A diversidade de espécies de Aeromonas, isoladas de O. niloticus provenientes de
pisciculturas na regido do Alto Rio Grande, Minas Gerais, Brasil, e seu perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos foi verificada em um estudo conduzido por Hirsch et al.
(10). Foram encontradas nove espécies de bactérias pertencentes ao género Aeromonas:. A.
jandaei, A. hydrophila, A. trota, A. caviae, A. sobria, A. eucrenophila, A. veronii bt
veronii, A. schubertii, A. media, além de amostras classificadas como Aeromonas atipicas.
Dentre os isolados analisados, 43% apresentaram indice de multipla resisténcia a
antimicrobianos (MAR) igual ou superior a 22%, ou seja, resisténcia a duas ou mais drogas
das nove testadas.

O presente trabalho teve como objetivo realizar analise microbioldgica de tilapias do
Nilo (O. niloticus) criadas em tanques-rede no reservatério de Agua Vermelha, Estado de
Séo Paulo, Brasil, bem como observar suas inter-relacdes com as variaveis limnoldgicas e

fase de criagéo.

MATERIAL E METODOS

Procedimentos no campo

As coletas foram realizadas bimestralmente, durante o periodo de marco de 2010 a
marco de 2011, na Bacia do rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha, na Associacio de
Piscicultores do municipio de Mira Estrela (Figura 1), Estado de S&o Paulo, Brasil
(19°55°47.52°* S, 50°08°36.56°* O).

Um total de 63 peixes pertencentes a trés fases de criacdo (21 da fase inicial, 21 da
intermediaria e 21 da final) foram coletados (Figura 2). A divisdo dos peixes em fases era
determinada pelo produtor, de acordo com o tamanho e peso dos peixes.

Imediatamente apds a coleta, os peixes foram individualizados em sacos plasticos e

mantidos em gelo dentro de caixa térmica para o transporte ate o laboratorio.
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Figura 1. Unidade de piscicultura em tanques-rede na Bacia do rio Grande, reservatério
de Agua Vermelha, pertencente a Associacdo de Piscicultores do municipio de Mira

Estrela, Estado de Séo Paulo, Brasil.

Figura 2. Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) provenientes de cultivo em tanques-
rede no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha, Estado de S&o Paulo, Brasil. A) Fase
inicial, B) Fase intermediaria, e C) Fase final.
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Caracteristicas de manejo da piscicultura estudada

Na Tabela 1, sdo apresentadas as caracteristicas de manejo utilizadas em cada fase de
criacdo na piscicultura avaliada. O ciclo de producdo, desde a fase inicial até a final,
apresentava duracdo de aproximadamente quatro meses. De acordo com o proprietéario,
constantemente era realizado o monitoramento da qualidade da &gua. A piscicultura ndo
fazia uso de antibioticos (para profilaxia ou tratamento de doencas), sendo que o Unico
método terapéutico utilizado era feito atraves do uso de sal. Antes da classificacdo por
fases de criacdo, os peixes eram submetidos a um banho de sal; e também, uma trouxa de

sal era colocada constantemente na parte superior de cada tanque-rede.

Tabela 1. Caracteristicas de manejo adotadas em cada fase de criacdo para o cultivo de
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) em tanques-rede no rio Grande, reservatorio de

Agua Vermelha, municipio de Mira Estrela, Estado de S&o Paulo, Brasil.

Fase de criacdo

Caracteristicas Inicial Intermediaria Final
Dimenséo dos tanques-rede 6 6 6
(m°)
Densidade por tanque-rede 5000 2000 800
Peso (g) 2 a 150 151 a 400 401 a 800
Alimentacéo 8 vezes ao dia 5 vezes ao dia 3 vezes ao dia
Tipo de racao Racdo comercial  Racéo comercial Ragao comercial
extrusada com extrusada com extrusada com
38% de proteina  32% de proteina  32% de proteina
bruta bruta bruta

Andlise da qualidade da dgua

No dia de cada coleta, foram avaliadas a temperatura, a transparéncia e a
concentracdo de oxigénio dissolvido na 4gua com o auxilio de aparelho multissensor de
marca “YSY - Mod.50. Posteriormente, uma amostra de 500 mL de &gua era resfriada para
a analise no laboratdrio dos seguintes parametros: aménia, nitrito e pH, processados com o
auxilio de reagentes da marca Alfakit®.
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Processamento e analise microbiol 6gica

No laboratorio, os animais foram submetidos a biometria, para anota¢do do peso e
comprimentos padrdo e total. Posteriormente, foi realizado um exame macroscopico
externo dos espécimes, para a observacdo de qualquer sinal clinico que pudesse indicar a
presenca de bactérias patogénicas.

Apos esse procedimento, os animais foram sacrificados por meio de comogéo
cerebral, desinfetados com alcool 70% e, assepticamente foi realizada a necropsia e coleta

de amostras do rim cefalico e cérebro sob fluxo laminar.

O material foi semeado em Brain Heart Infusion (BHI - Difco) acrescido de 1% de
Bacto Agar e 5% de sangue ovino, e em MacConkey Agar (Difco), sendo incubados a
30 °C durante 24 a 48 horas. Apos o periodo de incubacdo, procedeu-se a caracterizagao
das estirpes isoladas através da morfologia das colonias, hemdlise, teste de Gram, oxidase
e catalase. Em seguida, as coldnias isoladas foram semeadas em placas de Petri contendo o
meio Tryptic Soy Agar (TSA - Difco), sendo incubadas a 30 °C durante 24 horas, para
posterior identificacdo através de provas bioguimicas, utilizando-se os kits API 20 E e API

20 Strep, Biomerieux®, mais provas complementares.

A susceptibilidade dos isolados a antimicrobianos foi determinada pela técnica de
difusdo em disco em agar Mueller-Hinton (20). O teste de sensibilidade aos antibioticos foi
realizado com apenas duas estirpes, referentes as bactérias Streptococcus agalactiae e
Pseudomonas sp. Foram utilizados os seguintes antibidticos para o teste de sensibilidade:
Florfenicol, Amoxicilina, Sulfazotrim, Tetraciclina, Neomicina, Norfloxacina, Ampicilina,
Gentamicina, Acido Nalidixico, Penicilina, Cloranfenicol e Estreptomicina. As placas com
0s in6culos foram incubadas em estufa a temperatura de 30 °C por 24 horas. ApoOs esse
periodo, os diametros das zonas de inibicdo foram mensurados e comparados com a tabela
de performance padrdo para testes de susceptibilidade a antibioticos e, entdo, classificados

em: resistente, intermediario ou sensivel.
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Analise estatistica

A comparacdo da prevaléncia das bactérias em relacdo as fases de criacdo e a
sazonalidade foram feitas utilizando-se o teste de proporcéo (teste Z).

Os testes estatisticos foram calculados através do programa SigmaStat 3.1 (Systat
Software Inc., California, USA), adotando-se o nivel de significAncia de 5%.

RESULTADOS

Foi observada a presenca das seguintes bactérias: Flavobacterium columnare,
Aeromonas spp., Streptococcus agalactiae, Pseudomonas spp., Citrobacter freundii,
Plesomonas shigelloides, Vibrio spp., Pantoea spp., Serratia spp., Stenotrophomonas
maltophilia, Bergeyella zooheleum, Burkholderia cepacia, Enterobacter spp., Moraxella
osloenses e Ochobactrum anthrope (Tabela 2). Verificou-se que 42,9% dos peixes estavam
infectados por pelo menos um taxon, sendo que as bactérias isoladas estavam presentes no
cerebro (11,1%), rins (48,2%) ou em ambos 0s 6rgéos (40,7%).

Entre os exemplares infectados, apenas dois apresentaram sinais clinicos da presenca
de bacterioses: um deles, infectado com Aeromonas sp., apresentava-se letargico e com
exoftalmia; e o outro, infectado com Pseudomonas sp., foi observado com uma coloragao

palida no figado.

Os dados biométricos dos peixes e a prevaléncia total das bactérias encontradas em
cada fase de criacdo podem ser observados na Tabela 3. Verificou-se que as prevaléncias
totais das bactérias observadas em cada fase de criacéo apresentaram valores similares (p >
0,05).

A variacdo na prevaléncia de cada espécie de bactéria isolada de acordo com a fase
de criacdo é mostrada na Tabela 4, e de acordo com a sazonalidade na Tabela 5. Valores
semelhantes foram observados com relacdo a prevaléncia das bactérias entre as fases de

criacdo ou sazonalidade (p > 0,05).

Com relagéo ao antibiograma, observou-se que S. agalactiae apresentou resisténcia a

maioria dos antibidticos testados, com excecdo do Florfenicol. Pseudomonas sp.
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apresentou um nivel intermediario (entre a sensibilidade e a resisténcia) para a maioria dos

antibidticos testados, sendo observada sensibilidade somente a Estreptomicina (Tabela 6).

Tabela 2. Prevaléncia e 6rgao de isolamento das bactérias encontradas em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus), provenientes de cultivo em tanques-rede no rio Grande,
reservatorio de Agua Vermelha, Estado de Sao Paulo, Brasil durante o periodo de margo de
2010 a marc¢o de 2011.

Orgéo de isolamento Prevaléncia (%0)

Aeromonas spp. Rim e cérebro 7,9
Bergeyella zooheleum Rim 1,6
Burkholderia cepacia Rim 1,6
Citrobacter freundii Rim 3,2
Enterobacter spp. Rim e cérebro 14,3
Flavobacterium columnare Rim e cérebro 15,9
Moraxella osloenses Rim 1,6
Ochobactrum anthrope Cérebro 1,6
Pantoea spp. Rim 1,6
Plesiomonas shigelloides Rim 1,6
Pseudomonas spp. Rim e cérebro 17,5
Serratia spp. Rim 3,2
Senotrophomonas maltophilia Rim e cérebro 11,1
Streptococcus agalactiae Rim e cérebro 1,6
Vibrio spp. Rim e cérebro 3,2

Total - 42,9

Na Tabela 7, podem ser verificados os parametros fisico-quimicos da agua
mensurados no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha, Estado de S&o Paulo, Brasil. O
pH, ambnia, amonia tdxica e nitrito apresentaram valores semelhantes durante todo o
periodo de estudo. A transparéncia da agua e o0s niveis de oxigénio dissolvido
apresentaram-se com valores mais baixos durante o0 més de novembro de 2010. Com
relagcdo a temperatura da &gua, foram encontrados os menores valores nos meses referentes

ao periodo seco (maio, julho e setembro de 2010).
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Tabela 3. Prevaléncia (P) das bactérias isoladas e os dados biométricos observados nas
diferentes fases de criagdo de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) provenientes de
cultivo em tanques-rede no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha, Estado de S&o
Paulo, Brasil, durante o periodo de marco de 2010 a marco de 2011.

Fase Peso (g) Comprimento padréo (cm) P (%)
Inicial 56,38 + 13,7 (1,35 - 214,3) 10,06 + 0,93 (4,2 - 17,2) 23,8
Intermediaria 228,58 + 27,4 (59,8 - 444,6) 17,97 £0,78 (13 - 23,5) 57,1
Final 590,63 + 59,6 (205,35-1481,1) 24,21 +0,8 (17 - 32) 52,4

Tabela 4. Prevaléncia das bactérias isoladas em cada fase de criacdo em tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus), provenientes de cultivo em tanques-rede no rio Grande,
reservatorio de Agua Vermelha, Estado de Sao Paulo, Brasil durante o periodo de marco de
2010 a marc¢o de 2011.

Prevaléncia (%)

Bactérias Inicial Intermediaria Final
Aeromonas spp. 0 14,3 9,5
Bergyella zooheleum 0 0 4,8
Burkholderia cepacia 0 4,8 0
Citrobacter freundii 0 4,8 4,8
Enterobacter spp. 4,8 23,8 14,3
Flavobacterium columnare 4.8 23,8 19,1
Moraxella osloenses 0 4,8 0
Ochobactrum anthrope 4,8 0 0
Pantoea spp. 0 0 4,8
Plesiomonas shigelloides 0 0 4,8
Pseudomonas spp. 19,1 9,5 23,8
Serratia spp. 0 4,8 4,8
Senotrophomonas maltophilia 4.8 14,3 14,3
Streptococcus agal actiae 0 4,8 0

Vibrio spp. 0 4,8 4,8




Aline Cristina Zago Dissertacdo de Mestrado 60

Tabela 5. Variacdo sazonal da prevaléncia das bactérias isoladas de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) provenientes de cultivo em tanques-rede no rio Grande,
reservatorio de Agua Vermelha, Estado de Sao Paulo, Brasil durante o periodo de marco de
2010 a marc¢o de 2011.

Bactérias Prevaléncia (%)
Periodo seco (n = 27) Periodo chuvoso (n = 36)

Aeromonas spp. 9,5 8,3
Bergyella zooheleum 3,7 0
Burkholderia cepacia 0 2,8
Citrobacter freundii 7,4 0
Enterobacter spp. 22,2 8,3
Flavobacterium columnare 18,5 13,9
Moraxella osloenses 3,7 0
Ochobactrum anthrope 0 2,8
Pantoea spp. 0 2,8
Plesiomonas shigelloides 0 2,8
Pseudomonas spp. 74 22,2
Serratia spp. 0 5,6
Senotrophomonas maltophilia 3,7 16,7
Streptococcus spp. 0 2,8
Vibrio spp. 3,7 2,8
Total 37,1 47,2

Tabela 6. Antibiograma das bactérias isoladas de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
provenientes de cultivo em tanques-rede no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha,
Estado de S&o Paulo, Brasil, durante o periodo de marco de 2010 a marco de 2011. R =

resistente; | = intermediario; S = sensivel.

Antibiético Streptococcus agalactiae’ Pseudomonas sp.”
Acido Nalidixico I
Amoxicilina
Ampicilina
Cloranfenicol
Estreptomicina
Florfenicol
Gentamicina
Neomicina
Norfloxacina
Penicilina
Sulfazotrim
Tetraciclina
“Amostra isolada do cérebro. . Amostra isolada do rim.

VOV ——DOVDWVW—DOVODXDODO

|
R
|
S
|
|
|
|
R
R
|
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Tabela 7. Pardmetros fisico-quimicos da &gua mensurados na Bacia do rio Grande,
reservatorio de Agua Vermelha, proximo & Unidade de piscicultura em tanques-rede de
Mira Estrela, Estado de S&o Paulo, Brasil, durante o periodo de mar¢o de 2010 a margo de
2011.

Meses de coleta

Parametros —u- 10 Mai/l0  Jul/l0  Set10  Nov/10  Jawil  Mar/il
o,D! 6,6 6,7 6,3 7,6 3,9 6,2 5,2
Tr? 2 >2 >15 1,45 0,98 >1,5 >15
pH 7 7 7 6,8 6,5 7,5 7
T3 29,3 24,5 22,9 23,6 28,6 30,8 28,6
Am* 0,1 0 0 0,1 0,1 0,1 0,1
A 9x10* 0 0 6x10* 23x10* 23x10* 9x10*
Nt® 0,1 0,03 0 0 0,03 0,1 0,03

Oxigénio dissolvido (mg/L); *Transparéncia (m); *Temperatura (°C); *“Aménia (mg/L); >Aménia toxica
(mg/L); °Nitrito (mg/L).

DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizada avaliacdo microbioldgica de O. niloticus criadas em
tanques-rede no rio Grande, reservatorio de Agua Vermelha, Estado de S&o Paulo, Brasil,
verificando suas inter-relacbes com as caracteristicas limnoldgicas e fase de criacdo. Foi
observada a presenca de oito espéecies e sete géneros de bactérias, sendo que aquelas
frequentemente encontradas e que possuem grande importancia na producdo comercial de
O. niloticus sdo: Sreptococcus spp., Aeromonas sp., Pseudomonas sp. e F. columnare
(14).

Diversos fatores predispdem o0s peixes a infec¢Oes bacterianas, tais como: ma
nutricdo, acumulo de residuos organicos nos tanques ou viveiros, estresse causado pelo
manejo ou transporte, qualidade inadequada da dgua e mudanca abrupta da temperatura
(14, 21, 22).

A maioria dos parametros fisico-quimicos da dgua mensurados no presente trabalho
apresentou valores adequados para o cultivo de O. niloticus, exceto a temperatura, que nos
meses referentes ao periodo seco estava abaixo do recomendado para a espécie, que varia

entre 27 a 32°C (14). Apesar disso, a prevaléncia de todas as bactérias encontradas neste
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periodo foi baixa, ndo apresentando diferencas estatisticas significativas com relacdo ao
periodo chuvoso.

Uma grande variedade de bactérias do género Sreptococcus foi associada a
septicemias em peixes. Este patdgeno € considerado um dos mais importantes na criacdo
de tilapias, uma vez que € responsavel por causar uma das doencas mais serias nos
sistemas de cultivo (26). No presente estudo, a prevaléncia total S. agalactiae foi menor do
que a observada por Salvador et al. (26) em O. niloticus cultivadas em tanques-rede na
regido Norte do Parana, Brasil. Salvador et al. (26) verificaram um maior nimero de
infeccbes nos meses com temperaturas mais elevadas, sendo que o0s principais sinais
clinicos observados nos peixes foram: hepatomegalia, esplenomegalia, leséo de pele e base

das nadadeiras, e exoftalmia com opacidade da cdrnea.

As bactérias dos géneros Aeromonas e Pseudomonas podem ser frequentemente
isoladas de peixes saudaveis, uma vez que sdo de ocorréncia comum no solo e na agua
(22). Infeccbes por estas bactérias geralmente sdo causadas quando ha algum disturbio
ambiental ou pressdo de manejo, podendo levar a um quadro de infeccdo generalizada
(septicemia hemorragica) em peixes (6, 14). No presente estudo, apenas um exemplar
infectado por Aeromonas spp., e outro infectado com Pseudomonas spp., apresentaram

sinais clinicos de doenca causada por estas bactérias.

As espécies pertencentes ao género Pseudomonas foram as mais prevalentes no
presente estudo. Entretanto, uma maior taxa de prevaléncia foi observada por Eissa et al.
(7), estudando O. niloticus proveniente dos lagos de Qaroun e Wadi-El Rayan, no Egito.
Neste estudo, Eissa et al. (7) observaram sinais tipicos de septicemia ocasionada por esta
bacteriose, como: vermelhiddo por todo o corpo, hemorragia, inchaco abdominal, com
presenca de liquido sanguinolento e olhos opacos.

Martins et al. (19) observaram uma alta mortalidade devido a infeccdo por
Aeromonas caviae em O. niloticus criadas em tanques-rede no reservatorio de Trés Irméos,
Estado de S&o Paulo, Brasil. As varidveis limnoldgicas ndo apresentaram relacdo com a
mortalidade e o Unico sinal clinico observado apos a necropsia foi palidez do figado. Foi
realizada suplementacdo com vitamina C na dieta dos peixes e ap0s esse tratamento, houve

58% de reducdo da mortalidade. De acordo com Martins et al. (19), a manutengdo dos
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peixes em sistema intensivo, o baixo nivel de vitamina C na dieta e 0 manejo inadequado

podem ter colaborado para o surgimento da infec¢éo.

Flavobacterium columnare é responsavel por causar a doenca conhecida como
columnariose, a qual afeta uma ampla gama de peixes de 4gua doce em todo o mundo (3).
Apresenta grande impacto econdémico sobre a producdo de peixes, uma vez que pode
ocasionar elevada taxa de mortalidade (29). No presente estudo, F. columnare apresentou a
segunda maior prevaléncia entre as bactérias encontradas, porém nenhum dos peixes

analisados apresentou sinais clinicos desta bacteriose.

No Brasil, ha poucos registros da presenca de F. columnare em peixes, tendo sido
relatada apenas em O. niloticus (8, 28), Mugil platanus (30), Brycon orbignyanus,
Piaractus mesopotamicus, Colossoma macropomum e Hypostomus plecostomus (23).

As bactérias Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Plesomonas shigelloides,
Senotrophomonas maltophilia, Vibrio spp., Bergeyella zooheleum, Burkholderia cepacia,
Moraxella odoenses, Ochobactrum anthrope, Pantoea spp., e Serratia spp. encontradas
neste estudo, fazem parte da microbiota aquatica, e geralmente entram no hospedeiro
através do sistema digestivo ou lesbes na pele e branquias. Entretanto, quando ocorre
algum desequilibrio ambiental e os peixes sdo submetidos a alguma situacdo de estresse,
estes microrganismos podem ocasionar infeccdo generalizada (septicemia), levando os
peixes a morte e trazendo prejuizos consideraveis ao piscicultor (1, 4, 9, 11, 12, 25, 27,
28).

Alguns trabalhos presentes na literatura relatam a ocorréncia destas bactérias em
peixes. Shama et al. (30), realizaram um levantamento das bactérias presentes nos rins e
lesbes externas de jundias (Rhamdia quelen) criadas em sistema semi-intensivo na regido
de Santa Maria, Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Foram observados 11 diferentes
géneros bacterianos, dentre eles P. shigelloides e Vibrio spp., encontrados com maiores

taxas de prevaléncia do que as observadas no presente estudo.

Apun et al. (2) realizaram exames bacteriologicos em diversos érgéos (figado, rim,
intestino e muasculo) de quatro espécies de peixes pertencentes a familia Cyprinidae. Um

total de 16 espécies de bactérias foi recuperado de diferentes 6rgaos dos peixes, tais como:
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C. freundii, Enterobacter aerogenes, P. shigelloides, Serratia liquefaciens e Vibrio

anguillarum.

Recentemente, S. maltophilia foi isolada dos rins, figado e liquido ascitico do bagre
do canal (Ictalurus punctatus), provenientes de lagos e de piscicultura em tanques-rede na
provincia de Sichuan, China (9).

Loch & Faisal (18) isolaram a bactéria Pantoea agglomerans dos rins da truta-
marrom (Salmo trutta) provenientes do lago Huron, Michigan, Estados Unidos.

De acordo com Kubtiza & Kubtiza (15), a tolerancia dos peixes a certos patdgenos
aumenta com a idade, a medida em que o sistema imune é fortalecido e desenvolve
memoria imunoldgica depois de repetidas e continuas exposi¢cdes aos antigenos
relacionados a estes organismos. Entretanto, no presente estudo, a prevaléncia das bactérias
isoladas de O. niloticus ndo diferiu estatisticamente entre as fases de criagdo. Uma das
razOes para a ocorréncia desse resultado pode estar relacionada ao fato de que o ciclo de

producéo de O. niloticus é muito curto na piscicultura estudada.

As bactérias encontradas no presente estudo normalmente habitam os sistemas
aquaticos e convivem em pleno equilibrio com os peixes, até 0 momento em que algum
disturbio ambiental ou pressdo de manejo o0s predispbe ao ataque de organismos
patogénicos (14, 22). Foi observada baixa prevaléncia das bactérias isoladas, sendo que a
maioria dos peixes ndo apresentou sinais clinicos de bacterioses. Possivelmente, tal
situacdo ocorreu devido a influéncia de fatores, como: qualidade da 4gua, nutricdo, manejo
e densidade de estocagem adequadas para o cultivo de O. niloticus na propriedade

amostrada.

O ambiente aquicola consiste em um importante meio para a selecdo de espécies
bacterianas resistentes a varios antibidticos, devido a utilizacdo, muitas vezes de forma
indiscriminada, de tais substancias no tratamento e profilaxia de determinadas doencas
bacterianas (17). Apesar da piscicultura estudada nédo utilizar qualquer tipo de antibidtico
para profilaxia ou controle de doengas, as bactérias submetidas ao teste do antibiograma
apresentaram sensibilidade a apenas dois dos antibioticos testados. Resultado semelhante

foi encontrado por Lima et al. (17), os quais observaram resisténcia das bacterias isoladas
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de O. niloticus provenientes de piscicultura em tanques escavados a todos os antibioticos

testados, embora ndo houvesse 0 uso destas substancias.

Estes resultados sugerem que a resisténcia aos antibidticos pode ser promovida e
mantida por outros fatores, além da sua utilizacdo no ambiente aquético. Os antibidticos
tém sido utilizados em grandes quantidades nas criacfes animais (pecuéaria), sendo que
muitas dessas moléculas ndo sdo totalmente metabolizadas no organismo animal, uma vez
que sdo excretados na urina e nas fezes. A utilizacdo de excretas de animais e do lodo de
esgoto para fins de adubacdo consiste numa das principais vias de disseminacdo desses
compostos, e uma vez no ambiente, os residuos de antibioticos podem acumular-se no solo,
sofrer lixiviagdo ou, ainda, ser transportados, via escoamento superficial, para os corpos
hidricos (24).

Ademais, o contato fisico entre as bactérias no meio aquético possibilita uma alta
frequéncia de troca de elementos genéticos moveis, como plasmidios e transposons, sendo

particularmente importantes para a difusdo de resisténcia a drogas (5, 17).

Através dos resultados obtidos, pode-se constatar a ocorréncia no reservatorio de
Agua Vermelha, Estado de S&o Paulo, Brasil, das principais bacterioses que acometem o
cultivo de O. niloticus, e que as caracteristicas limnologicas e fase de criacdo nao
influenciaram na ocorréncia desses organismos. Além disso, este é o primeiro registro da

ocorréncia de bacterioses no reservatorio estudado.
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