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RESUMO

Foi avaliada a suplementacéo dietéticAMecibariasobre a eficacia da
imunizacdo de surubins hibridos contra septicemiadnragica causada
por A. hydrophila Os tratamentos foram: peixes alimentados cona diet
contendo probidtico; peixes vacinados: e peixesinedos e
alimentados com dieta contendo probidtico; e peirés tratados
(controle). Os peixes dos dois tratamentos quebesaen probidtico
foram alimentados com racé&o contemiocibariadurante 41 dias. No
15° dia do experimento os animais dos que receberacina foram
vacinados intraperitonealmente, com posterior ¢eforal, o qual durou
guatro dias. Uma semana ap0ds o reforco, trés pexasada unidade
experimental foram coletados. A alimentacdo com biptio
influenciou no aumento do nimero de trombdcitoa eahcentracéo de
lisozima quando comparados aos surubins que nabesim a bactéria
W. cibaria na dieta. J4 a vacinacédo influenciou no aumentdsitdim
aglutinante, concentracédo de lisozima e atividadienicrobiana quando
comparados aos surubins ndo vacinados. Porém née hioteragéo
entre a alimentagdo com probidticos e a vacinagésugubins hibridos
nos parametros analisados.

Palavras-chave Siluriformes, vacinaWeissella cibaria Aeromonas
desafio






ABSTRACT

It was evaluated the dietary supplementatidh cibaria on the
effectiveness of hybrid surubins immunization aggihemorrhagic
septicemia caused . hydrophila The treatments were: fish fed with
diet containing probiotic, vaccinated fish, andcinated fish fed a diet
containing probiotics, and fish and untreated (adptFish of the two
treatments that received probiotic were fed Withcibariafor 41 days.
On the 18 day, the animals would receive the vaccine weceinated
intraperitoneally with subsequent oral reinforcetnevhich lasted four
days. One week after the oral booster, three fisim feach experimental
unit were collected. The supplementation of probimfluenced the
increase in the number of thrombocytes and the erdration of
lysozyme, when compared to surubins that don'tivedebacteriaW.
cibaria in the diet. Furthermore, the vaccination influeth¢he increase
of the agglutination title, concentration of lysozy and antimicrobial
activity when compared to unvaccinated surubinsvéier, there was
no interaction between diet with probiotics andowaation in surubins
hybrids in these parameters.

Key words: Siluriformes, vaccine,Weissella cibaria Aeromonas
challenge
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CAPITULO 1

SUPLEMENTACAO COM PROBIOTICO E IMUNIZACAO NA
MELHORA DO SISTEMA DE DEFESA EM PEIXES
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1. INTRODUCAO

A producdo aquicola mundial esta em constante efpan
(ARSLAN, M. et al.2013), assim como a piscicultwentinental que
apresentou em 2011 uma producdo de 35.596.86330r%%6 superior
do que em 2007 onde produziu 26.621.449 ton (FAXQ3R No Brasil
este crescimento também se destaca: de um paten2@7d13 ton em
2007 o Brasil produziu 541.151 ton em 2011. Ensepeixes mais
cultivados no pais em aguas continentais a til&@a carpas séo as de
maior importancia, juntas somaram 63,4% da produgdgional de
pescado em 2010, seguidas dos peixes redondoosatmbaqui
(Colossoma macropomympacu Piaractus mesopotamicyse seus
hibridos, os quais representaram juntos 24,6% ddugéo (BRASIL,
2010).

Contudo, os cultivos das espécies nativas no Bésilpotencial
de crescimento superior aos cultivos de espéci@ticag, como tilapia
(Oreochromis niloticus e carpa Cyprinus carpip (BEUX;
ZANIBONI-FILHO, 2007). Com isso, a producéo braisdede surubins
(Pseudoplatystomssp.) chega a 1.747 ton em 2011 (FAO, 2013).

Os bagres sul americano$seudoplatystoma reticulature
Pseudoplatystoma corruscand8UITRAGO-SUAREZ; BURR, 2007),
quando cruzados, obtém-se uma prole de surubindailfFigura 1).
Esses bagres apresentam alto valor econémico dexddexcelente
sabor e auséncia de espinhos em seu filé, casdici@si as quais
garantem ampla aceitacdo para comercializacdo ertegfo para a
Europa e para os Estados Unidos (ARSLAN et al.3R01

Os surubins sdo carnivoros, alimentam-se de pehesores,
principalmente durante a noite e possuem habito refgoducao
migratoria com alta fecundidade absoluta (grandstigade de ovos e
pequeno diametro). Durante o dia permanecem erusepno fundo
dos rios (CAMPOS, 2010). Segundo Santos, MartiRsrapeu (2012),
os bagres da familia Pimelodidae séo principal db/captura de peixes
de agua doce da América do Sul por causa das ele®learacteristicas
citadas anteriormente, as quais induzem a sobrepess regides em
que eles ocorrem.

Com isso, 0 interesse na producdo em cativeiro @&uwerg
Pseudoplatystomavem aumentando por causa do seu rapido
crescimento, baixa conversdo alimentar e alto padeiqualidade de
carne, possibilitando a exportacdo (GODINHO et &007).
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Atualmente, no cultivo deste género, os hibridos sa@mumente
utilizados para aprimorar a produgéo de alevineando a diminuicdo
de canibalismo e rapido crescimento (NUNEZ e&l11).

No Estado do Mato Grosso do Sul, surubins hibridés
produzidos em tanques-redes de £8Andensidade de estocagem varia
de 139 peixes/m® (para juvenis de até 100 g) at@enes/m? (para
peixes adultos de até 1400 g). A biomassa finafj@te 70 kg/m3 e a
sobrevivéncia final fica em torno de 90 a 95% (CADE, 2010).

Alguns estudos est8o sendo realizados para apriraocaltivo
de pintado . corruscany cacharal. reticulatun) e seus hibridos, ja
que esses possuem um grande potencial de -cultivoBrrasil
(ROUBACH et al., 2003). Fagundes e Urbinati (2008alizaram
experimentos para entender a dindmica da resp@stdodica ao
estresse comumente realizado na producdo intewdsvaintado P.
corruscan¥ e concluiram que o pintado se comporta como ®utra
espécies de peixes diante de um estresse agudo.

J4 que a producdo destes peixes exige desenvaoteime
tecnoldgico, alguns trabalhos tém sido publicadeemtemente, tais
como: influéncia da densidade de estocagem env@ulFRASCA-
SCORVO et al., 2008); requerimentos de proteinfgideos na dieta
(ARSLAN et al., 2013); suplementacdo de probidtieoprebibticos
(MOURINO et al., 2012); caracterizacdo de bactépasogénicas
(SILVA et al., 2012); performance de crescimentousto de producao
em diferentes sistemas de cultivo (ROMAGOSA; LIRADIC
SCORVO, 2011); e altera¢bes nas estruturas morfalegisseas em
pintados com deficiéncia de vitamina C (FUJIMOTOANIOS;
CARNEIRO, 2013).

A baixa condi¢cdo de qualidade de 4gua como resutiad altas
densidades de cultivo, excesso de alimentacdo érienairganica no
viveiro, manejo inadequado, além de alguns fatoaesbientais,
favorecem uma condicdo de estresse e, por consegodn micro-
organismos podem infectar o0s peixes facilmente (MPE®
MARTINS, 2004). Com isso, surtos de doencas deeorigpacteriana
em fazendas de cultivo de surubins sdo comunsveorio por causa da
ampla variacdo de temperatura durante todo o dieal@ente os peixes
apresentam sintomas de bacterioses tais como: regias no anus,
lesbes externas e vermelhiddo na base das nadadésses sinais
clinicos podem levar a uma mortalidade de até 8@Poprbducao
(CAMPOS, 2004).
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Figura 1: Pseudoplatystoma reticulatur(fémea) eP. corruscans
(macho). Peixes puros o quais cruzados obtém-sgrubim hibrido
(abaixo).

Pintado | | Cachara
P. corruscans l' P. reticulatum

Surubim hibrido

Fonte: Adaptado de Silva (2010).

1.1 Bacterioses

Bactérias causadoras de doengcas em peixes séoshetadas
atualmente. As principais espécies causadoras eecds bacterianas
em peixes estaddstreptococcus ingeas quais podem causar doencas
tanto em 4gua doce como em agua salgada (AGNEWNESR2007);
Flavobacterium psychrophilume Aeromonas salmonicigla muito
encontradas no cultivo de salmdo (STROM-BESTOR; MUKD,
2011 ); Pseudomonaspp., uma das principais bactérias agentes de
mortalidade de peixes de agua doce (KUMARAN et24110);Vibrio
anguillarum agente causador de doencas em animais aquaticos,
principalmente marinhos (AUSTIN, 2010Aeromonas hydrophila
capaz de causar septicemia em peixes e anfibiBlotobacterium
damselasubsp piscicida relacionada como patégeno para aquicultura
com destaque para o aturh(innus thynnggMLADINEO; MILETIC;
BOCINA, 2006; HO et al., 2011).

Dentre as bacterioses, as bactérias do gédenmmonas
recebem destaque por estarem constantemente presandmbientes
aquaticos e fazerem parte da flora microbiana nlodeapeixes (EL-
BARBARY, 2010). Este género foi descrito anterionteéepor Rall et al.
(1998) como patdégeno emergente de importdncia emsc na
piscicultura.
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A Aeromonas hydrophilaestd frequentemente associada a
doencas em carpas, enguiadnduilla spp.), catfish Iftalurus
punctatu$, tildpia Oreochromis niloticus truta ©ncorhynchus
mykis3, e alguns outros animais. Essa bactéria proviearmrtalidade
e grandes perdas econ6micas na aquicultura despagxégua doce no
mundo (SASAN et. al., 2011). E uma bacteria Gragatiea movel,
caracteristica a qual prové capacidade de invad#&a$ internos mais
facilmente. Essas bactérias podem também agir gatdgeno primario
capaz de desencadear doencas em condi¢Oes ideaiftide, sem um
fator predisposto como diferencas bruscas de textyvar por exemplo.
A septicemia causada pefa hydrophilamdvel é umas das doencas
mais devastadoras em cultivo de espécies aquatiecaslp capaz de
produzir desde sinais cronicos até sinais agudopeixes provocando
mortalidades (SCHRADER; HARRIES; DARWISH, 2013).

Outros autores ainda relataram que ha associaclie an
concentracéo de oxigénio, aménia e solidos distmdviotais presentes
na dgua na prevaléncia de casos de peixes infegaideromonaem
fazendas de cultivo (ORTEGA et al.,, 1996). Agromonassao
conhecidas ainda como oportunistas em peixes dmpse-se de
condi¢cdes de estresse como pior qualidade de agaae&jo inadequado
causando de surtos epidémicos em fazendas de ocultv peixes
(BEAZ-HIDALGO; FIGUERAS, 2013).

Assim como outros grupos de bactérias patogénieas,
Aeromonasspp. possuem VArios mecanismos, 0s quais as ajadam
aderir e invadir tecidos. Esses mecanismos vaoedesahais simples
como as paredes de lipopolissacarideos (LPS), ateipas da
membrana externa (OMPSs), e produtos extracelularegemplo das
hemolisinas; até mecanismos mais complexos comenaurticacao
bacteriana, “quorum sensing” (GUDMUNDSDOTTIR;
BJORNSDOTTIR, 2007; JANDA; ABBOTT, 2010).

Em surtos de mortalidades de surubim hibrllee(idoplatystoma
reticulatum x P. corruscans em fazendas de cultivo localizadas no
Mato Grosso do Sul a bactéria. hydrophila causou em 2009
mortalidades significativas. Esta bactéria foiaslal (Figura 2) de rim e
cérebro de animais que apresentaram sinais clisien®lhantes aos
descritos por Campos (2004) e caracterizada pea 8tlal. (2012) com
comprovada patogenicidade. Estes autores observaiatalidade de
50 + 12,5% em surubins hibridos infectados com atéba A.
hydrophilana concentracéo de 2X10FC.mL* (SILVA et al., 2012).
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Figura 2: Fluxograma explicativo para selecao e identificagé cepas
hemoliticas em Agar Sangue.

E-v- @

lecnlo nacernde

Dilmgao zenada Semendur em

Agar Songue

4
_\:f& ." l"'rl[llwﬂ
o

Crezenmento e

Identificagao ) »
i cepas hetoliticas

Brogquimiea

Fonte: Adaptado de SILVA et al. (2012).

Pode-se dizer entdo que a bact@ggomonas hydrophilé uma
das principais causadoras de surtos de mortaliéadefazendas de
surubins hibridos, durante a fase de engorda, notr@©este
Brasileiro.

Com o diagnostico dessas enfermidades, a maioria do
produdores adota 0 uso de antibiéticos como solugéntudo, ha uma
tendéncia mundial em proibir o uso de antibiéticagproducdo animal.
No Brasil o uso de diversos destes antibioticos pimibido com a
finalidade de aditivo alimentar no uso veteringoiglo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), copw exemplo o
cloranfenicol e nitrofuranos (IN n° 09, 27/06/2Q03traciclinas,
quinolonas e sulfonamidas sistémicas (IN n°® 267/2@9 que revoga a
Portaria n°® 193/1998); e espiramicina e eritronaiciiN n°® 14,
17/05/2012).

Para o controle de bacterioses, os antibiéticosasdimamente
utilizados, porém o uso inapropriado tem algumasval@agens, tais
como aumento da codificacdo do plasmideo de rasiaté antibidticos,
e atraso nas vendas de peixe ja que estes prewspeitar o tempo de
caréncia para o consumo humano (SASSAN et al.,)2@1dm disso, a
proliferacdo dessas bactérias resistentes atravésa indiscriminado
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de antibiéticos poderdo transferir seus genes dist@acia a outras
bactérias que nunca foram expostas ao antibiéfidoef al., 2009).

O perfil de sensibilidade a antibi6ticos de hydrophilafoi
reportado por El-Barbary (2010) mostrando que eaatéria é
resistente a antibioticos como amoxilina, ampiailenpenicilina, porém
sensivel a oxitetraciclina. Contudo, sabe-se qusntoeapresentando
susceptibilidade a alguns destes antibidticos oingiscriminado ir4
selecionar ao longo do tempo cepas Ale hydrophila resistentes,
restringindo ainda mais as alternativas de trat&msemeste patégeno.

Alternativamente ao uso de antibiéticos, o desefivanto de
vacinas esta em evidéncia como ferramenta proraissmrcombate de
bacterioses em peixes, ajudando a reduzir as perdamdmicas
(WANG et al., 2013), além disso o uso de probid&itam se mostrado
indispensavel como promotor da melhora imunologiea animais
aquaticos (MOURINO et al., 2011).

1.2 Vacinacdo em peixes

Desde muito tempo a literatura conceitua a vacmagipeixes,
sendo que o objetivo da vacina é proporcionar diwigiuo resisténcia a
doenca sem sofrer infec¢do potencialmente arriscld@ndo simular a
infeccdo natural, produzindo imunidade e néo unfererndade (ELLIS,
1988). Entretanto, a imunizacdo é um processo w@r@m que o
hospedeiro produz anticorpos em resposta a detedmirantigeno
(HOLWAY; KLONTZ, 1971)

O primeiro trabalho cientifico publicado com imwagao de
peixe foi a vacinagcdo de truta®rcorhynchus mykisgor via oral
contra furunculoseA. salmonicid® obtendo resultados de aumento na
sobrevivéncia (DUFF, 1942). Depois deste estudaacinacdo de
peixes foi positivamente comprovada por Holway eritz (1971), onde
foram vacinadas trutas arco-ir3.(mykis¥ contra furunculose. A partir
desse momento, o desenvolvimento de vacinas fdosgprimorado por
pesquisadores do mundo todo com o aparecimentows tecnologias
de fabricacéo.

Durante a uUltima década, a vacinacao tornou-sertame para a
prevencdo de doencgas infecciosas em viveiros depdirU et al.,
2009). Entre as vacinas mais conhecidas e utilizaemos: vacinas
inativadas, vacinas de DNA, vacinaghbsts, atenuadas, entre outras.
Para melhor entendimento, Pridgeon e Klesius (2GdiGidem as
vacinas em duas categorias: as vacinas inativadagas) e vacinas
vivas (Tabela 1).
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O uso de bactérias vivas atenuadas como vetodpgranibilizar
antigenos ao peixe é ideal para minimizar os custosvitar as
dificuldades de purificacdo e isolamento de antige(v¥AN et al.,
2013). Porém, bactérias vivas atenuadas estaoiada®c riscos de
reversdo para uma forma virulenta, fator que lindtauso desta
tecnologia (MAGNADOTTIR, 2010). O aumento na qudatle de
anticorpos especificos e mortalidade relativa foresgistrados no
paulistinha ou peixe-zebr®énio rerio) vacinado por banho de imerséo
com vacina atenuada contra vibriosgb(io anguillarum) (ZHANG et
al., 2012).

Vacinas a partir do dna (vacinacdo com &cido ncm)étém
emergido como poderosa tecnologia, que pode sdécadpl para o
desenvolvimento de vacinas. Os genes que codifmsrantigenos de
vacinacao séo clonados em um plasmideo eucaridtiené geralmente
administrado por injecdo (ebensen et al., 208l)eptococcus inae
administrada intraperitonealmente na forma de zad® dna ofereceu
protecdo satisfatéria para linguadoscqphthalmus maximus
comprovada pela alta porcentagem relativa de siférasia e analises
imunoldégicas (sun et al., 2010). Outro estudo tamh&lata imunizacao
contra V. anguillarum em perca-gigante lates calcarifej apds
vacinacdo de dna via oral encapsulada em nanagasgjacomprovada
pelo aumento significativo de anticorpos espedfigkumar et al.,
2008).

A inativacdo genética de bactérias gram-negatigas, produz
fantasmas bacterianos (do ingl@hdsts bacterialj, tem sido relatada
como abordagem nova e promissora na tecnologiaaleas inativadas.
As vacinas ghost$ sdo produzidas pela controlada expressédo do gene
phix174liseE. Essa quebra resulta na formacdo tdacbacteriana
vazia (envelopes celulares), que tem a mesma cagapoda superficie
celular como os seus homélogos vivos. Além disks exibem todos
0s componentes de superficie de uma forma natus@becapazes de
induzir resposta imune forte das mucosas (TU,.e2@09).
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Tabela 1: Vantagens e desvantagens de vacinas inativadas® péra
aplicagdo em peixes.

Vacina Vantagem Desvantagem

Mais de uma dose pode
ser necessaria para uma
resposta inicial, e a sua
duracado pode ser menor

N&o existe a preocupacan ) .
que a vacina viva.

da cepa se tornar virulenta

Inativada no futuro. .

Mais trabalhosa.

Seguro ao meio ambiente . .

9 Necessita de adjuvante

para uma maior eficicia

0 que pode aumentar 0
custo.

Administracdo mais facil. Pode se tornar uma cepa
virulenta no futuro.
Sem necessidade de  Pode prejudicar o meic
adjuvante ambiente.

Vivas

Fonte: Adaptado de Pridgeon e Klesius (2010).

Foi relatado que ha aumento na producdo de antisorp
especificos no soro de kinguiogarassius auratys e tilapias
(Oreochromis mosambicusimunizadas com vacinasghost” de
Edwardsiella tardainativada por formalina e administradas oralmente,
guando comparados aos animais ndo vacinados (KW@Nz2006; TU
et al., 2009). Estes resultados s&o interessaniés geriam uma
alternativa para aplicacdo de vacinghdst em producdao intensiva de
peixes. Além disso, ap0s possuir a cepa de bactenménica, a
fabricacdo da vacina convencional € menos viavetiu® as demais
vacinas inativadas.

As vacinas inativadas preparadas a partir de clulartas por
calor ou formalina (bacterina), sdo as mais utliim Trutas arco-iris
vacinadas contactococcus garvieae A. hydrophilainativadas com
formalina (BASTARDO et al.,, 2012) e bacalhaGaflus morhup
vacinados contistonella anguillaruminativadas por calor (CAIPANG
et al., 2012) apresentam resultados positivos.sB&sanas ainda podem
conter produtos extracelulares oriundos do crestinédacteriano
(toxoides), como as hemolisinas, responséaveis lieda de células
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sanguineas; enterotoxinas, que podem agir noiepiéstinal e causar
inflamacéo; e as proteases, que contribuem na grtidade causando
danos diretos nos tecidos (COSTA, 2003). Estesupseddevem ser
levados em conta na producéo da vacina.

Assim como 0s outros preparos, as vacinas mortafopualina
ou calor apresentam resultados positivos em trautes-iris vacinadas
com Lactococcus garvieae A. hydrophilainavidadas com formalina
(BASTARDO et al., 2012) e em bacalhaBadus morhupvacinados
com Listonella anguillaruminativadas por calor (CAIPANG et al.,
2012).

Muitos dos produtos extracelulares oriundos do carento
bacteriano estdo relacionados com a viruléncia cifsme da A.
hydrophilacomo citocinas, hemolisinas e proteases, sende ékimas
as mais importantes. Estes produtos podem ser gagwe durante o
preparo da vacina, contudo nenhuma vacina de @imtepntraA.
hydrophilaesta disponivel comercialmente (SASSAN et al., 20Adr
isso, é importante o desenvolvimento de tecnolog@as o0 uso e
aplicacdo de vacinas contra essa bactéria.

Recentemente, trabalhos usando vacinas Ade hydrophila
confirmam a eficiéncia do uso destas em prevenirtalidades em
bagre do canal e tilapias do Nilo imunizados cominas atenuadas
(PRIDGEON; KLESIUS, 2011). Em trutas arco-iris wedas
intraperitonealmente com vacina bivalente, inatapor formol,
contendoA. hydrophila também foi observada alta protecédo e reducéao
da mortalidade (BASTARDO et al., 2012), bem comemeinacdo oral
de A. hydrophilafoi testada em bagre ou peixe gato andaGtarias
batrachu3 apresentando, também, resultados positivos (NAYAKI.,
2004).

A eficacia da administragdo da vacina em peixexmdp do
patégeno e de suas vias de infeccdo natural, assino o estado e
idade dos peixes, e da forma de preparo das vacloas isso pode-se
destacar vantagens e desvantagens de cada vilcaedp (Tabela 2).

Entre as diferentes estratégias de vacinacdo gdmjmdividual
intraperitoneal (i.p.) apresenta melhores resutig8d_VA et al., 2009).
Vérias vacinas injetaveis tém sido desenvolvidaa peevencéo contra
bacterioses, embora muitas destas vacinas diferars@ em sua
composicado (EVANS; KLESIUS; SHOEMAKER, 2004). A vacao
por injecao tem se mostrado mais eficaz, porémeexignanipulacéo do
pescado, que é trabalhosa, estressante para @s,peixequer que 0s
peixes tenham um peso minimo para sua administre&ANT;
LAPATRA, 2011).
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Tabela 2: Diferentes vias de administracdo de vacinas exepgsuas
vantagens e desvantagens.

Via de

L ~ Vantagens Desvantagens
administracao

E muitas vezes
necessario o uso de um
revestimento para
evitar a quebra das

bactérias pelo

O método mais facil ja
gue a alimentacéo faz
parte do manejo normal.

Oral estdbmago.
Sem estresse para o N
. Prové baixas
animal. . T
imunizacdes e pode
requerer mais
aplicacoes.
Peixes pequenos e
, - novos podem requerer
Relativamente facil com 0S podem requer
N mais aplicag@es, pois
a alteracdo minimada . .
~ ndo possuem o sistema
~ producéao. . o o
Imerséo imune téo ativo.
Estresse minimo nos .
. Pode néo prover
peixes. . o ;
imunizacdes efetivas
para alguns pat6genos.
Efetiva para varias Requer mais tempo e
doencas. pessoal treinado.
Tempo de protegdo muito  Peixes pequenos
Injecao maior. podem néo responder

bem.
Cada peixe é tratado
igualmente, dando Causam muito estresse
seguranga ao produtor. aos peixes.

Fonte: Adaptado de Pridgeon e Klesius (2010).
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As vacinas via banho de imersdo apresentam ressltad
contraditérios em eficacia. Imunizacédo via banhentersdo em baixos
niveis de agua, apresenta algumas vantagens, cacioaplicacéo,
porém a quantidade de vacina necessaria para gquenézacio seja
feita a torna muitas vezes inviavel. Por isso, ematmente utilizado
banho com uma quantidade de antigeno concentradanpgeriodo
menor de tempo, mas é descrito que uma vacinacdlmngada
disponibiliza maior protecdo (PLANT; LAPATRA, 2011)

J4 a vacinacao oral € uma boa alternativa, enteetxistem
poucas opg¢bes no mercado devido & grande quantiadmtigeno
requerido para estimular a resposta imune. Paréedrar a vacina na
racdo (vacina via oral) é necessario primeiro wesatertos problemas,
como por exemplo o sistema que protege os antigga®xondicdes
hidroliticas no estdmago, e um método de contreldasagem afim de
garantir que a vacina seja ingerida pelos peix@B@AR, et.al, 2011).

Uma alternativa a estes problemas citados acima serco-
administracdo de vacinas com antiproteases e maag@ermeaveis
gue permitem a vacina a escapar da hidrolise estnmautro método
seria a bio-encapsulacéo, como a incorporacdo tigeans na dieta
viva com o intuito de aumentar a resisténcia daattgdo digestiva
(VANDENBERG, 2004).

No entanto, a vacina oral ndo tem sido eficaz, antigenos séo
frequentemente destruidos no sistema digestorigsamie atinjam as
areas sensiveis do intestino (GUDMUNDSDOTTIR; BIGROTTIR,
2007). Mesmo assim, a aplicacao da vacina porrabéoatraente, pois
€ adequada para administracdo em massa de peixdeddge o0s
tamanhos. Isso ndo impbe pressdo sobre os peixggiepmao é
necessario tratamento e portanto, nao interferepré@&as de manejo
(TU et al., 2009). Com isso, torna-se interessaniélizacdo da vacina
oral na forma de refor¢o a uma primeira vacinacao.

1.3 Probiéticos

Alimenta¢gBes suplementadas com probidtico sdo canten
utilizadas na aquicultura como no camardo do pacifitopenaeus
vannamei(VIEIRA et al., 2007); em tilapias do Nilo (JATOB#t al.,
2008); assim como em surubins hibridd®sdudoplatystomasp.)
(MOURINO et al., 2012) resultando na melhora dadsadlesses
animais.
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O termo probiético é geralmente compreendido cowrctéias
que promovem saude dos animais (BALCAZAR, 2006}refanto, a
definicdo mais aceita hoje em dia foi dita por Gatgpe (1999) onde
probiéticos sdo “células microbianas que sdo adinadas de uma
maneira que entrem no trato intestinal e manterg@mivas, com o
objetivo de melhorar a satde do animal”.

Por outro lado, Verschuere et al. (2000) afirmare factérias
probidticas podem atuar também no ambiente em duosjpedeiro esta
inserido. A interacdo intensiva entre o ambiente aospedeiro na
aquicultura implica que muitos probiéticos séo ddmi do ambiente e
nao necessariamente do intestino. Esta € umagiiai qual ndo pode
ser descartada, porém o foco deste trabalho semdbese em micro-
organismos que atuam no trato intestinal.

As bactérias Gram positivas sdo as mais utilizadasio
probidticos, pois em geral, possuem menos repi@sest patogénicos e
ainda possuem um grande numero de representargedajee fala de
micro-organismos probidticos, tais como bactériass dyéneros:
Bacillus Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus Lactococcus
Micrococcus Streptococcus Vagococcus Aerococcus Pediococcus
Leuconostoc(RINGO; GATESOUPE, 1998; BALCAZAR, 2006).

Contudo, é essencial saber a origem da bactérmdtica (se for
isolada do proprio peixe preferivelmente), a seatpdé (ndo
patogénica), e habilidade da mesma de manter-aenoitrato intestinal
para um bom desempenho no peixe.

Embora algumas cepas de probidticos al6ctones gesdram
papel positivo no bem-estar geral dos peixes, h&amsenso geral de
que cepas de bactérias acido laticas autéctonesigrasmaior chance
de colonizar o intestino e trazer beneficio & sala@ospedeiro (SUN
et al., 2013).

Por isso o método de selecdo de bactérias com giaiten
probidtico é extremamente importante (Figura 3)tddés de selecdo
de probidticos em geral incluem: avaliacdo da fddre de competir
com patégenos, avaliagdo da patogenicidade da ommapotencial
probidtico, avaliacéo do efeito no hospedeiro, iaedleconémicas e de
custo beneficio (BALCAZAR, 2006), lembrando sempgee os
probidticos sdo hospedeiro-especificos, ou sejss séeitos positivos
podem estar limitados ao seu hospedeiro naturbl@R) et al., 2010).

A microbiota gastrointestinal dos peixes estd dinente
relacionada com a salde e nutricdo do hospedei@U@RINO et al.,
2012; PEDROTTI et al., 2013). Muitos estudos comano que 0 USO
de bactérias acido laticas na alimentacdo de p@pb@aovem a salude
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dos mesmos (TOURAKI et al., 2012; TAPIA-PANIAGUA &it, 2012;
GHOSH; SINHA; SAHU, 2008), mas pouco se sabe poaisqu
mecanismos essas bactérias ajudam na salde dasisapimual via
matabolica elas podem influenciar. Contudo, podeestacar alguns
mecanismos de a¢ao que os probidticos possuensptais. competicao
por excluséo, fonte de nutrientes e contribuicaoneditica na digestao,
aumento na resposta imune, e efeitos antiviraidl (BXZAR, 2006).

Figura 3: Fluxograma explicativo para selecéo de probioteus
peixes.

Coleta de anne

asintomiticns Leelamento de cepas

lsiclernaz:
Avaliagio i vifro do Avaliagdo in vivo do
potencial probiotico efeito no hospedeiro

sProcdngno de compostos sHalalidade de
o uubatines, culonzacin,
e s et pot
« i -

niirrentes

|+ Saliee:

hematologreas e

sFatores de resizténcia e Imnolamens

I aileténcta

W L4

Desafios experimentais

contra cepas patogénicas

Probiotico

Fonte: Adaptado de Balcazar (2006).

O efeito antagonista de bactérias acido laticagradmactérias

patogénicas na parede do intestino é possivelmamgdiado pela
competicdo por nutrientes, locais de adeséo e ffinde metabolitos
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como acidos organicos, peréxido de hidrogénio edyg@o de

bacteriocinas (RINGO et al., 2010). Porém, a calagéio das bactérias
acido laticas é influenciada por fatores relacimsa@do hospedeiro
(temperatura corporal, potencial redox, enzimassisténcia genética) e
fatores relacionados ao micro-organismo (efeit@gunista, proteases,
bacteriocinas, lisozimas, alteracao de pH causada@gdos organicos,
entre outros) (BALCAZAR, 2006). Com isso, deve-seal em conta

esses fatores antes de utilizar uma determinad&rizagpara um

determinado hospedeiro.

Os probidticos podem reduzir a incidéncia de dogecdiminuir
a severidade de surtos de doencas (RINGO et alQ)2®or isso,
muitos estudos s&o desenvolvidos para avaliar &vidéele dos
probidticos na melhora dos parametros zootécnitosnolégicos e
hematoldgicos.

As cepas de bactérias acido laticas e/ou probgticategem os
peixes de possiveis infec¢Bes por bactérias pataggmpois diminuem
a mortalidade significativamente apds infeccbes eBmmentais
(BALCAZAR et al., 2009). Heo et al. (2013) obseamr 100% de
sobrevivéncia em linguad®4ralichthys olivaceys apds infeccdo com
Streptococcus inigeque foram alimentados colractococcus lactis
subsp. lactis, contra apenas 10% de sobrevivéncia dos peixes nao
alimentados com probidtico. J4 a alimentacéo decbafgcano Clarias
gariepinug com Bacillus thuringiensisresultou em sobrevivéncia de
90% apos infeccdo experimental cém hydrophila,enquanto que os
peixes ndo suplementados ndo sobreviveram (RENESRNVAL al.,
2011).

Além da protecdo contra agentes infecciosos, afiesma em
parametros zootécnicos também foram observadas suplementacao
dietética com probiético. O ganho de peso e fater cdnversao
alimentar em tilapias do Nilo alimentadas com pitbo foi superior
aos peixes ndo alimentados c®&acillus amyloliquefacien$RIDHA;
AZAD, 2012). Melhoras nos parametros zootécnicos gdeoupa
(Epinephelus coioidgstambém foram relatados com a suplementacdo
de Bacillus subtilis e Psychrobacteisp. (SUN et al., 2011; LIU et al.,
2012); e no peixe cabeca-de-cob@hdnna striatus que receberam
suplementacéo dietaria de probiético comercial nifi (R) FG)
(MANJU et al., 2011).

Outro importante efeito desejado dos probiodticee potencial
em imunomodulador no hospedeiro (COPPOLA; CONCEIC&MD. -
TURNES, 2005). Em organismos aquaticos, ha paatidateresse em
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aumentar a resisténcia as doengas, aumentandiéneifs do complexo
hemato-imunolégico do animal.

Alimentagbes com  probidticos melhoram  parédmetros
imunoldgicos séricos nao especificos em lingua@godamo lisozima,
antiprotease, peroxidade e explosdo respiratobargt respiratoryy)
(HEO et al.,, 2013). Diferengas significativas nanamtracdo de
lisozima também foram observadas por Sun et all1(2ém garoupas
que receberam alimentacdo contendsychrobacter sp. como
probidtico.

Mourifio et al. (2012) observaram maior concentragho
imunoglobulina total quando comparados com conteie surubins
hibridos alimentados com a bactéria probiotiaissella cibaria Ja
Kim et al. (2012) observaram aumento na concerdraegilisozima e
aumento no sistema complemento de linguado apés skrmanas de
tratamento com probiétidénterococcus faecium

Nos trabalhos de JATOBA et al. (2011) e BARBOSAakt
(2011) com tilapias do Nilo e robal@€éntropomus parallelysforam
relatados aumento no nimero de linfocitos em peakierentados com
racdo suplementada com cepas probidticas. A abaoiadéda linfécitos
no sangue pode ser considerada um indicador de sfigeixes, uma
vez que essas células desempenham funcéo impan@sistema inato
e adaptativo dos peixes. O aumento no numero fiiios no sangue
circulante em peixes ap6s alimentagdo com dietaterdo probiéticos
€ comumente encontrado na literatura como em rgaé@ntrarchus
labrax) (PICCHIETTI et al., 2009), em tilapias ALY et §2008) e em
trutas arco-iris (NEWAJ-FYZUL et al., 2007).

Acredita-se que os leucécitos comportam-se da mesameeira
gue em outros vertebrados atuando no sistema idgicol e que os
probidticos interagem com as células do sistemanématravés de
células localizadas no epitélio do intestino, indda a sua
multiplicacdo. Essa ativacdo e multiplicacdo dedeiios totais foram
observadas em tilapias alimentadas cdumctobacillus plantarum
(JATOBA et al., 2011) e corRediococcus acidilactigFERGUSON et
al.,, 2010) e em trutas alimentadas cddacillus e E. faecium
(MERRIFIELD et al., 2010). Porém, Mourifio et al.0{2) néo
observaram aumento no numero total de leucécitossamgue de
surubins hibridos alimentados com dietas cont&ddoibaria

Panigrahi et al. (2005) comprovaram que a forma de
administracdo das cepas probiéticas (bactérias s vigapergidas,
bactérias inativadas por calor e bactérias liafi&s) influenciou a
melhor atividade de fagocitose ap6s 20 e 30 diaslidentacdo com
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probidtico Lactobacillus rhamnosuaspergidos na ragéo ou liofilizados
em trutas arco-irisgncorhynchus mykissFoi verificado aumento na
resposta fagocitica de leucécitos em dour&@fmius auratp relatado
por Cerezuela et al. (2012) alimentados dBatillus subtilis Assim
como, constatou-se aumento da fagocitose de ldasdsolados do rim
posterior de trutas alimentados com probidtico i@spor Panigrahi et
al. (2009).

O uso conjunto de vacinacdo e suplementacdo dédficols na
dieta em peixes nao foi relatado na literaturacapFesente momento,
porém existem alguns trabalhos relacionam o usovagnas e
probidticos em outros animais de corte.

Em frango de corte (do inglésbroilers’) alimentados com
probiético e vacinados contra coccidiose ocorredutagdo no sistema
imunolégico quando comparados a frangos apena<rafitios com
probidtico ou apenas vaciados (STRINGFELLOW et a011). A
combinacdo de vacina contr&scherichia coil com probibticos
(Ruminobacter amylophilum, Ruminobacter succinogenes
Succinovibrio  dextrinosolvens, Bacillus cereus, tbhacillus
acidophilus and Streptococcus faecjuadministrados por 15 e 30 dias
em vacas gravidas também foram o melhor tratamest® o controle
de diarréia e aumento no ganho de peso dos beZ@tsA et al.,
2000) comprovando que a vacinagdo em animais aiades com
probidtico é eficaz em animais de corte e aindaepottansmitir essa
resisténcia a sua prole.

Contudo, o estudo da suplementacao dietética dadtimms na
eficdcia da vacinacdo em animais € um desafiocipaimente na
producao continental de peixes nativos brasileiros.

1.4 Justificativa

Para a continuidade do crescimento e profissicmgiia da
piscicultura continental brasileira, € necesséaridesenvolvimento de
estratégias para a minimizacdo dos efeitos negatias enfermidades
nos cultivos.

A vacinacdo por inje¢do intraperitoneal € desendalypara a
prevencado contra bacterioses, e apresenta os meellesultados dentre
as estratégias de vacinagdo em relacao as resgossatema de defesa
adaptativo. Além disso, o uso de probidticos edtinaucrescimento de
bactérias benéficas no intestino, melhorando a aommpeténcia dos

peixes.
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Avaliar a influéncia entre diferentes estratégias pevencao,
como a suplementacdo prévia de probibticos naoiicdo uso de
vacinas com toxdides injetadas intraperitonealméinpe) em peixes,
torna-se importante para que possamos estabeletleores estratégias
sanitarias para os peixes nativos brasileiros.

Mais especificamente, os estudos do uso conjuntsadeduas
estratégias de prevencdo (probidticos e vacinas)septicemia
hemorragica estdo sendo iniciados atualmente.fAsiacdes limitadas
sobre esses estudos proporcionam um carater inogat® importancia
para a piscicultura de aguas continentais, aléncodéribuir para os
estudos de vacinas e probidticos em hibridos debsww do género
Pseudoplatystoma

2.0OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da suplementacao dietética copnobidtico,
W. cibaria sobre a eficacia da imunizacdo de surubins higramtra
septicemia hemorragica causadaAohydrophila.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os parametros hematoldgicos de surubingduib apds
alimentacao com probidtico e vacinacéo e vacinagidraA.
hydrophila.

* Avaliar os parametros imunoldgicos de surubinsidhdisr apos
alimentacao com probidtico e vacinacéo e vacinagidraA.
hydrophila.
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RESUMO

Foi avaliada a suplementacéo dietéticAMecibariasobre a eficacia da
imunizacdo de surubins hibridos contra septicemmdnragica causada
por A. hydrophila Os tratamentos foram: peixes alimentados cona diet
contendo probidtico; peixes vacinados: e peixesinedos e
alimentados com dieta contendo probiético; e peirés tratados
(controle). Os peixes dos dois tratamentos quebesaen probidtico
foram alimentados com racéo conteMiocibariadurante 41 dias. No
15° dia do experimento os animais dos que receberacina foram
vacinados intraperitonealmente, com posterior ¢eforal, o qual durou
quatro dias. Uma semana ap0s o reforco, trés pemxasada unidade
experimental foram coletados. A alimentacdo com bipto
influenciou no aumento do nimero de trombdcitoa eahcentracéo de
lisozima quando comparados aos surubins que nabermm a bactéria
W. cibaria na dieta. J4 a vacinacédo influenciou no aumentdsitdim
aglutinante, concentragéo de lisozima e atividadienecrobiana quando
comparados aos surubins ndo vacinados. Porém nie lioteracdo
entre a alimentagdo com probidticos e a vacinagésugubins hibridos
nos parametros analisados.

Palavras-chave: Siluriformes, vacinaWeissella cibaria Aeromonas
desafio
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Abstract

It was evaluated the dietary supplementatidh cibaria on the
effectiveness of hybrid surubins immunization aggihemorrhagic
septicemia caused . hydrophila The treatments were: fish fed with
diet containing probiotic, vaccinated fish, andcinated fish fed a diet
containing probiotics, and fish and untreated (adptFish of the two
treatments that received probiotic were fed Withcibariafor 41 days.
On the 18 day, the animals would receive the vaccine weceinated
intraperitoneally with subsequent oral reinforcetnevhich lasted four
days. One week after the oral booster, three fisim feach experimental
unit were collected. The supplementation of probimfluenced the
increase in the number of thrombocytes and the erdration of
lysozyme, when compared to surubins that don'tivedebacteriaW.
cibaria in the diet. Furthermore, the vaccination influeth¢he increase
of the agglutination title, concentration of lysozy and antimicrobial
activity when compared to unvaccinated surubinsvéier, there was
no interaction between diet with probiotics andowaation in surubins
hybrids in these parameters.

Keywords: Siluriformes, vaccine, Weissella cibaria Aeromonas
challenge
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1. INTRODUCAO

Devido ao excelente sabor e auséncia de espinhos
intramusculares, o0s bagres sul americand®seldoplatystoma
corruscans Spix e Agassiz 1829 d&. reticulatum Eigenmann e
Eigenmann 1889) possuem alto valor econbmico e apadgrara
exportacdo, sendo caracteristicas responsaveis gescimento
significativo na sua criacdo. O cultivo de hibridissse género esta
sendo utilizado para produzir larvas com menorcidie canibalismo e
crescimento mais rapido (Nunez, Castro, Fernaridegue, Chu-Koo,
Duponchelle, Garcia & Renno, 2011). Com a inteca{fiilo da producéo
de peixes nativos brasileiros, ocorre o aparecionefeé doencas
vinculadas a baixa qualidade do manejo aplicadogreasdes fazendas
de producédo, tais como altas densidades de cuitinpregadas e o
excesso de alimentacdo para os animais cultivddosaés & Martins,
2004).

Em fazendas de cultivo de surubins sdo comunsssdetadoencas
bacterianas no durante o inverno por causa da amgiacdo de
temperatura durante o periodo de um dia. Dentresiotomas
encontrados temos o sangramento do anus e intelgit@s externas e
vermelhiddo na base das nadadeiras, podendo lavaisade 80% de
mortalidade. Estes sintomas sao caracteristicas sdpticemia
hemorragica bacteriana causada peromonas hydrophilgCampos,
2004; Silva, Mourifio, Vieira, Jatoba, Seiffert & Nlas, 2012). Essa
bactéria é encontrada em diversas espécies despaib@ual provoca
significativas mortalidades em piscicultuas conttaéss no mundo
(Sasan, Abd Rahim, Ling, Radu, Davoud, 2011). CedasA.
hydrophilaforam isoladas e caracterizadas por Sgival (2012) como
principal patégeno para surubins hibridos em faasmt Mato Grosso
do Sul.

Com o aparecimento desses surtos, muitos produtssam
antibidticos no cultivo de peixes, porém seu us@m la sele¢do de
bactérias resistentes e acumulam residuos na dasngeixes (Sasas.
al., 2011). Para evitar esses problemas, o desemaitd de medidas
profildticas como vacinas e probiéticos tem se radst ferramentas
promissoras no combate a bacterioses em peixesdévbarg, 2004;
Mourifio, Vieira, Jatoba, Silva, Jesus, Seiffert &iihs, 2012).

Bactérias probidticas sdo amplamente utilizadasqacultura
como promotoras da saude de peixes, aumentandbrevs@ncia e
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beneficiando pardmetros hematoldgicos (Jatobara/iBuglione-Neto,
Mourifio, Silva, Seiftter & Andreatta, 2011) e imligicos (Coppola,
Conceicao & Gil-Turnes, 2005). Elas protegem osg®ide possiveis
infecgBes por bactérias patogénicas, pois diminsigmificativamente a
mortalidade apods infeccdes experimentais comoaddapor Balcazar,
De Blas, Ruiz-Zarzuela, Cunningham, Vendrell & Muizq2007).

Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos parendet a
dindmica do probidtico na saude de peixes. Melhmigalde de peixes
tratados com probidticos foi confirmada em tilapi@reochromis
niloticus, Linnaeus) alimentadas colractobacillus plantarun{Jatoba
et al, 2011), em trutas arco-iriSOGcorhynchus mykisdValbaum)
alimentadas comBacillus e E. faecium (Merrifield, Dimitroglou,
Bradley, Baker & Davies, 2010), em juvenis de rob@entropomus
parallelus, Poey) alimentados corh. plantarum (Barbosa, Jatoba,
Vieira, Silva, Mourifio, Andreatta, Seiffert, Cerdiae 2011) e em
surubins hibridos Rseudoplatystoma corruscans P. fasciatum
alimentados coniVeissella cibarigMourifioet al, 2012).

Assim como 0s probidticos, o desenvolvimento deineac é
uma ferramenta promissora no controle de bactericsa peixes
ajudando a reduzir as perdas economicas (Wang,, Yang, Liu, Lu &
2013). Porém, € importante salientar que vario®réat podem
influenciar na eficicia da vacina, os quais vaaeéespreparo, a via de
administracdo e a forma de absorcéo.

Entre os diferentes métodos de preparo, as vaoiatisadas
por calor ou formalina sdo as mais utilizadas (Malgpdtir, 2010)
podendo conter apenas bacterina (células inatiyaolastambém os
toxdides (produtos extracelulares inativados), vaigysédo secretados
pelas bactérias durante o crescimento, tais coempolisinas, lipases,
enterotoxinas e proteases (Da Costa, Peixoto,nBpifastagna, Meurer
& De Vargas, 2008) que adicionados a vacina aumesta eficiéncia
e producao de anticorpos especificos (Shome & Shpois).

A via de administracdo de vacinas € essencial [sai@
efetividade, destacando-se a injecdo intraperitomela/idual como a
gue apresenta melhores resultados, embora exigalstos de manejo
(Romalde, Luzardo-Alvarez, Ravelo, Toranzo & BlaWendez,
2004). Esse método de administracdo pode ser adimaitilizando
reforcos (segunda aplicacdo da vacina), os quaisemam a sua
duracao, pois amplificam a producéo de anticorpmidas de memoéria
imunolégica (Cheng, Jiao, Zhang & Sun, 2010).

A vacinagdo oral € uma boa forma para a admin#draip
reforco, por ser pratica e de baixo custo, viavelfazendas de cultivo.
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Entretanto, a vacinacdo oral ndo apresenta bo#érefia porque séo
afetadas pelo baixo pH estomacal dos peixes (Viredgn2004;
Magnadottir, 2010). Alguns estudos foram desendolvi com
resultados positivos na aplicacdo de vacina e ge$oorais utilizando
vacinas atenuadas em linguado japo&sdlichthys olivaceyscontra
Edwardsiella tarda(Sun, Liu & Sun, 2010), microparticulas protegendo
as células do pH do estbmago em tilapias vacinadastra
Flavobacterium columnardLeal, Carvalho-Castro, Sacchetin, Lopes,
Moraes & Figueiredo, 2010), e ainda utilizando masiorais inativadas
por formalina em tildpias contreeromonas hydrophiléSilva, Martins,
Jatob4, Neto, Vieira, Pereira, Jeronimo, SeiffeNl&urifio, 2009).
Trabalhos avaliando 0 uso conjunto de vacinacaline@tacao
com probiéticos em peixes visando a prevencdo aiceapa
hemorragica ndo sdo encontrados na literaturanPornéso conjunto de
alimentacdo com probioticos e vacinacéao ja foiaailo anteriormente
com resultados positivos em frango de corte (Sellogv, Caldwell,
Lee, Mohnl, Beltran, Schatzmayr, Fitz-Coy, Broudsé&r Farnell, 2011)
comprovado pela modulacdo do sistema imunolégicene vacas
gravidas as quais nao s6é aumentaram a respostalégica como
também passaram esta protecdo para sua prole ,(ARaalillo,
Schocken-Iturrino, Lucas, Orgaz & Quintana, 2000).

Por isso, avaliar a influéncia da suplementacaprdbidticos
na efichkcia do uso de vacinas com toxdOides injstada
intraperitonealmente (i.p.) em peixes é importapt@ relacdo a
microbiota dos peixes e seus parametros imunolégdematoldgicos.

O objetivo deste ensaio foi avaliar a influéncia da
suplementacao dietética com o probidthb,cibariasobre a eficacia da
imunizacdo de surubins hibridos contra septicemiadnragica causada
por A. hydrophila avaliada pelos pardmetros imunolégicos e
hematoldgicos.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério AQUGEdlizado
no NEPAQ-NUcleo de Estudos em Patologia Aquicol&diaersidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), Brasil. As agliematoldgicas e
imunoldgicas, assim como a manutencéo de cepagteparo da vacina
e probidtico foram realizados no setor de Micradgytd do Laboratério
de Camar6bes Marinhos (LCM) da UFSC.
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2.1 Material Biolégico

Foram utilizados 192 surubins hibridos provenientds
cruzamento entre machos de pintadk €orruscany e fémeas de
cachara . reticulatum) da Piscicultura Pirai, localizada no estado de
Mato Grosso do Sul, Brasil.

A cepa hemolitica patogénica #e hydrophila(CPQBA 228-08
DRM), foi isolada durante surtos de mortalidadeamo de 2009, de
hibridos doentes de fazendas do estado de Mate&dasSul (Silvaet
al., 2012) e mantida em tubos de ensaio contendo deegultura caldo
de cérebro e coracdo (BHI Himelido inglés brain heart infusiot) e
ativadas em placas de Petri contendo Agar triptdeasoja (TSA
Himedid® do inglés Tryptic Soy Agal) e incubadas a 28°C por 12 h.

A cepa probidtica utilizada fa. cibaria(CPQBA 001-10 DRM
02), isolada a partir de surubins hibridos sadiosissintométicos
(Mourifio et al, 2012), mantida em tubos de ensaio contendo caldo
Man-Rogosa-Sharpe broth (MRS Difgpe ativada em placas de Petri
contendo Agar MRS com 1% de azul de anilina, ebada a 35°C por
48 h.

2.2 Preparo da vacina

Para preparar a vacina, a cepa”déydrophilafoi crescida em
meio de cultura BHI por 18 h a 30°C, inativada ctidgo de formalina
tamponada a 10% por 18 h a 30°C, e centrifugad®@d a 4°C por 30
min. Posteriormente, a bactéria foi ressuspendidauma solucdo de
tampéo fosfato salino, (PBS 1, 0.04 M de fosfatmobasico, 0.16 M
de fosfato dibasico, 0.11 M de cloreto de sédio, 74 resultando em
concentra%éo bacteriana de 2 ¢ Bidades formadoras de colénia
(UFC).mL", de acordo com a curva de crescimento da bactéria
(absorbancia x concentracdo de bactéria) realiaatriormente com
auxilio do leitor de microplacas segundo metodeladg Silvaet al
(2012).

O sobrenadante resultante do processo de cenggdagia vacina
foi retirado e aquecido a 100°C por 30 min, a fienidativacdo das
toxinas. Posteriormente o toxéide foi adicionadauraa porcao da
solucéo bacteriana de na proporcdo de 1:10, ou Haja de toxdide
para cada volume de bacterina desejado (adaptadarifie Rico,
Chabrillon, Diaz-Rosales, Martinez-Manzanares, Bata, Magarinos,
Toranzo & Morinigo, 2005). Foi feita anti-sepsia pele com &lcool
70% antes da vacinacao, a qual foi feita por imjegé lado direito na
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cavidade intraperitoneal (i. p.) utilizando umairsgat de insulina de 1
mL com agulha de 13 x 0,45 mm (Infx
Para o reforco oral, utilizou-se a mesma formulagdovacina

com as concentracdes acima descritas. Sendo d€¥irmL da vacina
foram pulverizadas (utilizando um borrifador pléstestéril) por kg de
dieta comercial ou contendo probiético. Posterioimea absorcao de
todo o liquido, a dieta foi seca a 30°C durante hl2m estufa
bacteriolégica para evitar possiveis contaminagpes causa da
umidade da dieta.

2.3 Preparo do probidtico

O probidtico foi preparado com a bactéria acidacdatWw.
cibaria, repicada em tubos de ensaio contendo caldo MRSDie
incubada a 35°C por 48 h. Depois de crescida, a clep bactéria
probidtica foi aspergida (utilizando um borrifadaléstico estéril) na
racdo comercial 100 mL.kgdo inoculo deW. cibariana concentragdo
de 1x16 UFC.mL™. A dieta entdo foi seca em estufa com circulatgio
ar a 35C por 24 h, ou até que a ragdo estivesse totalnsecte Este
processo foi repetido a cada 15 dias para gamaliia concentracdo de
inoculo na dieta.

A fim de averiguar a concentracdo @A cibaria na ragdo, um
grama da racdo preparada com probiético foi maeeesmd almofariz
estéril com 1 mL de solucdo salina estéril de 0,6886 NaCl e
posteriormente diluida serialmente nove vezes drostwle ensaio em
fator 1:10. As diluicbes de Foa 10° foram semeadas em placas de
Petri contendo os meios de cultura MRS e TSA. A&xad de MRS
foram incubadas a 35°C por 48 h e as de TSA inashad®8 °C por 24
h. Esse procedimento foi repetido toda vez quecaorauplementada
com probidtico era preparada. A concentragdo dbiftioo presente na
racao foi de 5,53 x PAFC.g~

2.3 Delineamento Experimental

Os surubins com peso inicial de 44,35 + 3,07 g {aédlesvio
padrédo), foram divididos em 24 tanques de 100 talizando oito
peixes por tanque e aclimatados por 9 dias, todosr@tados com dieta
comercial (Supra 42% PB para Juvenil tanque-redierzn). A dieta foi
fornecida quatro vezes ao dia, totalizando aprostaneente 3,0% da
biomassa. O fotoperiodo foi de 24 h de escuro vezaque este ciclo
dita o ritmo de alimentacdo dos peixes ja que dassificados com
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hébitos noturnos (Piaia; Townsend; Baldisserot@99). Diariamente
monitorou-se o oxigénio dissolvido, amonia totdfrite, nitrato, pH e
temperatura, quando necessario, renovou-se de @ada agua do
sistema. Os tanques estavam acoplados em um sideemegirculagdo
de agua semiaberto, com filtros mecéanico e biot&yi(aerobicos e
anaerobicos) e esterilizagdo ultravioleta.

Foram realizados trés tratamentos com seis repstigdeixes
alimentados com dieta contendo probidtico, peib@snados e peixes
vacinados e alimentados com dieta contendo prebioé peixes nao
tratados (controle).

Apos o periodo de aclimatacdo nos tanques, os Pdisg dois
tratamentos alimentados com dieta contendo probidtieceberam
racdo comercial (Supra 42% PB juvenil tanque-reden@Zm) contendo
0 probidticoW. cibaria, enquanto os demais receberam a mesma racao
comercial sem probi6tico. Essa alimentacao foi idarfior 41 dias, até
o final do experimento (Figura 4). Passados 15 dasinicio do
experimento 0s animais dos dois tratamentos comnaatoram
vacinados i.p. contrA. hydrophilacom 0,01 mL da vacina contendo 2 x
10° UFC.ml/g de peixe. Apds 15 dias da primeira vacinacéoiom-se
o reforgo oral o qual durou quatro dias. As dietastendo a vacina
também foram administradas quatro vezes ao didizenido 3% da
biomassa. Uma semana apds o término do reforcoebespforam
coletados para posteriores andlises.

Fig. 4: Desenho esquematico do delineamento experimergal d
alimentacdo com probidticd)V. cibariag e vacinacao intraperitoneal
(i.p.) com reforco oral contr&. hydrophila

L Fim
Chegada dos Inicio Vacinagéo Reforgo  Reforgo Coleta
peixes Probictico (i-p) Oral Oral
0 Aclimatagao 9 24 39 43 50 )
N J\. J
Y Y HK_JHf_j
15dias 15dias 4 dias 7 dias
N : ! v
Y
Periodo de alimentacéo com probidtico 41 dias
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2.4 Parametros hemato-imunoldgicos

Apo6s o término do experimento, trés peixes de aauddade
experimental foram anestesiados com benzocaina((1g; medidos e
pesados. O sangue foi coletado por pungéo do \wastatcom seringas
de 3 mL (21 G) contendo anticoagulante (EDTA). Upagte do sangue
foi utilizada para a realizagéo das analises hdawitas e a outra parte
foi separada para a realizacdo do ensaio de fagecie do restante do
material coletado foi feito umpbol' do sangue dos peixes do mesmo
tanque para a obtencao do plasma por centrifugacao.

O sangue coletado foi utilizado para a confecca@densdes
sanguineas em duplicata e coradas com Giemsa/Manwald
(Rosenfeld, 1947) para a contagem diferencial dedigtos, bem como
contagem total de leucécitos (WBC) e trombdcitds peitodo indireto
Martins, Nomura, Myiazaki, Pilarsky, Ribeiro, Cast& Campos,
(2004). Uma aliquota foi usada para a determinaigiidiematdécrito
(Goldenfarb, Bowyer, Hall & Brosius, 1971) e o eage foi estocado
em frascos de vidro mantidos em gelo para postguantificagdo do
numero total de eritrocitos (RBC) em cAmara de [deeh

O tubo de ensaio contendo upobl' de sangue de cada réplica
foi centrifugado a 1400 g por 10 min para obtencho plasma
sanguineo e armazenamento a -20°C para posterianédises
imunoldgicas.

A proteina total do plasma sanguineo foi mensucaa o kit
Proteina Total (Lab Te¥t A concentracdo de imunoglobulina total foi
mensurada de acordo com o método descrito por Alkiiam, Satoh,
Okamoto & Watanabe (2000), onde misturou-se 50 qpldsma com
50 puL de solugéo de polietileno glicol (PEG) (Sighidrich) 12%, e a
mistura incubada a temperatura ambiente por duazsha fim de
precipitar as moléculas de imunoglobulina. O piti® de
imunoglobulina foi removido por centrifugacdo (509G 4°C por 10
min) e o sobrenadante retirado e mensurado a dadetide proteina
total também pelo kit Proteina Total (Lab T@stitilizando-se albumina
bovina para confeccdo da curva padrdo. A concétrade
imunoglobulina total esta expressa em mg'méendo calculada pela
formula:

Total Ig (mg/mL) = proteina total do soro - protetratada com PEG

A atividade de lisozima no plasma sanguineo foemenada
pela metodologia adaptada de Sankaran & Gurnami2jl®nde uma
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suspenséo delicrococcus lysodeikticukofilizado (Sigma-Aldrich) foi
diluida em tampao fosfato salina (PBS 2, 0.04 Matasmonobasico,
pH 6.2) na concentracdo de 0,5 mg'nimediatamente antes de sua
utilizagdo. Vinte microlitros do plasma, em quiricgta, foram
semeados em microplaca de fundo chato e adicion2@@spL da
suspensédo de células bl lysodeikticusem cada pogo. Logo apés, foi
feita a leitura da absorbancia inicial em 492nnstg@dormente incubou-
se as microplacas por 10 min a 35°C, e realizoa-deitura das
absorbéncias finais. A reducdo na absorbéncia dassteas foi
convertida em concentracdo de lisozima (pg mteterminada pela
curva padrao realizada anteriormente com lisozimaldara de ovos da
galinha (HEWL, Sigma-Aldrich).

O titulo da atividade aglutinante do plasma foilizado em
microplacas de fundo “U” onde o plasma foi diluiserialmente na
proporcdo de 1:1 em PBS 1 do primeiro ao 12° pdgmds esse
procedimento, 50 uL da bactéria inativada por fdimagA. hydrophilg
foi adicionada em todos os pocos na densidade adptie
aproximadamente 0,4 em 550 nm. A microplaca failiacia a 25°C por
18 h em camara Umida. A aglutinacao foi confirmatkualmente
observando untottom (precipitado de bactéria) no fundo do pogo. O
titulo de aglutinacdo foi considerado reciproco udtimo poco que
apresentou aglutinacéo (Sileaal, 2009).

A atividade antimicrobiana do plasma foi realizadeatra duas
bactériasA. hydrophila(Gram negativa) &nterococcus durangram
positiva ATCC 19492), em microplaca de 96 pocos éonao chato,
como a metodologia utilizada por Silva et al. (2009 inéculo daA.
hydrophilafoi crescido em BHI a 30°C por 12 hEe duransem caldo
triptona de soja (TSB Himediado inglésTriptic soy Agay preparados
na concentracdo de 0,5 na escala de Macfarlantlidadiem meio de
cultura caldo pobre (PB do inglpsor broth1% Peptona Himedfa0,5
% NacCl) 100.000 vezes. Posteriormente, foi readizditlicdo seriada
do plasma em meio PB no fator 1:2 até o 12° poewa Rontrole
positivo e branco, solucéo salina foi diluida em &8 mesma forma do
que para o plasma. Finalmente, 20 uL das bacti#@ialicionado em
cada poco da amostra diluida do plasma e do cenpositivo. A
microplaca contendd. duransfoi incubada a 28°C por 24 h, e a
microplaca contend@. hydrophilafoi incubada a 28°C por 12 h. O
crescimento dos micro-organismos foi determinado leitora de
microplaca (Expert Plus AsYs para leitura a 550 nm. A atividade
antimicrobiana do plasma é reciproca a ultima ghloique apresentou
atividade bactericida.



53

Para a determinagdo da porcentagem de leucOcjosit@rios,
0,5 mL do sangue e 0,25 ml de uma suspensdo dé8URCOML* deA.
hydrophila inativada com 10% de formalina tamponada (10%anfor
adicionados em tubos de ensaio em que foram margiaa28°C por 30
minutos e homogeneizados a cada 10 min. Apds sssangue foi
utilizado para a confeccdo de extensbes sanguéreaguplicata e as
laminas coradas com Giemsa/MayGrunwald (Rosenféf#}7). O
numero de leucdcitos fagocitarios foi contado pabecentagem do
numero total de leucdcitos da extensdo (Martingir®j Jeronimo,
Mourifio, Dotta, Speck, Bezerra, Pedrotti, Buglidteto & Pereira,
2009).

2.5 Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados quanto a normalidade test® de
Bartlett para verificar a homocedasticidade. Os odadjue né&o
apresentaram as variancias homogéneas foram tnamagfos em log
(x+1), e posteriormente submetidos & andalise dénaa fatorial 2x2
suplementado pelo teste de Tukey para separaciuéttas. Todas as
analises foram submetidas ao nivel de significaiei&%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de qualidade de agua oxigénio dideo(8,06 *
0,56 mg L), aménia total (1,5 + 0,5 mg™), nitrito (0,67 + 0,65 mg L-
1), nitrato (1,96 + 1,44 mg1), pH (7,83 £ 0,39) e temperatura (27,5 +
2,46 °C) mantiveram-se dentro do limite para oivultde peixes
segundo Boyd (1990). Foi verificada a mortalidade geixes durante
todo o periodo experimental. Os peixes que apaecearortos durante
0 experimento foram retirados e quantificados. Breavéncia no final
do experimento foi: peixes alimentados com dietatarmdo probidtico
(95,84), peixes vacinados (97,92) e peixes vacmadaimentados com
dieta contendo probidtico (100%); e peixes ndoatias (controle)
(93,75).

3.1 Analises hematoldgicas

O numero de linfécitos presente no sangue dos ghoisos de
peixes vacinados foi inferior em relacdo aos peirné@e vacinados
(Tabela 3). Vacinagdes intraperitoneais em tilapasém apresentaram
aumento no numero de linfécitos, apds infeccdo énhydrophila
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(Silva et al, 2009). Entretanto, foi relatado que infeccdes Ade
hydrophila diminuem o nuimero de linfécitos no sangue de sasub
hibridos nao vacinados (Sih&t al, 2012). Com isso, pode-se afirmar
gue o menor nimero de linfécitos no sangue dobmgwacinados em
relacdo aos peixes alimentados com probiético mster relacionado
com a vacinagao.

Nos animais que receberam dieta contendo probiétinGmero
de trombdcitos foi superior quando comparado comqae n&o
receberam probiotico na dieta (Tabela 3).

Os trombdcitos tém papel importante no mecanismaefesa
organica dos peixes, pois sdo responsaveis petalegdo e respostas
inflamatérias além de terem atividade fagociticaadte infeccdes
(Jatobaet al, 2011). Pode-se dizer que a racdo suplementada com
probidtico influenciou no aumento do nimero de tronitos no sangue
dos surubins hibridos.

O aumento no nimero de trombdcitos em tilapiagijaelatado
anteriormente por Jatol# al. (2011), e por Barboset al. (2011) em
robalo, ambos alimentados com a bactéria acidicdact plantarum
Porém, Mourificet al. (2012) ndo encontraram diferenca na contagem
de trombdcitos em surubins hibridos alimentados &b cibaria
quando comparado aos peixes nao suplementados.

No entanto, ndo foi observada interacdo entre mag@o e a
alimentacao com probidtico em nenhum parametro todagaco.
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3.2 Andlises imunoldgicas

A lisozima é responsavel pela defesa contra basté@ram
positivas e quebra da parede celular das bac&stasdo associada ao
sistema imune inato dos peixes (Giron-Perez, Vekzdernandez,
Diaz-Resendiz, Diaz-Salas, Canto-Montero, Medin@zDiRobledo-
Marenco, Rojas-Garcia & Zaitseva, 2009). Os susiblimentados com
dieta contendo probidtico e os surubins vacinagwesgntaram maior
concentracdo de lisozima plasmatica separadamegeapresentando
efeito sinérgico (Tabela 3), corroborando os e&udie Irianto,
Robertson & Austin (2003) em kinguicCérassius auratusl.), de
Khoshbavar-Rostami, Soltani & Hassan, (2007) enrjst (Huso huso,
L.), de Merrifieldet al. (2010) e Panigrahi, Azad, Das, Dandpat, Das,
Behera & Mishra (2009) em trutas arco-iris, e déaAMesalhy, Galil
& Fath (2012) em tilapia.

O presente estudo mostrou que o0s tratamentos coxespe
vacinados e peixes alimentados com probiotico eptagam atividade
de lisozima plasmatica superior a atividade plasaatos peixes nao
tratados, porém ndo houve interacdo do fator pticbiccom o fator
vacina no aumento da concentracao de lisozima glasardos peixes.

Como exposto por Panigragt al. (2009) o aumento da atividade
fagocitica em peixes apds alimentacdo com cepdBoicas € valido.
Este aumento de atividade fagocitica pode ser eistdrutas arco-iris
alimentadas com diferentes cepas probiétitastdcoccus lactisp.,
Leuconostoc mesenteroides Lactobacillus sakgi (Balcazaret al,
2007). No entanto, ndo foi observado diferenca® argt tratamentos na
porcentagem de leucécitos fagocitarios dos surulilas presente
trabalho (Tabela 4).

Neste estudo ndo foram observadas diferencas reemoacao
plasmética de proteina total, imunoglobulina teaporcentagem de
fagocitose (Tabela 4). O estudo de Mourétcal. (2012) mostrou que
nao houve diferenca na concentracdo de proteinass tao soro
sanguineo de surubins hibridos alimentados \dbraibariaem relagao
aos ndo suplementados, bem como aumento na cag@Entde
imunoglobulinas em surubins hibridos alimentadas @oobidtico em
relacdo aos peixes ndo suplementados.

As imunoglobulinas sao produzidas e secretadas fiefdcitos
B e responsaveis por importante defesa adaptativaeixes teledsteos
(Choi & Kim, 2011). Era esperado que 0s peixes natns neste
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trabalho apresentassem aumento na concentracaomut®dlobulinas
totais presente no plasma, jA que estas proteiraglefiesa sao
comprovadamente ativadas apds vacinagdo, como vakserpor
Gudmundsdottir, Jonsdottir,  Steinthorsdottir, Madptar &
Gudmundsdottir (1997) em salméo do Atlanti€altno salarL.) apds
imunizagdo contréeromonas salmonicidachromogenesMikkelsen,
Lund, Larsen & Seppola, (2011) em bacalh&@adus morhual.)
vacinados contr&ibrio anguillarum e Pasnik, Evans & Klesius (2006)
em tildpias do Nilo imunizada cont&treptococcus agalactia®orém,
0 aumento de imunoglobulinas nesses trabalhos Heergado apdés
infeccdo, aumentando assim a resposta imunol6gicasequentemente
a concentracdo de imunoglobulinas totais e espasifi

A atividade antimicrobiana do plasma sanguineo siosbins
hibridos apresentou diferenca significativa ensetratamentos contra
A. hydrophila, porém contra Enterococcus duransa atividade
antimicrobiana néo foi diferente (Tabela 5).

Os peptideos antimicrobianos presentes no plasisacamo as
defensinas, possuem mecanismos de desestabilidagiembranas de
bactérias patogénicas confkahydrophila Pseudomonas fluoresceas
Vibrio anguillarum (Mirski, Gryko, Bartoszcze, Bielawska-Drozd &
Tyszkiewicz, 2011). Segundo Silveet al. (2013) a atividade
antimicrobiana do soro de surubins hibridos vaaBsad
intraperitonealmente foi superior que em peixesneaos por imersao
ou ndo vacinados. Em tilapias do Nilo imunizadasn ceacina
polivalente contendoA. hydrophila P. aeruginosae E. coli, por
diferentes vias (intraperitoneal, oral e imersédo) adividade
antimicrobiana do soro nos peixes vacinados foiomaontra P.
aeruginosae E. coli do que nos peixes ndo vacinados, sete e 21 dias
apos a infeccdo (Sihvet al, 2009).
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Ademais, o titulo aglutinante foi superior nos dgpigpos em que
os peixes foram vacinados (Tabela 5). Nos estuéoSilda, Jatoba,
Vieira, Mourifio, Bolivar, Seiffert, & Martins (20)3 o titulo de
aglutinacdo sérica em surubins hibrido vacinadtraperitonealmente
antes do desafio cofa hydrophilatambém foi maior do que em peixes
nao vacinados. Aumento no titulo aglutinante comtrahydrophila
E.durans e P. aeruginosafoi observado em tildpias do Nilo, apos
infeccao (Bailone, Martins, Mourifio, Vieira, PedroNunes & Silva,
2010). Esses resultados indicam que a vacina indazaglutinacao
plasméatica nos peixes e aumentou a protecao qoossdveis infecgbes
posteriores, quando comparado com peixes ndo EnaU somente
alimentados com racdo suplementada com probiético.

Tabela 5: Titulo aglutinante e atividade antimicrobiana daspha (média +
erro padrdo) plasmatica de surubins hibridese(doplatystoma reticulatum
Spix e Agassiz »P. corruscans, Eigenmann e Eigenmann) alimentados com
racdo contendo probiotico (Probiético); vacinadosnt@ A. hydrophila
alimentados com racdo contendo probiético (Praimétiacina) e vacinados
(Vacina) contraA. hydrophila e ndo tratados (Controle).

T't.UIO Atividade antimicrobiana
Tratamentos aglutinante

A. hydrophila  A. hydrophila E. durans
Nao tratado 7,33 +0,2% 10,40+0,3% 9,80 + 0,00
Probidtico 8,17 +0,30 10,80 +0,1% 10,00 + 0,24
Vacina 9,50+0,42 12,20+0,67 10,20 +0,58
Probidtico+vacina 9,66 +0,22  1160+0,73 9,40+0,37
p do fator probiético 0,114263 0,857213 0,425920
p do fator vacina 0,000006 0,030488 0,789424
p da interacéo 0,283987 0,374978 0,192460

* Letras diferentes indicam diferencas significativo Teste Tukey §8,05).
4,  CONCLUSAO

A vacina promove aumento do titulo aglutinantecalacentracdo
de lisozima e da atividade antimicrobiana em sumsulhiibridos. Isso
confirma a modulacdo do sistema imunolégico de tsnsuhibridos
apos vacinagao contra hydrophila

A alimentagcdo com probiéticow. cibaria em condicdes
experimentais por sua vez contribui para a respastamologica
comprovada pelo aumento da lisozima e da contagetmoichbdcitos.
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Com isso, pode-se afirmar que suplementacdo @ie@om
probidtico, W. cibaria,ndo teve interacdo com a vacinacdo de surubins
hibridos Pseudoplatystoma corruscans P. reticulatum contra A.
hydrophilg contudo promovem a resposta dos parametros ibgicok
e hematoldgicos diferentes dos peixes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

E relatado na literatura que o uso de vacinas ®idifcos
aumentam a resposta imunoldgica de peixes. Pgrasgeo associado
de vacina com a suplementacdo de probidticos pogsande
importancia, pois pode promover animais mais pegjEE a
desenvolver respostas dos parametros imunol6gicbengatoldgicos
perante uma infeccéo.

Este trabalho é a base para futuros estudos na ¢lohuso de
probidticos e vacinacdo em peixes nativos. Avatamo seria a
resposta hematoldgica e imunolégica apoOs infeccée peixes,
submetidos aos mesmos tratamentos desse trabalhp,acbactéria
patogénic@. hydrophilae seus sorotipos seria interessante, ja que nem
toda a cepa desta bactéria se comporta da mesmeiranad ainda
avaliar infeccdes contra outras bactérias patogénicomuns na
aquicultura continental, por exemplo, aSnterococcus sp. e
Flavobacterium sp. para averiguar se a vacina desenvolvida neste
trabalho e suas vias de aplicacdo, também imurszaeixes contra
essas bactérias.

Experimentos visando os parametros zootécnicossdaosbins
hibridos tais como: ganho de peso; fator de cofwermalimentar;
crescimento; consumo de racdo e mortalidade acdaulsdo
perspectivas do nosso grupo, uma vez que essaagieri Sdo 0Ss mais
importantes quando falamos de producédo de peixedaeemdas de
cultivo.
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9. ANEXO

Figura 5: Sala Bioensaio | do Laboratério de Sanidade dex@sgos
Aquaticos (NEPAQ/CCA/UFSC).

Figura 6: Visdo externa da bateria de filtros biolégicossikiema de
recirculacdo (a) constituido por: um filtro mec&nith), um filtro
biolégico anaerdébico (c) e dois filtros biolégicerdbicos (d).
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Figura 7: Vacinagdo intraperitoneal de surubins hibridos
(Pseudoplatystoma reticulatunx P. corruscan@) contra septicemia
hemorragica bacteriana causada pela bad&étigdrophila

Figura 8: Coleta do sangue por pulsdo do vaso caudal (@rénetros
zootécnicos: comprimento total em centimetros (lpego em gramas




