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RESUMO 

 

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos da suplementação dietética da 

bactéria probiótica Lactobacillus plantarum no trato intestinal e na 

saúde de peixes após infecção com Streptococcus agalactiae. Os peixes 

foram alimentados com 3% da biomassa total durante 58 dias, com 

ração comercial suplementada com probiótico e dieta não-suplementada. 

Ao término do experimento, os peixes foram desafiados, via gavagem, 

com S. agalactiae. Peixes alimentados com dieta probiótica 

apresentaram maior concentração de bactérias ácido-láticas totais no 

intestino e menor concentração de vibrionáceas quando comparados aos 

peixes não-suplementados (p<0,05). Peixes do grupo probiótico também 

apresentaram maiores valores de peso final e índice de crescimento 

específico, além de menor valor de conversão alimentar (p<0,05). Após 

96 horas do desafio, o número de trombócitos e neutrófilos aumentou 

nos peixes suplementados com probiótico (p<0,05). Microscopia 

eletrônica de transmissão e de luz demonstraram bactérias similares à S. 
agalactiae no tecido hepático e no epitélio intestinal de ambos os 

grupos. Lactobacillus plantarum colonizou o trato gastrointestinal de 

tilápias, melhorou o desempenho zootécnico, alterou a microbiota 

intestinal e modulou alguns parâmetros hematológicos após desafio.  

 

Palavras-chave: Aquicultura, Infecção, Lactobacillus plantarum, 

Microscopia eletrônica, Streptococcus agalactiae.  

 

 



 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

In this paper, the effects of dietary supplementation with probiotic 

bacterium Lactobacillus plantarum on fish health and in the intestinal 

tract were evaluated after challenge with Streptococcus agalactiae. The 

fishies were fed at 3% of total biomass during 58 days with probiotic 

supplemented commercial diet and nonsupplemented diet. At the end of 

the experiment, the fish were challenged via gavage with Streptococcus 

agalactiae. Fish fed probiotic showed higher concentration of lactic acid 

bacteria total in the intestine and lower concentration of Vibrionacea 

than that observed in nonsupplemented fish (p<0,05). Fish fed probiotic 

have also shown greater values of final weight, specific growth rate and 

lower feed conversion (p<0.05). 96 h after challenge the number of 

thrombocytes and neutrophils increased in fish fed supplemented diet 

(p<0.05). Light and transmission electron microscopy showed bacteria 

similar to S. agalactiae in the liver tissue and intestinal epithelium in 

both groups. Lactobacillus plantarum colonized the gastrointestinal tract 

of tilapia, enhanced the zootechnical performance, altered the intestinal 

microbiota and modulated some hematological parameters after 

challenge.  

 

Keywords: Aquaculture, Electron microscopy, Infection, Lactobacillus 
plantarum, Streptococcus agalactiae. 
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CAPÍTULO 1 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Tilapicultura Mundial 

A tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi uma das primeiras 

espécies de peixe a ser cultivada no mundo. Desde o Egito Antigo, têm-

se evidências do seu cultivo (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011). 

Atualmente, o cultivo desta espécie é uma alternativa de 

produção para todo o mundo, já que a produção da pesca extrativista 

encontra-se estagnada. Graças à notável capacidade das tilápias em se 

adaptarem a criações intensivas, elas são o segundo maior grupo de 

peixes cultiváveis do mundo, apresentando a cada ano um crescimento 

de 10 % (FAO, 2012). De fato, a produção de tilápias fez desta espécie 

uma das mais importantes do século XXI para aquicultura 

(FITZSIMMONS, 2000). 

As tilápias possuem ótimas características para o cultivo e 

atualmente estão tão domesticadas que já são chamadas de “frango da 

água” (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011). Esta espécie apresenta 

crescimento rápido, carne branca, é capaz de sobreviver em cultivos 

com baixas condições de qualidade de água, além de aceitar grande 

variedade de alimentos e se reproduzir com facilidade (NANDLAL; 

PICKERING, 2004).  

Em 2012, a produção mundial de tilápias se distribuiu da seguinte 

forma: 72% na Ásia (China e sudeste asiático), 19% na África e 9% nas 

Américas (FAO, 2012)  

Das 70 espécies conhecidas, quatro ganharam destaque na 

aquicultura mundial, todas do gênero Oreochromis: a tilápia do Nilo 

(Oreochromis niloticus), a tilápia de Moçambique (O. mossambicus), a 

tilápia azul ou áurea (O. aureus) e a tilápia de Zanzibar (O. urolepis 
hornorum). Destas, a tilápia do Nilo é a mais cultivada por suas 

características zootécnicas, rusticidade, qualidade da carne, amplo 

conhecimento disponível sobre sua fisiologia e biologia, bem como pela 

evolução da tecnologia de seu cultivo (FITZSIMMONS, 2000). 

1.2. Aquicultura e Tilapicultura brasileiras 

Segundo dados do Ministério da Pesca e Aquicultura, em 2011 a 

produção aquícola nacional foi de 628.704,3 t (Tabela 01), 

representando incremento de 31,1% em relação à produção de 2010. 

Comparando-se os dados dos últimos anos, fica evidente o crescimento 
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do setor no país, com incremento de 51,2% na produção, durante o 

triênio 2009-2011.  
 
Tabela 1: Produção total, continental e marinha da aquicultura brasileira no ano 

de 2011. *Fonte: MPA (2011). 

 
 

A maior parcela desta produção é oriunda da aquicultura 

continental, da qual se destaca a piscicultura continental, que já 

representava 86,6% da produção aquícola nacional em 2011 (MPA, 

2011). 

O incremento da produção aquícola continental brasileira de 2010 

para 2011 alcançou 38,1%, o que demonstra consistente crescimento 

deste setor, oriundo do aumento da produção de peixes em sistema de 

tanques-rede (MPA, 2011). Tal crescimento também pode estar atrelado 

ao desenvolvimento da aquicultura continental, estimulada pela 

ampliação de políticas públicas que facilitaram o acesso aos programas 

governamentais existentes, tais como: o Plano Mais Pesca e 

Aquicultura, desenvolvido pelo MPA (MPA 2011).  

O potencial brasileiro para o desenvolvimento da aquicultura 

continental, também está no fato de possuirmos um vasto território, com 

condições climáticas favoráveis à criação de peixes de água doce, além 

dos reservatórios e barragens. Algumas bacias que drenam o território 

brasileiro, como: a bacia Paraná-Paraguai e a do rio São Francisco, 

possuem mais de 100 reservatórios para fins de geração de energia e 

armazenamento de água, compreendendo mais de 5 milhões de hectares 

de área alagada com potencial para a piscicultura semi-intensiva ou 

intensiva (CASTAGNOLLI, 1995). Este fato atrelado ao baixo custo de 

implementação dos tanques-rede, tem feito o governo brasileiro 

estimular o cultivo de peixes em reservatórios de hidrelétricas 

(GARCIA et al., 2013). Sendo assim, a partir do ano 2000 que a 

tilapicultura surgiu com força em tanques-rede, nas águas da 

União (SCORVO FILHO et al., 2010). 
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A produção brasileira em tanques-rede é baseada, quase que 

exclusivamente, na criação de tilápias (SCORVO FILHO et al., 2010), 

porém outros peixes também são cultivados nestes parques aqüícolas 

continentais, como: o pacu, o tambaqui e a pirapitinga (MPA, 2014). 

A Figura 1 evidencia o panorama da produção nacional de 

pescado oriundo da aquicultura continental, por Unidade da Federação. 

Em 2011, o Estado do Paraná foi o maior produtor de pescado 

continental do Brasil, seguido pelos estados de Santa Catarina e do Mato 

Grosso (MPA, 2011). 

 
Figura 1: Produção de pescado (t) da aquicultura continental por Unidade da 

Federação. *Fonte: MPA (2011). 

 
 

A região Sul do Brasil foi a que assinalou a maior produção 

aquícola continental do país, com 153.674,5 t, correspondendo a 28,2% 

da produção nacional nessa modalidade, seguida pela região Nordeste 

(24,7%), Norte (17,4%), Sudeste (15,9%) e Centro-Oeste (13,8%) 

(MPA, 2011). 

Quando se trata das espécies cultivadas, a tilápia e o tambaqui são 

as que mais se destacam na aquicultura continental. Em 2011, as duas 

espécies somadas, representaram 67,0% da produção nacional. Contudo, 

também merecem destaque: o tambacu, a carpa e o pacu, que juntos 

representaram 20,1% da produção (MPA, 2011) (Tabela 2). 
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Tabela 2: Produção de pescado (t) da aquicultura continental por espécie. 

*Fonte: MPA (2011). 

 
A produção brasileira de tilápia está tornando-se cada vez mais 

expressiva nos últimos anos, crescendo 105% somente entre 2003 e 

2009 (MPA, 2010) 

A tilápia destaca-se no setor produtivo por sua resistência a 

doenças, tolerância ao cultivo em altas densidades e a ambientes hostis e 

estressantes. Tais características fazem desta espécie uma das preferidas 

pela aquicultura brasileira que atualmente utiliza o modelo intensivo de 

produção na maioria de seus cultivos (SHOEMAKER et al., 2000). 

Contudo, o modelo de produção aquícola nacional nem sempre 

foi o intensivo. Até o final da década de 90, a aquicultura brasileira era 

formada por pequenos e médios produtores e, baseava-se no sistema 

semi-intensivo de produção. Foi somente a partir do ano 2000, que a 

tilapicultura ganhou destaque por seu cultivo intensivo em tanques-rede, 

nos grandes reservatórios de hidroelétricas.  Esta mudança no sistema de 

produção trouxe alterações na cadeia produtiva, uma vez que são 

necessários insumos adequados ao sistema, como: rações específicas, 

material genético compatível com a criação e formas de escoamento da 

produção (SCORVO FILHO et al., 2010). 

As tilápias se adaptaram bem ao novo modelo de produção. Por sua 

rusticidade e capacidade de adaptação aos mais diversos fatores 
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estressantes do ambiente, estes peixes são considerados mais resistentes 

do que as demais espécies cultiváveis (BHUJEL, 2014). No entanto, nos 

últimos anos as tilápias têm sido acometidas por inúmeras doenças de 

origem bacteriana, parasitária e fúngica (CONROY, 2001; AMAL; 

ZAMRI-SAAD, 2011).  

1.3. Principais doenças no cultivo de tilápias 

A produção intensiva caracteriza-se por altos níveis de 

arraçoamento e densidades de estocagem, expondo os peixes ao estresse 

e à deteriorização da qualidade de água, que podem levar a surtos de 

enfermidades, causados principalmente por bactérias oportunistas ou por 

parasitos (WU et al., 2013; KAYANSAMRUAJ et al., 2014; 

SUBASINGHE, 2005). 

Por sua rusticidade, inicialmente as tilápias foram consideradas 

mais resistentes às bactérias, fungos, parasitos e doenças virais, quando 

comparadas às demais espécies de peixes cultiváveis (AMAL; ZAMRI-

SAAD, 2011). Porém, mais recentemente, diversas doenças infecciosas 

e parasitárias são observadas no cultivo intensivo deste peixe.  

Dentre os parasitos que acometem as tilápias, podemos destacar 

os protozoários: Ichthyophthirius multifiliis, Chilodonella sp., 
Tricodinídios, Epistylis sp., Ichthyobodo, Piscinoodinium e 

Amyloodinium; os trematodos monogenéticos dos gêneros: Gyrodactylus 

sp. e Dactylogyrus sp.; e os crustáceos parasitos Lernaea sp., Ergasilus 
sp., Argulus sp. e Dolops sp. (KUBITZA, 2000). 

Quanto aos patógenos bacterianos mais frequentes e de 

importância econômica no cultivo intensivo de tilápias, podemos citar: 

Streptococcus sp., Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, 

Pseudomonas sp., Flavobacterium columnare e Yersinia ruckeri 

(KLESIUS et al., 2008; BHUJEL, 2014).  

Dentre os principais fatores que predispõem os peixes a 

bacterioses, estão: inadequada qualidade da água, excesso de matéria 

orgânica, estresse térmico, má nutrição, estresse durante o transporte, 

infestação por outros parasitos, transferência de peixes entre as unidades 

de cultivo e altas densidades de estocagem (MORAES; MARTINS, 

2004). 

Em sistemas de criação intensiva de tilápias, a septicemia por 

Streptococcus spp. é a enfermidade de etiologia bacteriana que se 

destaca como uma das mais severas (SURESH, 2000). A mortalidade é 

mais alta e frequente, nos cultivos onde há manejo inadequado da 

qualidade da água e da nutrição dos peixes, contribuindo para perdas 

econômicas severas. 
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1.4. Estreptococose no cultivo de tilápias 

O termo estreptococose, em patologia de peixes, abrange uma 

série de processos causados por diferentes tipos de Streptococcus sp., 

que geram quadros clinicopatológicos semelhantes. Esta enfermidade é 

sistêmica e já foi encontrada em mais de 20 espécies de peixes de água 

doce, estuarina e salgada de todo o mundo (JIMÉNEZ et al., 2007). 

Estreptococose é um problema crescente na aquicultura mundial, 

devido à ampla distribuição geográfica de seus agentes causadores, a 

grande variedade de espécies de peixes que afeta, as altas mortalidades 

que causa, aos custos elevados com seu tratamento, a redução no 

crescimento dos animais e a dificuldade na comercialização dos 

mesmos. As espécies ícticas com elevados volumes de produção são 

comumente as mais afetadas, entre elas as tilápias (JIMÉNEZ et al., 

2007). 

O primeiro relato, do isolamento de Streptococcus spp. em 

tilápia, foi descrito por Wu (1970) e desde então, este patógeno tem sido 

identificado como responsável por elevados prejuízos no mundo todo, 

particularmente no Japão (KITAO et al., 1981), Taiwan (TUNG et al., 

1985), Israel (HUBERT, 1989), Arábia Saudita (AL-HARBI, 1994), 

Estados Unidos e América Central (PLUMB, 1997), colocando a 

estreptococose como importante problema sanitário mundial em 

sistemas de criação intensiva de tilápia. Na década de 30, estimava-se 

que as perdas mundiais alcançassem 150 milhões de dólares por ano 

(SHOEMAKER et al., 1997).  

Streptococcus sp. são bactérias gram positivas, de formato 

esférico (cocos), com 0,5 a 2 µm de diâmetro, que podem ocorrer aos 

pares ou em forma de cadeia, imóveis, não esporuladas, catalase 

negativas e oxidase positivas (ROSAGAST, 2012). São anaeróbicas 

facultativas e normalmente lisam os eritrócitos dos peixes, causando α-

hemólise (descoloração esverdeada ao redor das colônias), β-hemólise 

(descoloração completa ao redor das colônias) ou γ-hemólise (ausência 

de descoloração) nas placas com meio de cultura Ágar Sangue (AMAL, 

2011).  

Diversos são os relatos, em revistas de divulgação nacional e 

internacional, sobre casos clínicos da enfermidade em cultivos de 

tilápia. Baseado neles, pode-se aferir que a transmissão pode ocorrer de 

forma horizontal, através do contato direto entre o peixe infectado e 

saudável, ou pelo contato denominado indireto, feito pela água 

(FIGUEIREDO, 2007). O uso de peixes contaminados por estreptococos 
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no preparo de rações, também parece ser uma forma de transmissão 

(CONROY, 2001). 

As principais espécies que causam infecção em peixes são: 

Streptococcus iniae, S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. ictaluri 
(FIGUEIREDO, 2007), das quais, S. iniae e S. agalactiae são 

considerados os mais importantes patógenos causadores de 

estreptococose em tilápias (SHOEMAKER et al., 1997).  

Streptococcus iniae atinge diversas espécies de peixe e já foi 

diagnosticado em seres humanos. Seu primeiro isolamento data de 1976, 

em botos da Amazônia (PIER; MADIN, 1976), e desde então tem sido 

isolado de muitas espécies de peixes de água doce, estuarina e salgada, 

de 15 países de 6 continentes, incluindo: Ásia, África, Austrália, Europa, 

América do Sul e América do Norte (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011). 

Streptococcus iniae é considerado menos letal às tilápias do que S. 

agalactiae (ROSAGAST, 2012). 

S. agalactiae foi identificado pela primeira vez em peixes nos 

Estados Unidos (ROBINSON; MEYER, 1966), e nos últimos anos é 

frequentemente isolado em surtos de mortalidade pelo mundo, sendo 

encontrado em 7 países de 3 continentes: Brasil, Estados Unidos, Japão, 

Israel, Honduras, Kuwait e Tailãndia (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011).  

No Brasil, S. agalactiae vem se difundindo rapidamente pelas 

pisciculturas de tilápia e já foi identificado na: Bahia, Espírito Santo, 

Minas Gerais, São Paulo e Paraná (FIGUEIREDO, 2007). 

S. agalactiae também é um patógeno importante para o homem, 

principalmente por causar meningite em recém-nascidos (BAKER, 

1979). Porém, as cepas que causam doença nos seres humanos parecem 

ser bioquimicamente diferentes das que causam enfermidade nas 

espécies animais. Sendo assim a transmissão zoonótica seria pouco 

frequente e se o risco existe, é de pouca importância segundo “Center 

for Food Security and Public Health. Streptococcis” (2005). 

A infecção por S. agalactiae nos peixes, causa doença 

septicêmica, ou seja, a bactéria multiplica-se na corrente sanguínea e em 

diversos órgãos, como fígado, baço e rim. Contudo o cérebro parece ser 

o principal alvo da bactéria, levando o peixe infectado a um quadro de 

encefalite além da septicemia. Dentre os sinais clínicos apresentados 

pelos peixes, estão: anorexia, natação errática com movimentos 

giratórios na superfície da água e perda de equilíbrio, escurecimento da 

pele, olhos opacos, exoftalmia, além de petéquias na superfície corporal 

e acúmulo de líquido na cavidade abdominal (Anexo 3) (PLUMB, 1999; 

CONROY, 2001; BHUJEL, 2014).  
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Existem duas formas de manifestação da estreptococose em 

peixes: aguda e crônica. A forma aguda da doença é sistêmica e 

apresenta altas mortalidades (EVANS et al., 2002), geralmente 

ocorrendo nas estações mais quentes do ano, quando a temperatura da 

água está elevada (ROSAGAST, 2012). A forma crônica pode começar 

a se manifestar após a fase aguda da doença e apresentar sinais clínicos 

variados além de mortalidade reduzida e constante; geralmente ocorre 

quando a temperatura da água encontra-se mais baixa (BROMAGE et 

al., 1999; ROSAGAST, 2012).  

A doença pode ser observada em peixes de pesos variados porém 

de acordo com a literatura, parece preferir os indivíduos adultos na fase 

de engorda que apresentam entre 400 e 600 gramas (FIGUEIREDO, 

2007; KOMAR, 2008). Sendo assim, os alevinos e juvenis parecem não 

manifestar esta enfermidade, embora haja a possibilidade de serem 

portadores assintomáticos da bactéria.  

1.5. Formas de tratamento e prevenção a Estreptococose 

A prevenção à estreptococose, assim como a demais bacterioses, 

está intimamente relacionada às boas práticas de manejo e higiene das 

propriedades (CONROY, 2001; KOMAR, 2008). Manter os animais 

bem nutridos, sob adequadas condições ambientais, remover os animais 

mortos ou moribundos e atentar à qualidade dos alevinos adquiridos, são 

algumas medidas pertinentes (BHUJEL, 2014). 

Porém, quando a enfermidade já está instalada no cultivo, 

diversos agentes químicos podem ser utilizados como tratamento, tais 

como sal, ácido acético, cloreto de sódio, amônia quaternária, iodo, 

formol, verde malaquita, sulfato de cobre, metrifonato, sulfato de 

magnésio, sulfamerazina, ácido oxolínico e especialmente os 

antibióticos que atualmente representam a ferramenta mais difundida 

para o tratamento da septicemia por Streptococcus sp (ELER; 

MILLANI, 2007).  

Apesar da maioria dos produtores adotarem o uso de antibióticos 

como solução para combater a estreptococose e outras bacterioses, há 

uma tendência mundial em proibir o uso destas drogas na produção 

animal. Poucos antibióticos têm uso permitido na aquicultura pelos 

órgãos competentes, como ocorre, por exemplo, nos E.U.A., onde o 

Centro de Medicina Veterinária autoriza somente o uso de 

oxitetraciclina e eritromicina para toda a aquicultura (MAC MILLAN et 

al., 2006). Enfatizando esta premissa, a União Européia desde janeiro de 

2006, proibiu o uso de antibióticos na produção animal (LIM et al., 

2010). No Brasil a utilização de diversos antibióticos foi proibido com a 
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finalidade de aditivo alimentar no uso veterinário pelo Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), como por exemplo o 

cloranfenicol e nitrofuranos (IN nº 09, 27/06/2003); tetraciclinas, 

quinolonas, sulfonamidas sistêmicas (IN nº 26, 09/07/2009 que revoga a 

Portaria nº 193/1998); e espiramicina e eritromicina (IN nº 14, 

17/05/2012). 

O uso indiscriminado e errôneo dos antibióticos normalmente 

ocorre quando não se conhece o agente causador do surto de 

enfermidade e/ou mortalidade, levando os produtores a utilizar drogas 

com grande espectro de atuação o que pode conduzir à seleção de 

bactérias resistentes (FIGUEIREDO et al., 2012). Em 1997, Shoemaker 

et al. (1997) relatavam dificuldades na utilização de antibióticos para o 

tratamento de infecções por Streptococcus sp. Outra problemática do 

uso indiscriminado destes quimioterápicos em aquicultura está no 

impacto negativo que causam ao meio-ambiente, na baixa aceitação dos 

consumidores aos animais tratados além dos prejuízos à saúde humana 

(NAKANISHI et al., 2002; SAPKOTA et al., 2008).  

Para melhorar o controle e a prevenção de enfermidades em 

aquicultura, e simultaneamente reduzir os efeitos do uso indiscriminado 

de antibióticos nos cultivos, cada vez mais pesquisas vêm sendo 

impulsionadas com o objetivo de desenvolver produtos alternativos que 

favoreçam os mecanismos de defesa dos animais. Neste contexto, 

encontramos as vacinas e os aditivos alimentares.  

O desenvolvimento de vacinas está em evidência como 

ferramenta promissora ao combate de bacterioses em peixes, ajudando a 

reduzir as perdas econômicas (WANG et al., 2013). As vacinas para a 

prevenção da estreptococose estão sendo avaliadas e podem abrir novas 

perspectivas para o seu controle (MARTINS et al., 2011; ROSAGAST, 

2012) entretanto, até o momento não há uma vacina eficaz pois existem 

muitas cepas diferentes de Streptococcus sp. causadoras de 

estreptococose em tilápias, e além disso elas sofrem mutações 

constantes, o que torna dificultoso o controle desta enfermidade 

(BHUJEL, 2014). 

Como aditivos alimentares no combate às bacterioses, podemos 

citar ervas medicinais (RATTANACHAIKUNSOPON; 

PHUMKHACHORN, 2009; WU, Y. R. et al., 2013), ácidos orgânicos 

(KEONG, 2009) e os probióticos que auxiliam no aumento da 

capacidade imunológica dos peixes, trazem benefícios zootécnicos aos 

cultivos, além de diminuir o impacto ambiental da atividade. 

(HARIKRISHN; BALASUNDARAM, 2005). 
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Atualmente, existem diferentes fórmulas comerciais de 

probióticos para uso em peixes que podem ser encontradas facilmente 

no mercado. Porém observa-se que cepas probióticas isoladas de outros 

animais ou de espécies de peixes que não sejam a espécie-alvo, podem 

apresentar resultados controversos, sendo necessário o isolamento e 

desenvolvimento de probióticos espécie-específicos, ou seja, probióticos 

autóctones (MOURINO, 2010). A utilização de cepas alóctones 

apresenta uma série de desvantagens como a inserção de micro-

organismos exógenos ao ambiente de cultivo, o desconhecimento dos 

possíveis efeitos no trato intestinal e sua interação com os demais micro-

organismos no ambiente, e a capacidade dessas cepas sobreviverem ou 

se manterem em condições viáveis e em concentrações ótimas no trato 

intestinal dos animais (NAYAK, 2010). Apesar disto, alguns estudos 

demonstram que a utilização de bactérias alóctones também podem 

apresentar bons resultados e um papel positivo no bem estar dos peixes 

(RIDHA; AZAD, 2012; STANDEN et al., 2013), porém há um 

consenso geral de que cepas de bactérias autóctones possuem maior 

chance de colonizar o intestino e trazer benefício à saúde do hospedeiro 

(SUN et al., 2013).  

Diferentes micro-organismos são usados como probiótico para 

peixes: bactérias ácido-láticas como Lactobacillus sp., bactérias 

esporuladas como Bacillus sp., bactérias gram negativas como 

Pseudomonas sp., Vibrio sp. e Aeromonas sp. e leveduras. Entretanto, 

algumas destas bactérias como Pseudomonas sp., Vibrios sp. e Bacillus 

sp. podem ser potencialmente patogênicas para alguns peixes causando 

mortalidades no cultivo (GEORGE et al., 2005). Portanto, é necessário 

realizar a caracterização fenotípica e molecular da cepa a fim de se 

determinar a existência de patogenicidade do microorganismo para a 

espécie cultivada, antes de sua utilização como probiótico. 

Nos últimos anos, probióticos, especialmente as bactérias ácido-

láticas (LAB), vêm sendo utilizadas como suplemento dietético para 

proteger os animais aquáticos cultiváveis de diversas infecções e 

prevenir que a doença se instale nos cultivos, uma vez que melhoram o 

estado de saúde dos animais. As LAB’s têm seu efeito comprovado em 

diversas espécies, como: robalos, Centropomus spp. (BARBOSA et al., 

2011), tilápias, Oreochromis spp., (JATOBÁ et al., 2011) e camarões, 

Litopenaeus vannamei, (VIEIRA et al., 2007), devido à sua capacidade 

de colonizar o trato digestório dos animais, alterando a dominância 

natural da microbiota intestinal e promovendo melhoria no sistema 

imune dos animais (CARNEVALI et al., 2006; JATOBÁ et al., 2008; 

VIEIRA et al., 2008).  
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2.    JUSTIFICATIVA 

Estreptococose é uma bacteriose que causa elevados prejuízos 

econômicos aos cultivos de tilápia em todo mundo e nos últimos anos 

representa uma das doenças de maior impacto na tilapicultura brasileira. 

A forma tradicional e normalmente utilizada para o controle desta 

enfermidade é o uso de antibióticos, que usados em demasia sabe-se que 

levam ao desenvolvimento de cepas resistentes, causam danos 

ambientais além da não aceitação do mercado consumidor a animais 

tratados e ao acúmulo destas drogas no tecido animal.  

Neste sentido, pesquisas têm sido conduzidas na procura por 

métodos alternativos ao uso de antibióticos, que previnam estas 

enfermidades. Tais estudos têm evidenciado que a suplementação com 

probióticos na dieta de peixes apresenta efeito benéfico sobre a 

microbiota e torna-se uma importante ferramenta na redução da 

ocorrência de patógenos. 

Tendo em vista o crescimento da tilapicultura no Brasil, a 

ausência de uma vacina eficaz que previna esta enfermidade causadora 

de elevados prejuízos econômicos e os benefícios que os probióticos 

trazem na melhora do sistema de defesa e desempenho zootécnico dos 

organismos aquáticos, utilizou-se Lactobacillus plantarum na 

alimentação dos peixes, como forma de prevenção a esta doença.  

 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

Avaliar a suplementação dietária com a bactéria Lactobacillus 
plantarum na prevenção à septicemia causada por Streptococcus 
agalactiae em tilápia do Nilo. 

3.2. Objetivos Específicos 

i. Avaliar o desempenho zootécnico dos peixes alimentados 

com dieta suplementada com a cepa probiótica L. 
plantarum;  

ii. Avaliar as alterações hemato-imunológicas dos peixes 

suplementados com L. plantarum; 

iii. Avaliar as possíveis alterações histológicas no fígado e trato 

intestinal dos peixes suplementados com probiótico; 

iv. Avaliar por microscopia eletrônica de transmissão, a 

ultraestrutura do trato intestinal após o uso deste aditivo 

alimentar; 
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v. Caracterizar a microbiota do trato gastrointestinal dos peixes 

suplementados com a cepa probiótica; 

vi. Avaliar as alterações hemato-imunológicas e histológicas 

dos peixes suplementados com o probiótico, após infecção 

oral, via gavagem com Streptococcus agalactiae.  

 

4. FORMATAÇÃO  

O capítulo 1 está formatado nas normas da ABNT. O capítulo 2 

está formatado segundo as normas da revista Brazilian Journal of 
Oceanography. 
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CAPÍTULO 2 

Artigo 1 

Suplementação dietária com probiótico em tilápia do Nilo 

como prevenção à estreptococose 

Probiotic dietary supplementation in Nile tilapia as 

prophylaxis against streptococcosis. 
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ABSTRACT 

To avoid the use of antibiotics in controlling bacterial diseases in farmed 

fish, the probiotic is an promising alternative as prophylaxis. This study 

evaluated the dietary supplementation with Lactobacillus plantarum in 

Nile tilapia using the hemato-immunological, histological, 

microbiological analysis and the transmission electron microscopy after 

challenge via gavage with Streptococcus agalactiae. Fish were 

distributed in two groups: fish fed probiotic supplemented commercial 

diet and nonsupplemented diet for a period of 58 days. Increased 

concentration of total lactic acid bacteria and reduction in the 

Vibrionacea was observed in supplemented fish (p<0,05). It was also 

found enhanced final weight, specific growth rate and lower feed 

conversion (p<0.05) in supplemented fish. After challenge, the number 

of thrombocytes and neutrophils increased (p<0.05) in supplemented 

animals. Transmission electron microscopy showed damage in the 

intestinal mucosa and the presence of bacteria similar to S. agalactiae in 

both infected groups. L. plantarum colonized the intestine of fish, 

enhanced the zootechnical performance and modulated some 

hematological parameters.  

 

Keywords: Hematology, Histology, Immunology, Lactic acid bacteria, 

Microbiology, Oreochromis niloticus, Transmission electron 

microscopy.  
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RESUMO 

A fim de evitar a utilização de antibióticos no controle de doenças 

bacterianas na piscicultura, o uso de probiótico tem se revelado uma 

alternativa promissora como medida profilática. Este estudo avaliou a 

suplementação dietética de Lactobacillus plantarum em tilápia do Nilo 

por meio de técnicas hemato-imunológicas, histológicas, 

microbiológicas e de microscopia eletrônica de transmissão, após 

infecção, via gavagem, com Streptococcus agalactiae. Os peixes foram 

distribuídos em dois grupos: peixes alimentados com dieta comercial 

suplementada com probiótico e dieta não-suplementada, durante 58 dias. 

Aumento na concentração de bactérias ácido-láticas totais e redução na 

concentração de vibrionáceas foram observados nos peixes 

suplementados (p<0,05). Também foram verificados aumento no peso 

final e taxa de crescimento específico e menor conversão alimentar 

(p<0,05) no grupo suplementado. Após o desafio experimental, o 

número de trombócitos e neutrófilos aumentou no grupo probiótico 

(p<0,05). Microscopia eletrônica de transmissão demonstrou danos na 

mucosa intestinal e a presença de bactérias morfologicamente parecidas 

com S. agalactiae em ambos os grupos infectados. L. plantarum 

colonizou o intestino dos peixes, melhorou o desempenho zootécnico e 

modulou alguns parâmetros hematológicos.  

  

Palavras-chave: Bactérias ácido-láticas, Imunologia, Hematologia, 

Histologia, Microbiologia, Microscopia eletrônica de transmissão, 

Oreochromis niloticus.  
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INTRODUÇÃO 

Streptococcus agalactiae é uma bactéria gram-positiva, 

responsável por elevados prejuízos econômicos no mundo, afetando 

diversas espécies de peixes de água doce e salgada (PASNIK et al., 

2006).  

Casos de estreptococose no cultivo de tilápias já foram 

diagnosticados em pelo menos 12 países das Américas Central, Norte e 

Sul (CONROY, 2009). No Brasil, S. agalactiae já foi identificado em 

diversos estados (Bahia, Espírito Santo, Minas Gerais, São Paulo, 

Paraná) e vem se difundindo rapidamente pelas pisciculturas de tilápia, 

em todas as regiões e em diferentes sistemas de criação (SALVADOR et 

al., 2005).  

A ferramenta mais difundida atualmente, para o tratamento da 

septicemia causada por Streptococcus sp., é o uso de antibióticos. 

Porém, o uso indiscriminado destes produtos quimioterápicos tem 

conduzido à seleção de bactérias resistentes (FIGUEIREDO et al., 2012) 

além do risco de transferência desta resistência a bactérias presentes no 

meio ambiente e a cepas patogênicas que afetam os seres humanos 

(ABUTBUL et al., 2004), e ao acúmulo de resíduos antibióticos na 

carne dos peixes que pode ser prejudicial ao meio-ambiente e a quem os 

consome (SMITH et al., 1994). Por estes motivos, poucos antibióticos 

têm seu uso aprovado em aquicultura e muitos países recusam importar 

produtos aquícolas que tenham sido tratados com estas drogas 

(GASTALHO et al., 2014). 

Para evitar estes problemas e substituir o uso de quimioterápicos 

em aquicultura, o desenvolvimento de medidas profiláticas como 

vacinas e probióticos tem se mostrado ferramentas promissoras no 

combate a bacterioses no cultivo de peixes (MOURIÑO et al., 2012). 

Durante a última década a vacinação tornou-se importante para a 

prevenção de doenças infecciosas em viveiros de peixes (TU et al., 

2009; MARTINS et al., 2011) e o uso de probióticos, principalmente 

bactérias ácido-láticas (LAB) tem sido utilizado como suplemento 

dietético para proteger os animais aquáticos cultiváveis contra diversas 

infecções.  

Desde a primeira vez que probiótico foi utilizado em aquicultura, 

diversos estudos demonstraram sua capacidade em melhorar a taxa de 

crescimento e bem-estar de organismos aquáticos cultivados, como: 

peixe marinho (CARNEVALI et al., 2004); molusco (MACEY; 

COYNE, 2005) e camarão (WANG, 2007). Além disto, outras pesquisas 

comprovaram que LAB’s no cultivo de tilápias promoveram melhora do 
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desempenho zootécnico e do sistema imune, protegendo os peixes de 

possíveis infecções por bactérias patogênicas (LARA-FLORES, et al., 

2003; PIRARAT et al., 2006; ALY et al., 2008; JATOBÁ et al., 2008; 

ABD EL-RHMAN et al., 2009; JATOBÁ et al., 2011; PIRARAT et al., 

2011; CORNELIO et al., 2013; STANDEN et al., 2013). Com isto, é 

crescente a evidência de quê o uso de bactérias probióticas em 

aquicultura, seja um método alternativo para a prevenção e controle de 

doenças bacterianas em peixes. 

Estudos prévios, utilizando a cepa L. plantarum como probiótico 

na dieta de camarões e tilápias, indicaram sua ação como probiótico, 

colonizando o trato gastrointestinal dos animais e melhorando o sistema 

imune, o desempenho zootécnico e inibindo o crescimento de bactérias 

patogênicas (VIEIRA et al., 2007; JATOBÁ et al., 2008). 

Estudos que abordam infecção experimental normalmente 

utilizam a via intraperitoneal como metodologia para o desafio, sendo 

pouco comum o uso da via gástrica para este fim (KLESIUS et al., 

2000; ABD EL-RHMAN et al., 2009; RATTANACHAIKUNSOPON; 

PHUMKHACHORN, 2009; ALSAID et al., 2013; BAUMS et al., 2013; 

CORNELIO et al., 2013; QIANG et al., 2013). Este método 

denominado via gavagem é comumente utilizado na experimentação 

animal para a administração de substâncias por via intragástrica, 

permitindo o estudo de efeitos biológicos de diversas drogas (FAWELL 

et al., 1999) e já foi utilizado em peixes para testar os efeitos tóxicos de 

algumas substâncias como: toxinas produzidas por cianofíceas 

(DJEDIAT et al., 2010; GUTIERREZ-PRAENA et al., 2013) e 

pesticidas (FAJT; GRIZZLE, 1993). Para ensaios de infecção, o modelo 

via gavagem é vantajoso, pois mimetiza a infecção em ambiente natural 

tornando os resultados obtidos mais próximos da realidade uma vez que 

no meio-ambiente é a boca uma das principais vias de entrada do 

patógeno nos peixes. 

Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a influência 

da suplementação com o probiótico Lactobacillus plantarum, na 

prevenção a estreptococose, causada por Streptococcus agalactiae, em 

tilápias do Nilo infectadas experimentalmente via gavagem.  

MATERIAL E MÉTODOS 

Material biológico  

Foram utilizados 120 juvenis de tilápia (Oreochromis niloticus), 

provenientes de piscicultura comercial, localizada na cidade de 

Presidente Getúlio/ SC, Brasil. 
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A bactéria Lactobacillus plantarum (CPQBA 227-08 DRM) 

utilizada como cepa probiótica, foi isolada por Jatobá et al. (2008) do 

trato gastrointestinal de tilápias sadias e assintomáticas. A cepa foi 

identificada por amplificação do gene 16S do RNA (Anexo 2), mantida 

em tubos de ensaio contendo caldo MRS (do inglês “Man-Rogosa-

Sharpe broth”), reativada em placas de Petri, com o meio MRS Ágar 

acrescido com 1% de azul de anilina e incubadas a 35°C por 48 h. Esta 

cepa teve seu potencial probiótico registrado, demonstrando sua inibição 

à bactérias patogênicas, capacidade de colonização do trato 

gastrointestinal e melhora da resposta inespecífica do sistema imune de 

tilápia do Nilo (JATOBÁ et al., 2008). 

A cepa patogênica Streptococcus agalactiae, foi isolada de 

tilápias sintomáticas, provenientes de surto de mortalidade em cultivo 

industrial localizado no estado do Ceará, Brasil. Foi mantida em tubos 

de ensaio contendo meio de cultura caldo de cérebro e coração (BHI 

Himedia ® do inglês “Brain Heart Infusion”), reativadas em placas de 

Petri contendo Ágar Triptona de Soja (TSA Himedia® do inglês 

“Tryptic Soy Agar”) enriquecido com 5% de sangue de carneiro 

desfibrilado e incubadas a 28°C por 12 h. A cepa foi identificada por 

PCR e após a verificação das bandas em gel agarose, o DNA foi 

purificado utilizando o reagente BigDye® Terminator v3.1. A sequência 

de nucleotídeos em formato FASTA foi submetida à base de dados 

BLAST/NCBI (Anexo 1). 

Ensaio “in vitro” 

Para a avaliação da capacidade inibitória da cepa probiótica frente 

à Streptococcus agalactiae, foi realizado o antagonismo entre as cepas. 

Utilizou-se o método de Tagg e Mcgiven (1971), adaptado por Ramírez 

et al. (2006), onde a cepa probiótica L. plantarum mantida em meio de 

cultura MRS Broth, foi repicada e semeada em placa de Petri contendo o 

meio MRS Agar, acrescido de 1% de azul de anilina. A placa foi 

incubada a 35°C por 48 h. A cepa patogênica, mantida em meio de 

cultura BHI Broth, foi repicada e semeada em placa de Petri contendo o 

meio de cultura Müeller-Hinton. Em seguida, discos de 0,8 cm de 

diâmetro das placas da cepa probiótica foram colocados na placa com a 

cepa patogênica, a qual foi incubada a 30°C por 24 h. Após este período, 

os halos de inibição formados ao redor dos discos de bactéria probiótica, 

foram medidos com o auxílio de um paquímetro (Anexo 3).  

Para verificar a resistência da cepa patogênica a diferentes 

drogas, realizou-se o antibiograma, segundo método de Kirby-Bauer 

(BAUER et al., 1966). A cepa S. agalactiae foi repicada e semeada em 
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placa de Petri com o meio de cultura Mueller-Hinton. Nesta mesma 

placa, foram condicionados 1 disco de cada um dos seguintes 

antibióticos: enrofloxacino, norfloxacino, eritromicina, florfenicol, 

tetraciclina e azitromicina. A placa foi incubada a 30°C por 24 h. Após 

este período, os halos formados ao redor dos discos de antibiótico foram 

mensurados com um paquímetro e comparadas as zonas de inibição. 

Preparo do inóculo de probiótico e Dieta experimental 

Após período de aclimatação de 04 dias, os peixes foram 

alimentados com ração comercial Kowalski Peixes 35 para animais em 

fase de crescimento, com a seguinte composição: umidade (Máx.) 120 

g.kg
-1

, proteína bruta (Mín.) 350 g.kg
-1

, extrato etéreo (Mín.) 50 g.kg
-1

, 

cálcio (Máx.) 15 g.kg
-1

, fósforo (Mín.) 5000 mg.kg
-1

 e vitamina C 

(Mín.) 450 mg kg
-1

.  

Para o preparo do inóculo probiótico, a cepa bacteriana L. 

plantarum, foi repicada em meio de cultura caldo MRS Difco
®
, e 

incubada a 35°C por 48 h. O inóculo bacteriano apresentou 

concentração média de 5,8.10
9
 UFC.mL

-1 
e foi adicionado à ração na 

proporção de 100 mL.Kg
-1 

de ração
.
. Semanalmente, ração e probiótico 

foram misturados em saco plástico estéril e mantidos à vácuo, durante 

cinco minutos. Em seguida, a mistura foi retirada do vácuo, e seca em 

estufa com recirculação de ar a 25°C por 24 h, para retirada do excesso 

de umidade. A ração utilizada para o grupo não suplementado foi 

preparada do mesmo modo, porém acrescida somente com o meio de 

cultura MRS Difco
®
.  

Para verificar a concentração do probiótico na dieta, após sua 

inoculação, 1 g de ração foi macerada em 1 mL de solução salina estéril 

0,65% e posteriormente diluída serialmente nove vezes em tubos de 

ensaio em fator 1:10. As diluições de 10
-4

 a 10
-9

 foram semeadas em 

placas de Petri contendo o meio de cultura MRS acrescido de 1% de 

azul de anilina. As placas foram incubadas a 35ºC por 48 h. Este 

processo era repetido duas vezes por semana durante o preparo das 

dietas, para averiguarmos que a concentração do inóculo bacteriano 

mantinha-se nas concentrações desejadas. Durante o experimento, a 

concentração média de L. plantarum na dieta do grupo probiótico, foi 

de: 1,81 x 10
7
 ± 0,68 UFC.g

-1
. 

Delineamento experimental  

Cento e vinte juvenis de tilápia sadios, revertidos sexualmente, 

com peso médio inicial de 32,11 ± 7,60 g e comprimento total de 12,24 

± 1,03 cm, foram aleatoriamente distribuídos em 10 caixas circulares de 
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100 L, com sistema de aeração e aquecimento constantes, totalizando 12 

peixes por unidade experimental. As unidades estavam acopladas ao 

sistema de recirculação de água do laboratório experimental, o qual 

contém esterilização ultravioleta, filtros do tipo mecânico e reatores 

biológicos. 

A qualidade da água foi monitorada diariamente com 

multiparâmetro (modelo HI 9828 – Hanna Instruments) e kit 

colorimétrico Labcon Test. Os parâmetros mantiveram-se em: oxigênio 

dissolvido 6,88 ± 0,22 mg.L
-1

;pH 6,49 ± 0,46; temperatura 24,47 ± 0,97 

°C; amônia total 1,79 ± 0,44 mg.L
-1

; amônia tóxica 0,01 ± 0,01 mg.L
-

1
;nitrito 1,48 ± 0,36 mg.L

-1 
e alcalinidade 37,11 ± 20,88 mg CaCO3/L. 

A biometria era realizada semanalmente de seis animais por 

unidade experimental, para ajuste da quantidade de ração a ser ofertada. 

A dieta foi fornecida quatro vezes ao dia, totalizando 3,0 % da 

biomassa. Após o período de aclimatação, os peixes foram alimentados 

durante 58 dias: cinco caixas receberam ração comercial suplementada 

com inóculo probiótico e as demais receberam apenas ração comercial 

sem suplementação probiótica, porém com o meio de cultura MRS 

(Figura 02). 

O fotoperíodo durante o experimento foi de 12 h de escuro e 12 h 

de claro. 

Após o período de suplementação, realizou-se a coleta pré-

infecção, que consistiu em análises hematológicas, imunológicas, 

histológicas, microbiológicas e de microscopia eletrônica  

 
Figura 2: Desenho esquemático do delineamento experimental de 
suplementação com o probiótico L. plantarum, seguido de desafio experimental 

com S. agalactiae. 
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Análises hemato-imunológicas 

Para as análises hematológicas, dois peixes por unidade 

experimental foram anestesiados com eugenol (1g :10 L). O sangue foi 

coletado por punção do vaso caudal (Comissão de Ética – CEUA – nº 

PP00928) com seringas de 3 mL contendo anticoagulante EDTA 

(Anexo 3). Alíquotas de sangue foram coletadas para confecção de 

extensões sanguíneas em duplicatas e as lâminas foram coradas com 

Giemsa/MayGrunwald (ROSENFELD, 1947) para a contagem 

diferencial de leucócitos, bem como contagem total de leucócitos 

(WBC) e trombócitos pelo método indireto (ISHIKAWA et al., 2008). 

Alíquotas sanguíneas também foram utilizadas para a determinação do 

hematócrito (RANZANI-PAIVA et al., 2013), para a quantificação do 

número total de eritrócitos (RBC) em câmara de Neubauer e para a 

quantificação de hemoglobina sanguínea, segundo o método da 

cianometahemoglobina (COLLIER, 1944). Com a determinação destes 

parâmetros, foram calculados os seguintes índices hematimétricos: 

VCM (Volume Corpuscular Médio), HCM (Hemoglobina Corpuscular 

Média) e CHCM (Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média), 

segundo as fórmulas a seguir: 

 

VCM = Hematócrito x 10 / Eritrócitos 

 

HCM = Hemoglobina x 10 / Eritrócitos 

 

CHCM = Hemoglobina x 100 / Hematócrito 

 

Para as análises imunológicas, o sangue de dois peixes de cada 

unidade experimental foi coletado em pool, sem anticoagulante, e 

acondicionado em tubos de ensaio estéreis. Os tubos permaneceram em 

repouso overnight a 4°C. Após este período, o material foi centrifugado 

a 1400 g, durante 10 minutos a 4°C, para obtenção do soro que, foi 

armazenado a -20°C para posteriores análises imunológicas. 

A proteína total do plasma sanguíneo foi mensurada com o kit 

Proteína Total (Lab Test®). A concentração de imunoglobulina total foi 

mensurada de acordo com o método descrito por Amar et al. (2000), 

onde misturou-se 100 µL do soro com 100 µL de solução de 

polyethylene glycol PEG (Sigma-Aldrich) 12% e a mistura incubada à 

temperatura ambiente por duas horas, a fim de precipitar as moléculas 

de imunoglobulina. O precipitado de imunoglobulina foi removido por 

centrifugação 5000 g a 4ºC por 10 min e o sobrenadante retirado e 



41 
 

mensurado a quantidade de proteína total também pelo kit Proteína Total 

(Lab Test®), utilizando-se albumina bovina para confecção da curva 

padrão. A concentração de imunoglobulina total está expressa em 

mg.mL
-1

, sendo calculada pela fórmula: 

 
Total Ig (mg/mL) = proteína total do soro - proteína tratada com PEG 

 

A atividade de lisozima foi determinada pela metodologia 

adaptada de Sankaran & Gurnani, 1972 , onde uma suspensão de 

Micrococcus lysodeikticus liofilizado (Sigma-Aldrich) foi diluída em 

tampão fosfato salina (PBS: 0,04 M fosfato monobásico, pH 6,2) na 

concentração de 0,5 mg.mL
-1

, imediatamente antes de sua utilização. 

Trinta microlitros do soro foram semeados em quintuplicata, em 

microplaca de fundo chato e, em seguida foram adicionados 200 µL da 

suspensão de células de M. lysodeikticus em cada poço. Logo após, foi 

feita a leitura da absorbância inicial em 492 nm. Posteriormente 

incubou-se as microplacas por 10 min a 35ºC, e realizou-se a leitura das 

absorbâncias finais. A redução na absorbância das amostras foi 

convertida em concentração de lisozima (µg.mL
-1

) determinada pela 

curva padrão realizada anteriormente com lisozima de clara de ovos da 

galinha (HEWL, Sigma-Aldrich). 

Histologia 

Fígado e parte da região anterior do intestino médio dos animais 

foram coletados de dois peixes por unidade experimental, totalizando 20 

peixes, 10 por tratamento.. Os órgãos foram fixados em formalina 10% 

tamponada. Após a fixação, as amostras foram preparadas segundo 

técnicas histológicas de rotina com inclusão em parafina. Cortes de 3 

µm de espessura foram corados com hematoxilina de Harris e eosina 

para identificação padrão das estruturas; com tricrômico de Mason para 

diferenciação dos leucócitos e com coloração Gram para identificação 

de bactérias. Os cortes foram fotografados com o microscópio Dic 

(Differential Interference Contrast) Zeiss, modelo Axio Imager A2. 

Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

A fim de verificar a integridade das células intestinais, das 

microvilosidades e a presença de bactérias probióticas e patogênicas 

utilizadas na infecção experimental. Amostras dos tratos intestinais 

foram fixadas em solução de glutaraldeído 2.5 %, sacarose 2.0%, 

tamponadas com cacodilato 0.1 M (pH 7.2) (SCHMIDT et al., 2010), 

pós-fixadas em 1 % tetróxido de ósmio por 4 horas e desidratadas em 
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série de soluções aquosas de concentrações crescentes de acetona. Após 

a desidratação, o material foi infiltrado com resina Spurr. As secções 

ultrafinas foram feitas em ultramicrótomo e contrastadas em acetato de 

uranila e citrato de chumbo. As amostras foram observadas e 

fotografadas em microscópio eletrônico de transmissão (JEOL Ltd., 

Tokyo, Japão, a 80 kV). 

Parâmetros microbiológicos 

Para a determinação da microbiota bacteriana presente no trato 

gastrointestinal dos grupos controle e probiótico, porções do trato médio 

anterior de dois animais de cada unidade experimental foram coletadas. 

Estas porções foram maceradas juntas, em gral de porcelana com 1 mL 

de solução salina estéril 0,65% e posteriormente diluídos serialmente 

quatro vezes em tubos de ensaio em fator 1:10. As diluições de 10
-1

 a 

10
-4

 foram semeadas em placas de Petri contendo os seguintes meios de 

cultura: MRS acrescido de 1% de azul de anilina (para identificação de 

bactérias produtoras de ácido-láctico), TSA acrescido de 5% de sangue 

de carneiro desfibrilado (para o crescimento de bactérias heterotróficas 

totais), TCBS (para o crescimento de vibrionáceas) e Cetrimid (para 

crescimento de Pseudomonas sp.). As placas de MRS foram incubadas a 

35ºC por 48 h; as demais foram incubadas a 30°C por 24 h. 

Parâmetros zootécnicos 

As pesagens iniciais e finais foram feitas individualmente para 

todos os peixes. Os cálculos para as características de desempenho 

foram feitos para cada unidade experimental, somente com os dados da 

primeira e da última pesagem e medição dos peixes. Foram 

determinados: peso inicial (g), peso final (g), ganho de peso (g), 

comprimento total inicial (cm), comprimento total final (cm), conversão 

alimentar e taxa de crescimento específico (% /dia), segundo as 

fórmulas abaixo: 
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Desafio via gavagem 

Para a infecção experimental, o inóculo crescido em BHI por 18h 

em 28°C, foi centrifugado 30 minutos a 1800 g e a 4°C. O sobrenadante 

foi descartado e o pelete ressuspendido em solução salina estéril 0,65% 

na proporção para que a suspensão se mantivesse em 1x10
7
 UFC.g

-1
 de 

peso vivo, segundo a curva de crescimento feita anteriormente.  

Os animais após os 58 dias de tratamento estavam com peso 

médio de 105,53 ± 34,25 g (média ± desvio padrão) e foram mantidos 

em jejum de 24 horas antes do desafio. Após anestesia com eugenol (75 

mg.L
-1

), cada indivíduo recebeu 100 µL de solução bacteriana, via 

gavagem (Anexo 3). A partir desse momento, o experimento foi 

monitorado de 6 em 6 horas, durante 96 horas ou até que se alcançasse 

30% de mortalidade. Neste período, foram monitoradas a sobrevivência 

e também a redução no consumo de ração que continuou a ser oferecida 

normalmente. 

Reisolamento do patógeno e identificação molecular 

Para o reisolamento da cepa patogênica S. agalactiae, ao término 

do experimento, porções do fígado e do cérebro de dois animais de cada 

unidade experimental foram coletadas para esfregaço em placas de TSA 

Sangue 5%. As placas foram incubadas a 30°C por 24 h. Após o 

crescimento nas placas e do reisolamento das colônias, elas foram 

identificadas molecularmente através de PCR, conforme descrito 

anteriormente. 

Parâmetros hemato-imunológicos, histologia e microscopia 

eletrônica de transmissão  

Os mesmos procedimentos para a execução das análises hemato-

imunológicas, histológicas e de microscopia eletrônica de transmissão, 

foram realizados ao término do desafio experimental. 

Análises estatísticas  

Para comparação das médias entre os tratamentos foi realizado o 

teste de Levene para verificação da homocedasticidade, e em seguida o 

teste de Shapiro-Wilks para normalidade dos dados. Os dados que não 

apresentaram homocedasticidade de variâncias foram transformados em 

log10 (x+1), e posteriormente realizado Teste t de student com nível de 

significância de 5%, para averiguar a diferença entre os tratamentos. 

 



44 
 

RESULTADOS 

Ensaio “in vitro” 

A capacidade inibitória da cepa probiótica frente à S. agalactiae, 

foi mensurada em milímetros. Os halos formados apresentaram diâmetro 

médio de 15,2  ± .2,4 mm. 

Quanto à resistência da cepa patogênica a diferentes drogas, os 

halos formados ao redor de cada disco de antibiótico, foram: 19 mm 

para enrofloxacino, 18 mm para norfloxacino, 25 mm para eritromicina, 

28 mm para florfenicol, 27 mm para tetraciclina e 21 mm para 

azitromicina.  

Análises hemato-imunológicas 

Não houve diferença significativa nos parâmetros hematológicos 

e nos valores dos índices hematimétricos entre os animais tratados com 

e sem suplementação probiótica (Tabela 3). 

Após o desafio com S. agalactiae, o número de trombócitos e 

neutrófilos foram maiores no grupo suplementado com cepa probiótica 

(Tabela 4). Os demais parâmetros hematológicos e índices 

hematimétricos não apresentaram diferença significativa entre os 

tratamentos.  

A concentração de lisozima, proteína e imunoglobulina total do 

plasma, não apresentaram diferença significativa entre os animais não 

suplementados e suplementados com cepa probiótica, nem antes e nem 

após o desafio (Tabelas 5 e 6). 
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Tabela 3: Parâmetros hematológicos (média ± desvio padrão) de tilápia do Nilo 

alimentada com ração comercial suplementada com probiótico e sem 
suplementação (Controle). 

*Diferença significativa de acordo com teste t (p<0,05). 

Legenda: VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular 

média; CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média. 
  

Parâmetros Controle Probiótico Valor  -p 

Eritrócitos (x10
6
.µL-

-1
) 1,77 ± 0,62 2,07 ± 0,79 0,396 

Trombócitos (x10
3
.µL-1) 111,30 ± 88,19 89,76 ± 95,65 0,607 

Leucócitos (x10
3
. µL

-1
) 79,73 ± 61,12 60,48 ± 56,07 0,472 

Linfócitos (x10
3
.µL

-1
) 67,81 ±57,18 52,97 ±52,55 0,553 

Monócitos (x10
3
. µL

-1
) 2,64± 2,57 1,37 ± 2,69 0,294 

Neutrófilos (x10
3
. µL

-1
) 9,28 ± 5,60 6,14 ± 4,24 0,174 

Hematócrito (%) 34,80 ± 8,18 35,60± 4,81 0,792 

Hemoglobina (g . dL
-1

) 8,93±1,42 9,09±1,05 0,788 

Proteínas plasmáticas totais (g.dL
-1

) 6,31±0,62 6,4±0,72 0,779 

VCM (fL) 227,63±113,37 291,49±150,00 0,297 

HCM (pg) 57,87±26,18 76,02±39,61 0,242 

CHCM (g,dL
-1

) 26,71±6,26 26,18±6,10 0,850 



46 
 

Tabela 4: Parâmetros hematológicos (média ± desvio padrão) de tilápia do Nilo 

alimentada com dieta comercial suplementada com probiótico e sem 
suplementação (Controle), após desafio com S. agalactiae . 

*Diferença significativa de acordo com teste t (p<0,05).  

Legenda: VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular 
média; CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média. 

 
Tabela 5: Título aglutinante e atividade antimicrobiana do plasma (média ± 

desvio padrão) de tilápia do Nilo alimentada com ração comercial suplementada 

com probiótico e sem suplementação. 
* Diferença significativa de acordo com teste t (p<5%). 

 

Parâmetros Controle Probiótico Valor-p 

Eritrócitos (x10
6
.µL-

-1
) 2,11 ± 0,28 1,99 ± 0,42 0,488 

Trombócitos (x10
3
.µL

-1
) 3,43 ± 1,72 6,80 ± 3,28* 0,036 

Leucócitos (x10
3
. µL

-1
) 42,65 ± 17,28 31,24 ± 14,92 0,131 

Linfócitos (x10
3
.µL

-1
) 38,62 ±17,48 27,00 ±14,83 0,126 

Monócitos (x10
3
. µL

-1
) 2,88± 1,71 2,34 ± 1,12 0,537 

Neutrófilos (x10
3
. µL

-1
) 1,95 ± 0,30 3,86 ± 2,09* 0,035 

Hematócrito (%) 32,25 ± 4,41 33,05± 2,43 0,621 

Hemoglobina (g . dL
-1

) 8,00±1,20 8,15±0,78 0,741 

Proteínas plasmáticas totais (g.dL
-1
) 6,77±1,09 6,43±0,62 0,404 

VCM (fL) 153,99±21,39 170,94±31,58 0,177 

HCM (pg) 38,27±6,20 42,29±8,69 0,249 

CHCM (g.dL
-1
) 24,86±2,17 24,75±2,72 0,920 

Parâmetros Controle Probiótico Valor-p 

Lisozima (µg.ml
-1
) 51,98±4,27 46,45±7,91 0,122 

Proteína total (mg.ml
-1

) 35,10±3,82 33,85±6,75 0,672 

Imunoglobulina total (mg.ml
-1
) 19,10±4,21 18,82±6,50 0,938 
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Tabela 6: Título aglutinante e atividade antimicrobiana do plasma (média ± 

desvio padrão) de tilápia do Nilo alimentada com dieta comercial suplementada 
com probiótico e sem suplementação (Controle), após o desafio com S. 

agalactiae. 
* Diferença significativa de acordo com teste t (p<5%).  

 

Histopatologia 

Nas análises histológicas antes da infecção experimental, o fígado 

dos animais não suplementados manteve o aspecto cordonal dos 

sinusóides normal. Pouco mais da metade dos animais, 60%, 

apresentaram fígado com aparência normal; apesar de terem sido 

observadas algumas necroses multifocais no tecido, elas não 

comprometiam o animal por se tratarem de um processo regenerativo 

natural do órgão. 

Nos animais suplementados com probiótico, aproximadamente 

8% dos animais, perderam o aspecto cordonal dos sinusóides, 

apresentaram destruição do tecido pancreático e hepatócitos 

hipertrofiados. Um quarto dos animais apresentou extensa necrose do 

tecido hepático (Figura 03 - A) e em 41% havia necrose multifocal. 

Também foram observados infiltrados de melanócitos e linfócitos 

agranulares, em 83% dos peixes (Figura 03 - B). 

 

Parâmetros Controle Probiótico Valor-p 

Lisozima (µg.ml
-1

) 26,00±8,04 30,11±6,98 0,412 

Proteína total (mg.ml
-1

) 35,22±5,56 31,22±2,03 0,169 

Imunoglobulina total (mg.ml
-1

) 18,79±5,82 17,78±0,64 0,781 
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Figura 3: Pré Infecção: A. Área do tecido hepático de tilápias suplementadas 

com dieta probiótica, demonstrando área de necrose multifocal (H&E); 
B.Tecido hepático de tilápia (O. niloticus) alimentada com dieta suplementada 

com a cepa probiótica L. plantarum, demonstrando infiltrado de leucócitos na 
borda de um vaso sanguíneo (H&E). Pós-infecção: C. Tecido hepático de peixes 

do grupo controle demonstrando perda da estrutura cordonal dos sinusóides 
(H&E); D. Tecido hepático de tilápias do grupo probiótico demonstrando 

aspecto normal da estrutura cordonal dos sinusóides (H&E). 

 
 

Após a infecção com S. agalactiae, 30% dos animais do grupo 

controle perderam o aspecto cordonal dos sinusóides no tecido hepático 

(Figura 03 – C). Cinquenta por cento dos animais apresentaram 

hepatócitos atrofiados e edema. Além disso, 40% demonstraram necrose 

multifocal do fígado. 

Nos animais alimentados com suplementação probiótica, o fígado 

de todos os animais após a infecção, manteve o aspecto cordonal dos 

sinusóides normal (Figura 03 – D). Constatou-se a presença de infiltrado 

de melanócitos e leucócitos granulares em 18% dos peixes amostrados e 

edemas em 27%.  

Também foi observada degeneração das células pancreáticas 

tanto no grupo controle, como no grupo probiótico, após a infecção. 
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Na coloração Gram das lâminas histológicas, constatou-se a 

presença de cocos positivos no tecido hepático de peixes de ambos os 

tratamentos (Figura 04). 

 
Figura 4: Cortes histológicos do fígado de tilápias infectadas experimentalmente 

com S. agalactiae. Em A: Fígado de peixes do grupo não suplementado (Gram). 

Em B: Fígado de peixes do grupo Probiótico (Gram). 
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A histologia do trato intestinal dos peixes demonstrou que o 

comprimento, largura e perímetro das vilosidades intestinais não 

apresentaram diferença significativa entre os tratamentos, nem pré e pós 

infecção experimental. Do mesmo modo, o número de vilos e de células 

caliciformes/vilo não diferiram significativamente entre os tratamentos 

(Tabelas 7 e 8). 

A microscopia de luz revelou a barreira epitelial do intestino do 

grupo probiótico danificada, ao contrário do grupo controle (Figuras 

05). Em ambos tratamentos, observa-se a mucosa intestinal com sua 

camada epitelial e lâmina própria no centro da vilosidade e leucócitos 

intraepiteliais inseridos nela. As seções histológicas do trato 

gastrointestinal também nos revelam que as células caliciformes de 

ambos os tratamentos estão preenchidas com grande quantidade de 

mucinas ácidas, revestindo o epitélio de uma barreira de muco (Figuras 

5 e 6). 

 
Figura 5: Cortes histológicos de trato intestinal de tilápias alimentadas com 

dieta suplementada e não suplementada com probiótico. (A, B) Grupo não 
suplementado em microscopia de luz (ML); (C, D) Grupo probiótico em ML. 
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Figura 6: Cortes histológicos do trato intestinal de tilápias alimentadas com 

dieta suplementada e não suplementada com probiótico, após desafio 
experimental com S. agalactiae. (A, B) Grupo não suplementado em 

microscopia de luz (ML); (C, D) Grupo probiótico em ML. 

 
 

Tabela 7: Comprimento, largura, perímetro e número das vilosidades intestinais 
e de células caliciformes por vilo (média ± desvio padrão), de tilápia do Nilo 

alimentadas com dieta suplementada e não suplementada com probiótico. 
*Diferença significativa de acordo com teste t (p<5%).  

Histomorfometria Controle Probiótico Valor – p 

Comprimento (µm) 269,01 ±71,79 239,04±36,60 0,246 

Largura (µm) 73,47±12,71 75,14±9,70 0,753 

Perimetro (µm) 568,91 ± 147,13 489,02 ± 62,51 0,150 

Número de vilos 35,6±7,16 39,5±9,47 0,316 

Células caliciformes/vilo 14,89±23,21 16,78±23,39 0,861 
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Tabela 8: Comprimento, largura, perímetro e número das vilosidades intestinais 

e de células caliciformes por vilo (média ± desvio padrão), de tilápia do Nilo 
alimentada com dieta suplementada e não suplementada com probiótico, após 

desafio experimental com S. agalactiae. 
*Diferença significativa de acordo com teste t (p<5%).  

Histomorfometria Controle Probiótico Valor- p 

Comprimento (µm) 258,06±48,09 238,15±66,06 0,509 

Largura (µm) 77,83±8,84 80,44±15,89 0,687 

Perimetro (µm) 513,48 ± 108,58 482,84 ± 106,57 0,598 

Número de vilos 42,66±10,19 37,33±4,84 0,257 

Células Caliceformes/vilo 10,67±5,05 9,85±5,99 0,778 

 

Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

A MET revelou que os animais alimentados com as duas dietas, 

antes do desafio experimental, apresentaram total integridade da mucosa 

intestinal. O epitélio intestinal apresentou células intactas e bem 

definidas, sem espaços intercelulares, com bordas de escova organizadas 

e bem desenvolvidas. Nota-se a presença de mais vacúolos intracelulares 

nas células intestinais do grupo controle (Figura 7). 

Após a infecção experimental, os peixes do grupo controle 

mantiveram a mesma estrutura celular observada antes do desafio: 

presença de vacúolos intracelulares e microvilosidades mantidas nas 

bordas das células. Porém, foram observados alguns danos na mucosa 

intestinal com a presença de bactérias morfologicamente parecidas com 

a cepa patogênica utilizada no desafio (S. agalactiae) (Figura 8). Os 

peixes do grupo suplementado, após o desafio experimental, 

apresentaram as mesmas características do grupo não suplementado 

(Figura 9). 
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Figura 7: Microscopia eletrônica de transmissão (MET) do intestino de tilápia 

alimentada e não alimentada com suplementação probiótica. Em (A,B) Grupo 
não suplementado em microscopia eletrônica de transmissão (MET); (C,D) 

Grupo suplementado em MET. 
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Figura 8: Microscopia eletrônica de transmissão do intestino de tilápias do 

grupo não suplementado, após desafio com S. agalactiae. Em (A) dano no 
epitélio intestinal com bactérias que apresentam morfologia de cocos dois a dois 

na luz do intestino; (B) Detalhe para cocos dois a dois na luz intestinal; (C) 
Ultraestrutura intestinal do grupo controle; (D) Detalhe para as microvilosidades 

intestinais do grupo controle. 

 
Figura 9: Microscopia eletrônica de transmissão do intestino de tilápias do 
grupo suplementado, após desafio com S. agalactiae. Em (A) ultraestrutura do 

epitélio intestina; (B) Agregado de bactérias com morfologia de cocos na luz 
intestinal; detalhe para os cocos dois a dois na luz intestinal; (C) Detalhe para as 

microvilosidades, na superfície dos enterócitos, do grupo suplementado; (D) 
Dano no epitélio intestinal caracterizado por necrose dos enterócitos. 
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Parâmetros microbiológicos 

Observou-se aumento na concentração de bactérias ácido-láticas 

no trato dos animais suplementados com cepa probiótica, com relação 

aos tratados com dieta sem suplementação. A concentração média 

alcançada no trato do grupo probiótico, após 58 dias de suplementação, 

foi de 4,23 x 10
3
 UFC.mL

-1
. 

Além disso, a quantidade de vibrionáceas foi menor no 

tratamento probiótico quando comparado aos animais do grupo controle 

(Figura 10). 

 
Figura 10: Microbiota intestinal de tilápia do Nilo alimentada com dieta não-

suplementada e suplementada com probiótico.  
*As barras demonstram o desvio padrão das amostras. 

* Diferença significativa de acordo com teste t (p<5%). 
*Os valores foram transformados em log 10 UFC/g de trato intestinal. 

 

 

Parâmetros zootécnicos 

Os peixes que foram alimentados com dieta suplementada com 

cepa probiótica durante 58 dias apresentaram peso final de 107,84 ± 

32,46 g, enquanto os que receberam dieta não suplementada 

apresentaram apenas 75,16 ± 38,93 g de peso final (p<2,46 x 10
-6

). Isto 

demonstra que o probiótico L. plantarum melhorou a performance de 

crescimento de tilápias, O. niloticus, neste estudo. 
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A taxa de crescimento específico e o ganho de peso dos animais 

tratados com dieta probiótica também foram superiores às do tratamento 

controle (Tabela 10), já a conversão alimentar dos animais 

suplementados com cepa probiótica foi inferior à dos animais do grupo 

controle. 

A sobrevivência antes do desafio experimental foi de 100% em 

ambos os tratamentos. 

 
Tabela 9: Parâmetros zootécnicos (média ± desvio padrão) de tilápia do Nilo 
alimentada com dieta suplementada e não suplementada com probiótico L. 

plantarum. 
*Diferença significativa de acordo com teste t (p<5%).  

 

Mortalidade e reisolamento do patógeno 

Após 96 horas do desafio experimental, não foi constatada 

mortalidade em nenhum dos tratamentos, porém foi observada redução 

no consumo alimentar do grupo controle nas primeiras 24 horas pós- 

infecção (Tabela 11). 

O reisolamento, por esfregaço em TSA sangue de amostras do 

cérebro e fígado de animais infectados, e a identificação molecular do 

patógeno, revelaram a presença de S. agalactiae (Anexo 1). 

 

Parâmetros Controle Probiótico Valor-p 

Peso inicial (g) 28,55±6,39 24,31±6,99 0,206 

Peso final (g) 75,16±38,93 107,84± 32,46* 2,46 x 10
-6 

Comprimento total final (cm) 16,90±1,72 17,47±1,75 0,080 

Ganho de peso (g) 53,02±5,30 63,80±10,10* 0,029 

Conversão alimentar 1,71±0,22 1,48±0,22* 0,040 

Taxa de Crescimento Específico (%/ dia) 1,81±0,19 2,07±0,23* 0,020 
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Tabela 10: Redução no consumo alimentar de tilápia do Nilo suplementada e 

não suplementada com probiótico, após 24 h, 48 h, 72 h e 96 h do desafio 
experimental com S. agalactiae, via gavagem. 

 

Horas após desafio experimental Controle Probiótico 

24 h 11,50% 0% 

48 h 9,80% 10,70% 

72 h 13,70% 16,30% 

96 h 6,20% 15,18% 

 

DISCUSSÃO 

No Brasil, em aquicultura apenas a tilapicultura e truticultura 

possuem antibiótico autorizado para ser utilizado nas unidades de 

produção, o florfenicol. Neste estudo as drogas escolhidas para a 

realização do antibiograma são os principais agentes antimicrobianos 

utilizados em aquicultura mundial (GASTALHO et al., 2014) e o 

resultado encontrado que demonstra o maior halo de inibição para o 

antibiótico florfenicol frente à S. agalactiae vai de acordo com a eficácia 

desta droga frente à bactérias deste gênero (GAUNT et al, 2010; 

DARWISH, 2007). 

No diagnóstico do estado de saúde dos peixes, os parâmetros 

sanguíneos são fundamentais e quando alguns aditivos são utilizados na 

alimentação, como os probióticos, estes irão refletir diretamente sobre 

estes parâmetros. Jatobá et al. (2008), observaram aumentos 

significativos não somente no número de trombócitos e neutrófilos que 

corroboram com os encontrados neste trabalho, mas no de eritrócitos, 

leucócitos, linfócitos e monócitos circulantes, de tilápias alimentadas 

com L. plantarum após infecção experimental com Enterococcus 
durans. Os autores inferiram que o probiótico possivelmente tenha 

favorecido maior produção dos trombócitos em resposta à infecção. O 

fato do número de trombócitos ter diminuído em ambos os grupos após 

a infecção, sugere que estas células que são diretamente envolvidas na 

defesa, na resposta inflamatória e na aglutinação (MARTINS et al., 

2006), possivelmente tenham migrado para o sítio de infecção nos 

peixes desafiados  

O aumento no número de neutrófilos também foi registrado por 

Standen et al. (2013), em tilápias que receberam dieta probiótica, e em 

Piaractus mesopotamicus infectados com Aeromonas hydrophila 
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(GARCIA et al., 2007). Por outro lado, Ranzani-Paiva et al. (2004) não 

encontraram alterações no número de neutrófilos de tilápias, após 

infecção com Mycobacterium marinum. Os neutrófilos são células 

envolvidas na resposta imune inata, pois são as primeiras células a 

responderem a inflamação. A elevação no seu número no grupo 

suplementado com L. plantarum indica resposta sistêmica dos peixes, 

que deve envolver resposta imune não específica mais rápida à infecção 

patogênica. Estes autores, assim como no presente trabalho, não 

observaram diferença significativa nos demais parâmetros 

hematológicos.  

Lisozima é considerada uma das enzimas mais importantes por 

sua capacidade bactericida, sendo assim é uma ferramenta indispensável 

dos peixes no combate a agentes infecciosos. Sintetizada e secretada por 

neutrófilos, monócitos e macrófagos, uma maior concentração de 

lisozima normalmente está associada à contagem de leucócitos. Standen 
et al. (2013) e Wang et al. (2008), não verificaram diferença 

significativa entre a atividade da lisozima do soro de tilápias 

alimentadas com probiótico comparadas às não suplementadas, porém 

os valores encontrados corroboram com os resultados deste trabalho 

pois foram maiores nos animais suplementados durante 42 e 40 dias, 

respectivamente. Contrariamente, Aly et al. (2008) constataram 

significativo aumento da atividade da lisozima em tilápias tratadas com 

probiótico L. acidophilus durante 1 e 2 meses de suplementação e 

igualmente por Wu et al. (2013) que suplementaram tilápias com erva 

medicinal por 30 dias. A divergência nestes resultados pode ser 

explicada pelas diferentes metodologias utilizadas na administração do 

probiótico ou pelo microrganismo probiótico utilizado.  

O estudo das alterações histopatológicas em peixes é uma 

ferramenta importante, que auxilia no diagnóstico e na identificação de 

doenças bacterianas.  

Segundo Zamri-Saad et al. (2010), existem diferenças nos 

padrões das lesões histopatológicas encontradas em peixes infectados 

experimentalmente e em peixes infectados naturalmente por S. 
agalactiae. Estes autores sugerem que a infecção experimental resultaria 

em infecção subaguda e crônica, enquanto a infecção natural levaria a 

infecção sistêmica aguda, culminando na morte súbita dos animais. Isto 

pode explicar o fato de não ter ocorrido mortalidade súbita dos animais 

após 96 horas do desafio experimental do presente trabalho.  

No presente estudo, a necrose multifocal encontrada no tecido 

hepático dos animais infectados experimentalmente, corrobora à 

observada por Suanyuk et al. (2008). A presença de reação inflamatória, 
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com infiltrado de melanócitos e leucócitos granulares encontrada nos 

animais suplementados com probiótico após o desafio experimental, 

sugere um processo patológico crônico segundo Pulido et al. (2004). 

Além disso, sabe-se que a resposta inflamatória induzida pela migração 

de fagócitos para o sítio de infecção é potente mecanismo de defesa 

inato dos peixes contra bactérias (ELLIS, 2001). Esta resposta 

granulomatosa observada nas análises histológicas dos animais 

suplementados com probiótico também foi observada por Pirarat et al. 

(2006) que avaliaram o efeito protetor de L. rhamnosus em tilápias 

infectadas experimentalmente com a cepa Edwardsiella tarda. As lesões 

encontradas no presente estudo, estão de acordo com as registradas por 

outros autores em tilápias infectadas pelo gênero Streptococcus sp. 

(BOWSER et al., 1998; SUANYUK et al., 2010; ALSAID et al., 2013). 

Este fato demonstra que o modelo de infecção via gavagem utilizado 

neste estudo, foi bem sucedido além de causar menor estresse no manejo 

dos animais e ser de fácil execução, quando comparado ao modelo intra-

peritoneal largamente utilizado em desafios experimentais. Além disso, 

os cocos observados nos cortes histológicos de porções do fígado dos 

animais infectados confirmaram que a enfermidade já era sistêmica em 

96 horas após desafio, e comprovam a eficiência deste modelo de 

infecção.  

Quanto à integridade das vilosidades intestinais e número de 

células caliciformes por vilo, este estudo foi diferente de Standen et al. 
(2013), que após seis semanas de suplementação probiótica em tilápias, 

observaram aumento no número de células caliciformes e barreira 

epitelial intacta nos peixes que receberam a suplementação probiótica 

quando comparados aos do grupo não suplementado, demonstrando a 

capacidade do probiótico em influenciar a alteração da morfologia do 

trato intestinal dos animais.  

Ao contrário dos dados apresentados no presente estudo, Pirarat 
et al. (2011) observaram significativa diferença na altura das vilosidades 

intestinais de tilápias alimentadas com dieta probiótica durante 30 dias; 

verificando as maiores alturas no intestino proximal e distal. Os mesmos 

autores também observaram aumento significativo no número de células 

caliciformes dos peixes do grupo probiótico quando comparados aos do 

grupo controle. Quanto ao perímetro das vilosidades, os resultados 

encontrados por Standen et al. (2013) estão de acordo com os do 

presente estudo, não havendo diferença significativa entre os 

tratamentos.  

Os resultados de Standen et al. (2013) corroboram os encontrados 

no presente estudo: epitélio intestinal de aspecto normal, com 
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enterócitos apresentando bordas de escova intactas e sem espaços 

intracelulares, após suplementação probiótica em tilápias do Nilo. 

Harper et al. (2011) observaram claros sinais de prejuízos no tecido 

intestinal de trutas suplementadas com probiótico e expostas à Vibrio 
anguillarum, demonstrando que a eficácia da microscopia eletrônica 

como ferramenta de diagnóstico em peixes. 

Nos últimos anos, os probióticos, principalmente as bactérias 

ácido-láticas, vêm sendo utilizadas como suplemento alimentar com a 

finalidade de proteger os peixes de várias infecções (PIRARAT et al., 

2006).  

Standen et al. (2013) também observaram maiores valores na 

concentração de bactérias ácido-láticas, em tilápias que receberam 

suplementação probiótica com Pediococcus acidilactici, semelhante ao 

verificado por Jatobá et al. (2008) que suplementaram tilápias com L. 

plantarum. Apesar do aumento verificado na concentração de LAB no 

trato gastrointestinal das tilápias suplementadas, os valores encontrados 

no presente estudo, são menores quando comparados a outros trabalhos 

(STANDEN et al., 2013). Esta baixa concentração de LAB encontradas 

no grupo probiótico, pode ser explicada pela baixa concentração de 

bactéria probiótica que chegou ao trato dos animais, seja pela lixiviação 

na água dos tanques de cultivo antes da ingestão do pellete pelos peixes, 

ou pelas condições adversas do trato gastrointestinal encontradas pelas 

bactérias probióticas, como: redução do pH no estômago, enzimas 

digestivas e sais biliares ou ainda pela metodologia utilizada no 

momento da coleta de parte do trato gastrointesinal.  

A microbiota bacteriana intestinal de organismos aquáticos é 

constituída, predominantemente por bactérias Gram negativas 

(GOMEZ-GIL et al., 2000) e pode variar de acordo com o ambiente, 

com a escassez de nutrientes ou pelo uso de bactérias probióticas 

(GATESOUPE, 2008). Em tilápias, Vibrio sp. normalmente dominam a 

microbiota intestinal (JATOBÁ et al., 2008), o que pode explicar o 

resultado observado no presente estudo, onde os animais do grupo 

controle apresentaram maior quantidade de vibrionáceas ao contrário do 

grupo probiótico, isto pode estar associado ao fato da cepa probiótica 

utilizada ter inibido o crescimento das bactérias patogênicas, seja pela 

exclusão competitiva por espaço e nutrientes ou pela produção de 

substâncias inibidoras, ou ainda pela alteração do metabolismo 

microbiano no intestino. Este fato também foi registrado por Vieira et al. 

(2007) em camarões marinhos (Litopenaeus vannamei) suplementados 

com L. plantarum.  
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Resultados semelhantes aos observados neste estudo quanto ao 

desempenho zootécnico de tilápias que receberam dieta probiótica, 

foram reportados por outros autores. Pirarat et al. (2011) também 

observaram menor índice de conversão alimentar e maior peso médio 

final, taxa de crescimento específico e ganho de peso em animais 

alimentados com Lactobacillus sp. durante 30 dias, embora não tenha 

sido encontrada significância estatística. Maiores valores de peso médio 

final e eficiência alimentar também foram verificados por Jatobá et al. 

(2011) em tilápias alimentadas com L. plantarum durante 84 dias e do 

mesmo modo, por Cornelio et al. (2013) que obtiveram melhores valores 

em ganho de peso e conversão alimentar suplementando tilápias com o 

mesmo probiótico. Em termos práticos, estes resultados sugerem que o 

uso de probiótico na dieta pode diminuir a quantidade de ração 

necessária para o crescimento do animal, o que pode levar à redução nos 

custos de produção. Outros resultados positivos quanto ao desempenho 

zootécnico de animais que receberam dietas probióticas foram 

observados por. Aly et al. (2008) que alimentaram tilápias com L. 
acidophilus e Bacillus subtilis durante dois meses e registraram maior 

ganho de peso nestes animais quando comparados aos do grupo sem 

suplementação. Da mesma maneira, Wang et al. (2008), após 40 dias de 

suplementação probiótica de Enteroccus faecium em tilápias, 

verificaram maior peso final no grupo tratado quando comparado ao 

controle, corroborando resultado encontrado no presente estudo. Os 

efeitos benéficos no desempenho zootécnico dos animais tratados com o 

probiótico sugerem que a adição de L. plantarum na dieta pode melhorar 

a atividade digestiva como um todo, por meio do aumento da síntese de 

vitaminas, cofatores e atividades enzimáticas, favorecendo a digestão, 

absorção de nutrientes e consequentemente o ganho de peso 

(GATESOUPE, 1999).  

Quanto a sobrevivência após o desafio experimental, o fato de 

não observarmos nenhuma mortalidade, pode ser explicado pela 

temperatura da água dos tanques de cultivo que se manteve em torno de 

24,4 °C e pelo curto período de tempo da infecção de 96 horas. Segundo 

Kayansamruaj et al. (2014) o aumento na temperatura da água de cultivo 

aumenta a patogenicidade de S. agalactiae. Estes autores verificaram 

que tilápias infectadas experimentalmente com esta cepa e mantidas a 

35°C apresentaram mortalidades de 85%, enquanto que as mantidas a 

28°C apresentaram 45% (estes valores de mortalidade foram alcançados 

no 14º dia após a infecção). As altas mortalidades, por Streptococcus sp, 

frequentemente ocorrem no verão, quando a temperatura da água é 

superior à 26°C (MIAN et al., 2009). Resultados semelhantes foram 
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verificados por Figueiredo (2007), confirmando a associação da 

estreptococose com o estresse térmico dos peixes. Por sua vez, Cornelio 
et al. (2013) observaram o papel dos probióticos na melhora da 

resistência a infecções bacterianas uma vez que verificaram significativa 

redução na mortalidade de tilápias suplementadas com probiótico L. 

plantarum e desafiadas com A. hydrophila. 

Após as primeiras 24 horas da infecção experimental, o grupo 

probiótico não teve seu consumo alimentar alterado, porém reduziu nas 

horas subsequentes, este fato talvez seja explicado pela elevada 

concentração de bactérias patogênicas utilizada no desafio via gavagem 

(1x 10
7 

UFC.g
-1

 peso vivo). A suplementação probiótica foi capaz de 

manter o consumo dos animais suplementados dentro da normalidade no 

primeiro dia após o desafio, ao contrário dos animais do grupo controle 

mas devido à grande quantidade de bactéria utilizada no desafio, o 

consumo alimentar destes animais foi reduzindo após este período.  

CONCLUSÃO 

Foi possível concluir que a adição de L. plantarum na dieta de 

tilápia do Nilo alterou a microbiota intestinal e melhorou o desempenho 

zootécnico dos animais. Além de alterar parâmetros hematológicos 

envolvidos na resposta do sistema imune dos peixes, após o desafio com 

a cepa patogênica S. agalactiae. 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Para que se alcance maior concentração de bactérias ácido láticas 

no trato gastrointestinal de tilápias suplementadas com dieta probiótica, 

futuros estudos poderiam ser conduzidos utilizando a 

microencapsulação das bactérias como forma de incorporação das 

mesmas na dieta. Este método pode minimizar as perdas das bactérias 

ácido láticas para a água de cultivo através da lixiviação, além de 

conferir maior sobrevivência destes micro-organismos na dieta e no 

meio-ambiente do trato gastrointestinal (ROSAS-LEDESMA et al., 

2012). 

O modelo de infecção via gavagem utilizado neste estudo poderia 

ser posteriormente comparado com o modelo intra-peritoneal 

comumente utilizado em desafios experimentais, e ser validado como 

modelo de infecção para peixes. 

Para o reisolamento da cepa patogênica após o desafio 

experimental, novas técnicas moleculares podem ser utilizadas em 

estudos futuros, como a “nested-PCR” ou mesmo FISH (“Fluorescent in 

situ hybridization”) que detecta bactérias patogênicas à partir de 
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amostras de tecidos congelados de animais infectados (JIMÉNEZ et al., 

2011). Esta técnica representa uma ferramenta importante no 

diagnóstico e identificação de bacterioses no cultivo de peixes. 
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ANEXO 1 

 

Identificação Molecular da cepa utilizada na infecção 

experimental e do reisolado. Amostra: S. agalactiae. 
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ANEXO 2 

 

Identificação Molecular da cepa probiótica Lactobacillus plantarum 

utilizada no experimento. 
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ANEXO 3 

 

 
Figura 11: Sinais clínicos de estreptococose em tilápias. 
Em A: Tilápia do Nilo infectada com Streptococcus sp demonstrando 
hemorragias na superfície do corpo. Disponível em:(CONROY, 2001). 

Em B, C, D e E: Tilápias do Nilo infectadas por Streptococcus agalactiae 
apresentando exoftalmia em comparação com animal normal; perda de 

equilíbrio; lesão modular na musculatura com aumento de volume; e lesão 
muscular após abertura com necrose do músculo e acúmulo de secreção 

semelhante ao pus, respectivamente. Disponível em: (Figueiredo, 2007a). 

 

 
Figura 12: Bioensaio I do Laboratório de Sanidade de Organismos Aquáticos 
(AQUOS/UFSC). 
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Figura 13: Infecção experimental com Streptococcus agalactiae em tilápias, via 

gavagem. 

 

 
 

 
Figura 14: Coleta de sangue por punção do vaso caudal. 
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Figura 15: Antagonismo entre L. plantarum e S. agalactiae; medição dos halos 
de inibição formados ao redor dos discos da cepa probiótica. 
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