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RESUMO

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos da suplementacdo dietética da
bactéria probidtica Lactobacillus plantarum no trato intestinal e na
salde de peixes apos infec¢do com Streptococcus agalactiae. Os peixes
foram alimentados com 3% da biomassa total durante 58 dias, com
racao comercial suplementada com probidtico e dieta ndo-suplementada.
Ao término do experimento, os peixes foram desafiados, via gavagem,
com S. agalactiae. Peixes alimentados com dieta probidtica
apresentaram maior concentracdo de bactérias &cido-laticas totais no
intestino e menor concentracdo de vibrionaceas quando comparados aos
peixes ndo-suplementados (p<0,05). Peixes do grupo probidtico também
apresentaram maiores valores de peso final e indice de crescimento
especifico, além de menor valor de conversdo alimentar (p<0,05). Apds
96 horas do desafio, 0 nimero de trombdcitos e neutrdfilos aumentou
nos peixes suplementados com probidtico (p<0,05). Microscopia
eletrbnica de transmissdo e de luz demonstraram bactérias similares a S.
agalactiae no tecido hepéatico e no epitélio intestinal de ambos os
grupos. Lactobacillus plantarum colonizou o trato gastrointestinal de
tilapias, melhorou o desempenho zootécnico, alterou a microbiota
intestinal e modulou alguns parametros hematoldgicos ap6s desafio.

Palavras-chave: Aquicultura, Infeccdo, Lactobacillus plantarum,
Microscopia eletrdnica, 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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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO
1.1. Tilapicultura Mundial

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi uma das primeiras
espécies de peixe a ser cultivada no mundo. Desde o Egito Antigo, tém-
se evidéncias do seu cultivo (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011).

Atualmente, o cultivo desta espécie € uma alternativa de
producdo para todo o mundo, ja que a produgcdo da pesca extrativista
encontra-se estagnada. Gragas a notavel capacidade das tilapias em se
adaptarem a criacdes intensivas, elas sdo o segundo maior grupo de
peixes cultivdveis do mundo, apresentando a cada ano um crescimento
de 10 % (FAO, 2012). De fato, a producdo de tilapias fez desta espécie
uma das mais importantes do século XXI para aquicultura
(FITZSIMMONS, 2000).

As tilpias possuem Otimas caracteristicas para o cultivo e
atualmente estdo tdo domesticadas que ja sdo chamadas de “frango da
agua” (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011). Esta espécie apresenta
crescimento rapido, carne branca, é capaz de sobreviver em cultivos
com baixas condi¢cBes de qualidade de agua, além de aceitar grande
variedade de alimentos e se reproduzir com facilidade (NANDLAL,;
PICKERING, 2004).

Em 2012, a producdo mundial de tilapias se distribuiu da seguinte
forma: 72% na Asia (China e sudeste asiatico), 19% na Africa e 9% nas
Américas (FAO, 2012)

Das 70 espécies conhecidas, quatro ganharam destaque na
aquicultura mundial, todas do género Oreochromis: a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), a tilapia de Mogambique (O. mossambicus), a
tilapia azul ou aurea (O. aureus) e a tilapia de Zanzibar (O. urolepis
hornorum). Destas, a tilapia do Nilo é a mais cultivada por suas
caracteristicas zootécnicas, rusticidade, qualidade da carne, amplo
conhecimento disponivel sobre sua fisiologia e biologia, bem como pela
evolucdo da tecnologia de seu cultivo (FITZSIMMONS, 2000).

1.2. Aquicultura e Tilapicultura brasileiras

Segundo dados do Ministério da Pesca e Aquicultura, em 2011 a
producdo aquicola nacional foi de 628.704,3 t (Tabela 01),
representando incremento de 31,1% em relacdo a producdo de 2010.
Comparando-se os dados dos Gltimos anos, fica evidente o crescimento
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do setor no pais, com incremento de 51,2% na producdo, durante o
triénio 2009-2011.

Tabela 1: Produgdo total, continental e marinha da aquicultura brasileira no ano
de 2011. *Fonte: MPA (2011).

2011
Aquicultura| Producdo %
Total 628.704,30 100
Continental | 544.490,00 86,6
Marinha | 84.214,30 13,4

A maior parcela desta producdo € oriunda da aquicultura
continental, da qual se destaca a piscicultura continental, que ja
representava 86,6% da produgdo aquicola nacional em 2011 (MPA,
2011).

O incremento da producéo aquicola continental brasileira de 2010
para 2011 alcangou 38,1%, 0 que demonstra consistente crescimento
deste setor, oriundo do aumento da producdo de peixes em sistema de
tanques-rede (MPA, 2011). Tal crescimento também pode estar atrelado
ao desenvolvimento da aquicultura continental, estimulada pela
ampliacdo de politicas publicas 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 esta no fato de possuirmos um vasto territério, com
condicdes climaticas favoraveis a criacdo de peixes de 4gua doce, além
dos reservatdrios e barragens. Algumas bacias que drenam o territorio
brasileiro, como: a bacia Parana-Paraguai e a do rio Sdo Francisco,
possuem mais de 100 reservatérios para fins de geracdo de energia e
armazenamento de agua, compreendendo mais de 5 milhdes de hectares
de area alagada com potencial para a piscicultura semi-intensiva ou
intensiva (CASTAGNOLLLI, 1995). Este fato atrelado ao baixo custo de
implementacdo dos tanques-rede, tem feito o governo brasileiro
estimular o cultivo de peixes em reservatdrios de hidrelétricas
(GARCIA et al.,, 2013). Sendo assim, a partir do ano 2000 que a
tilapicultura surgiu com forca em tanques-rede, nas 4aguas da
Unido (SCORVO FILHO et al., 2010).
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A producdo brasileira em tanques-rede é baseada, quase que
exclusivamente, na criacdo de tilapias (SCORVO FILHO et al., 2010),
porém outros peixes também sdo cultivados nestes parques aquicolas
continentais, como: o pacu, o tambaqui e a pirapitinga (MPA, 2014).

A Figura 1 evidencia o panorama da produgdo nacional de
pescado oriundo da aquicultura continental, por Unidade da Federacéo.
Em 2011, o Estado do Parana foi o maior produtor de pescado
continental do Brasil, seguido pelos estados de Santa Catarina e do Mato
Grosso (MPA, 2011).

Figura 1: Producdo de pescado (t) da aquicultura continental por Unidade da
Federacdo. *Fonte: MPA (2011).
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Tabela 2: Produgdo de pescado (t) da aquicultura continental por espécie.
*Fonte: MPA (2011).

Espécie Produgdo 2011
TOTAL 544..490,0
Tilapia 253.824,1
Tambaqui 111.084,1
Tambacu 49.818,0
Carpa 38.079,1
Pacu 21.688,3
Tambatinga 14.326,4
Pirapitinga 9.858,7
Pintado 8.824,3
Curimata 7.143,1
Bagre 7.048,1
Matrinx3 5.702,1
Piau 4,309,3
Truta 3.277,2
Jundia 1.747,3
Pirarucu 1.137,1
Traira 926,5
Piraputanga 265,0
Cascudo 58,0
QOutros 5.372,2

A producéao brasileira de tilapia esta tornando-se cada vez mais
expressiva nos Ultimos anos, crescendo 105% somente entre 2003 e
2009 (MPA, 2010)

A tilpia destaca-se no setor produtivo por sua resisténcia a
doencas, tolerancia ao cultivo em altas densidades e a ambientes hostis e
estressantes. Tais caracteristicas fazem desta espécie uma das preferidas
pela aquicultura brasileira que atualmente utiliza 0 modelo intensivo de
producdo na maioria de seus cultivos (SHOEMAKER et al., 2000).

Contudo, o modelo de producdo aquicola 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 producdo. Foi somente a partir do ano 2000, que a
tilapicultura ganhou destaque por seu cultivo intensivo em tanques-rede,
nos grandes reservatoérios de hidroelétricas. Esta mudanca no sistema de
producdo trouxe alteracbes na cadeia produtiva, uma vez que sdo
necessarios insumos adequados ao sistema, como: racdes especificas,
material genético compativel com a criacdo e formas de escoamento da
producdo (SCORVO FILHO et al., 2010).

As tilapias se adaptaram bem ao novo modelo de producéo. Por sua
rusticidade e capacidade de adaptacdo aos mais diversos fatores
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estressantes do ambiente, estes peixes sao considerados mais resistentes
do que as demais espécies cultivaveis (BHUJEL, 2014). No entanto, nos
Gltimos anos as tilapias tém sido acometidas por inimeras doencas de
origem bacteriana, parasitaria e fangica (CONROY, 2001; AMAL;
ZAMRI-SAAD, 2011).

1.3. Principais doengas no cultivo de tilapias

A producdo intensiva caracteriza-se por altos niveis de
arragoamento e densidades de estocagem, expondo 0s peixes ao estresse
e a deteriorizacdo da qualidade de 4gua, 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 tilapias foram consideradas
mais resistentes as bactérias, fungos, parasitos e doencas virais, quando
comparadas as demais espécies de peixes cultivaveis (AMAL; ZAMRI-
SAAD, 2011). Porém, mais recentemente, diversas doencas infecciosas
e parasitérias sdo observadas no cultivo intensivo deste peixe.

Dentre os parasitos que acometem as tilapias, podemos destacar
0os protozoarios: Ichthyophthirius multifiliis, Chilodonella sp.,
Tricodinidios, Epistylis sp., Ichthyobodo, Piscinoodinium e
Amyloodinium; os trematodos monogenéticos dos géneros: Gyrodactylus
sp. e Dactylogyrus sp.; e 0s crustaceos parasitos Lernaea sp., Ergasilus
sp., Argulus sp. e Dolops sp. (KUBITZA, 2000).

Quanto aos patégenos bacterianos mais frequentes e de
importancia econdmica no cultivo intensivo de tilapias, 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 predispdem o0s peixes a
bacterioses, estdo: inadequada qualidade da agua, excesso de matéria
organica, estresse térmico, ma nutricdo, estresse durante o transporte,
infestacdo por outros parasitos, transferéncia de peixes entre as unidades
de cultivo e altas densidades de estocagem (MORAES; MARTINS,
2004).

Em sistemas de criacdo intensiva de tilapias, 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 ha manejo inadequado da
qualidade da agua e da nutricdo dos peixes, contribuindo para perdas
econdmicas severas.
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1.4. Estreptococose no cultivo de tilapias

O termo estreptococose, em patologia de peixes, abrange uma
série de processos causados por diferentes tipos de Streptococcus sp.,
que geram quadros clinicopatoldgicos semelhantes. Esta enfermidade é
sistémica e ja foi encontrada em mais de 20 espécies de peixes de agua
doce, estuarina e salgada de todo o mundo (JIMENEZ et al., 2007).

Estreptococose é um problema crescente na aquicultura mundial,
devido a ampla distribuicdo geogréfica 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 reducdo no
crescimento dos animais e a dificuldade na comercializagdo dos
mesmos. As espécies icticas com elevados volumes de producdo sdo
comumente as mais afetadas, entre elas as tilapias (JIMENEZ et al.,
2007).

O primeiro relato, do isolamento de Streptococcus spp. em
tilapia, foi descrito por Wu (1970) e desde entdo, este patdgeno tem sido
identificado como responsavel por elevados prejuizos no mundo todo,
particularmente no Japao (KITAO et al., 1981), Taiwan (TUNG et al.,
1985), Israel (HUBERT, 1989), Arabia Saudita (AL-HARBI, 1994),
Estados Unidos e América Central (PLUMB, 1997), colocando a
estreptococose  como importante problema sanitario mundial em
sistemas de criagdo intensiva de tilapia. Na década de 30, estimava-se
que as perdas mundiais alcancassem 150 milhGes de délares por ano
(SHOEMAKER et al., 1997).

Streptococcus sp. sdo bactérias gram positivas, de formato
esférico (cocos), com 0,5 a 2 um de diametro, que podem ocorrer aos
pares ou em forma de cadeia, imoveis, ndo esporuladas, catalase
negativas e oxidase positivas (ROSAGAST, 2012). Sdo anaerobicas
facultativas e normalmente lisam os eritrocitos dos peixes, causando o-
hemolise (descoloragdo esverdeada ao redor das coldnias), B-hemélise
(descoloragdo completa ao redor das colonias) ou y-hemolise (auséncia
de descoloragéo) nas placas com meio de cultura Agar Sangue (AMAL,
2011).

Diversos sdo os relatos, em revistas de divulgacdo nacional e
internacional, sobre casos clinicos da enfermidade em cultivos de
tilapia. Baseado neles, pode-se aferir que a transmissdo pode ocorrer de
forma horizontal, através do contato direto entre o peixe infectado e
saudavel, ou pelo contato denominado indireto, feito pela agua
(FIGUEIREDO, 2007). O uso de peixes contaminados por estreptococos
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no preparo de racgGes, também parece ser uma forma de transmissdo
(CONROQY, 2001).

As principais espécies que causam infeccdo em peixes sao:
Streptococcus iniae, S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. ictaluri
(FIGUEIREDO, 2007), das quais, S. iniae e S. agalactiae sdo
considerados 0s mais importantes patdgenos causadores de
estreptococose em tilapias (SHOEMAKER et al., 1997).

Streptococcus iniae atinge diversas espécies de peixe e ja foi
diagnosticado em seres humanos. Seu primeiro isolamento data de 1976,
em botos da Amazénia (PIER; MADIN, 1976), e desde entdo tem sido
isolado de muitas espécies de peixes de agua doce, estuarina e salgada,
de 15 paises de 6 continentes, incluindo: Asia, Africa, Austrélia, Europa,
América do Sul e América do Norte (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011).
Streptococcus iniae é considerado menos letal as tilapias do que S.
agalactiae (ROSAGAST, 2012).

S. agalactiae foi identificado pela primeira vez em peixes nos
Estados Unidos (ROBINSON; MEYER, 1966), e nos ultimos anos é
frequentemente isolado em surtos de mortalidade pelo mundo, sendo
encontrado em 7 paises de 3 continentes: Brasil, Estados Unidos, Japao,
Israel, Honduras, Kuwait e Taildndia (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011).

No Brasil, S. agalactiae vem se difundindo rapidamente pelas
pisciculturas de tilapia e ja foi identificado na: Bahia, Espirito Santo,
Minas Gerais, Sdo Paulo e Parand (FIGUEIREDO, 2007).

S. agalactiae também é um patdégeno importante para 0 homem,
principalmente por causar meningite em recém-nascidos (BAKER,
1979). Porém, as cepas que causam doenca nos seres humanos parecem
ser bioquimicamente diferentes das que causam enfermidade nas
espécies animais. Sendo assim a transmissdo zoondtica seria pouco
frequente e se o risco existe, & de pouca importancia segundo “Center
for Food Security and Public Health. Streptococcis” (2005).

A infeccdo por S. agalactiae nos peixes, causa doenca
septicémica, ou seja, a bactéria multiplica-se na corrente sanguinea e em
diversos 6rgdos, como figado, baco 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 clinicos apresentados
pelos peixes, estdo: anorexia, natacdo erratica com movimentos
giratorios na superficie da agua e perda de equilibrio, escurecimento da
pele, olhos opacos, exoftalmia, além de petéquias na superficie corporal
e acimulo de liquido na cavidade abdominal (Anexo 3) (PLUMB, 1999;
CONROY, 2001; BHUJEL, 2014).
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Existem duas formas de manifestacdo da estreptococose em
peixes: aguda e cronica. A forma aguda da doenga é sistémica e
apresenta altas mortalidades (EVANS et al., 2002), geralmente
ocorrendo nas esta¢fes mais quentes do ano, quando a temperatura da
agua esta elevada (ROSAGAST, 2012). A forma crénica pode comecar
a se manifestar apds a fase aguda da doenga e apresentar sinais clinicos
variados além de mortalidade reduzida e constante; geralmente ocorre
guando a temperatura da agua encontra-se mais baixa (BROMAGE et
al., 1999; ROSAGAST, 2012).

A doenca pode ser observada em peixes de pesos variados porém
de acordo com a literatura, parece preferir os individuos adultos na fase
de engorda que apresentam entre 400 e 600 gramas (FIGUEIREDO,
2007; KOMAR, 2008). Sendo assim, os alevinos e juvenis parecem nao
manifestar esta enfermidade, embora haja a possibilidade de serem
portadores assintomaticos da bactéria.

1.5. Formas de tratamento e prevencgdo a Estreptococose

A prevencdo a estreptococose, assim como a demais bacterioses,
esta intimamente relacionada as boas praticas de manejo e higiene das
propriedades (CONROY, 2001; KOMAR, 2008). Manter os animais
bem nutridos, sob adequadas condi¢cdes ambientais, remover 0s animais
mortos ou moribundos e atentar a qualidade dos alevinos adquiridos, sdo
algumas medidas pertinentes (BHUJEL, 2014).

Porém, quando a enfermidade ja estd instalada no cultivo,
diversos agentes quimicos podem ser utilizados como tratamento, tais
como sal, acido acético, cloreto de sédio, amdnia quaternaria, iodo,
formol, verde malaquita, sulfato de cobre, metrifonato, sulfato de
magnésio, sulfamerazina, 4&cido oxolinico e especialmente o0s
antibidticos que atualmente representam a ferramenta mais difundida
para 0 tratamento da septicemia por Streptococcus sp (ELER;
MILLANI, 2007).

Apesar da maioria dos produtores adotarem o uso de antibiéticos
como solucdo para combater a estreptococose e outras bacterioses, ha
uma tendéncia mundial em proibir 0 uso destas drogas na producéo
animal. Poucos antibi6ticos tém uso permitido na aquicultura pelos
6rgdos competentes, como ocorre, por exemplo, nos E.U.A., onde o
Centro de Medicina Veterindria autoriza somente o uso de
oxitetraciclina e eritromicina para toda a aquicultura (MAC MILLAN et
al., 2006). Enfatizando esta premissa, a Unido Européia desde janeiro de
2006, proibiu o uso de antibi6ticos na producdo animal (LIM et al.,
2010). No Brasil a utilizagdo de diversos antibioticos foi proibido com a
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finalidade de aditivo alimentar no uso veterinario pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), como por exemplo o
cloranfenicol e nitrofuranos (IN n° 09, 27/06/2003); tetraciclinas,
quinolonas, sulfonamidas sistémicas (IN n° 26, 09/07/2009 que revoga a
Portaria n® 193/1998); e espiramicina e eritromicina (IN n° 14,
17/05/2012).

O uso indiscriminado e errdneo dos antibidticos normalmente
ocorre quando ndo se conhece o agente causador do surto de
enfermidade e/ou mortalidade, levando os produtores a utilizar drogas
com grande espectro de atuagdo o que pode conduzir & selecdo de
bactérias resistentes (FIGUEIREDO et al., 2012). Em 1997, Shoemaker
et al. (1997) relatavam dificuldades na utilizacdo de antibidticos para o
tratamento de infecgBes por Streptococcus sp. Outra problemética do
uso indiscriminado destes quimioterdpicos em aquicultura esta no
impacto negativo que causam ao meio-ambiente, na baixa aceitagdo dos
consumidores aos animais tratados além dos prejuizos a salde humana
(NAKANISHI et al., 2002; SAPKOTA et al., 2008).

Para melhorar o controle e a prevencdo de enfermidades em
aquicultura, e simultaneamente reduzir os efeitos do uso indiscriminado
de antibidticos nos cultivos, cada vez mais pesquisas vém sendo
impulsionadas com o objetivo de desenvolver produtos alternativos que
favorecam os mecanismos de defesa dos animais. Neste contexto,
encontramos as vacinas e os aditivos alimentares.

O desenvolvimento de vacinas estd em evidéncia como
ferramenta promissora ao combate de bacterioses em peixes, ajudando a
reduzir as perdas econdmicas (WANG et al., 2013). As vacinas para a
prevencao da estreptococose estdo sendo avaliadas e podem abrir novas
perspectivas para o seu controle (MARTINS et al., 2011; ROSAGAST,
2012) entretanto, até 0 momento ndo hd uma vacina eficaz pois existem
muitas cepas diferentes de Streptococcus sp. causadoras de
estreptococose em tilapias, e além disso elas sofrem mutacdes
constantes, o que torna dificultoso o controle desta enfermidade
(BHUJEL, 2014).

Como aditivos alimentares no combate as bacterioses, podemos
citar ervas medicinais (RATTANACHAIKUNSOPON;
PHUMKHACHORN, 2009; WU, Y. R. et al., 2013), acidos organicos
(KEONG, 2009) e os probiéticos que auxiliam no aumento da
capacidade imunolodgica dos peixes, trazem beneficios zootécnicos aos
cultivos, além de diminuir o impacto ambiental da atividade.
(HARIKRISHN; BALASUNDARAM, 2005).
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Atualmente, existem diferentes formulas comerciais de
probidticos para uso em peixes que podem ser encontradas facilmente
no mercado. Porém observa-se que cepas probidticas isoladas de outros
animais ou de espécies de peixes que nao sejam a espécie-alvo, podem
apresentar resultados controversos, sendo necessario o isolamento e
desenvolvimento de probidticos espécie-especificos, ou seja, probidticos
autéctones (MOURINO, 2010). A utilizacdo de cepas aldctones
apresenta uma série de desvantagens como a insercdo de micro-
organismos exdgenos ao ambiente de cultivo, o desconhecimento dos
possiveis efeitos no trato intestinal e sua interagdo com os demais micro-
organismos no ambiente, e a capacidade dessas cepas sobreviverem ou
se manterem em condigOes vidveis e em concentragfes 6timas no trato
intestinal dos animais (NAYAK, 2010). Apesar disto, alguns estudos
demonstram que a utilizacdo de bactérias aléctones também podem
apresentar bons resultados e um papel positivo no bem estar dos peixes
(RIDHA; AZAD, 2012; STANDEN et al.,, 2013), porém ha um
consenso geral de que cepas de bactérias autoctones possuem maior
chance de colonizar o intestino e trazer beneficio a salide do hospedeiro
(SUN et al., 2013).

Diferentes micro-organismos sdo usados como probidtico para
peixes: bactérias acido-laticas 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 patogénicas para alguns peixes causando
mortalidades no cultivo (GEORGE et al., 2005). Portanto, é necessario
realizar a caracterizagdo fenotipica e molecular da cepa a fim de se
determinar a existéncia de patogenicidade do microorganismo para a
espécie cultivada, antes de sua utilizagdo como probidtico.

Nos Ultimos anos, probidticos, especialmente as bactérias acido-
laticas (LAB), vém sendo utilizadas como suplemento dietético para
proteger 0s animais aquaticos cultivaveis de diversas infeccdes e
prevenir que a doenga se instale nos cultivos, uma vez que melhoram o
estado de salde dos animais. As LAB’s tém seu efeito comprovado em
diversas espécies, como: robalos, Centropomus spp. (BARBOSA et al.,
2011), tilapias, Oreochromis spp., (JATOBA et al., 2011) e camardes,
Litopenaeus vannamei, (VIEIRA et al., 2007), devido a sua capacidade
de colonizar o trato digestdrio dos animais, alterando a dominancia
natural da microbiota intestinal e promovendo melhoria no sistema
imune dos animais (CARNEVALI et al., 2006; JATOBA et al., 2008;
VIEIRA et al., 2008).



27

2. JUSTIFICATIVA

Estreptococose € uma bacteriose que causa elevados prejuizos
econdmicos aos cultivos de tilapia em todo mundo e nos Gltimos anos
representa uma das doengas de maior impacto na tilapicultura brasileira.
A forma tradicional e normalmente utilizada para o controle desta
enfermidade € o uso de antibioticos, que usados em demasia sabe-se que
levam ao desenvolvimento de cepas resistentes, causam danos
ambientais além da ndo aceitagdo do mercado consumidor a animais
tratados e ao acimulo destas drogas no tecido animal.

Neste sentido, pesquisas tém sido conduzidas na procura por
métodos alternativos ao uso de antibidticos, que previnam estas
enfermidades. Tais estudos tém evidenciado que a suplementacdo com
probidticos na dieta de peixes apresenta efeito benéfico sobre a
microbiota e torna-se uma importante ferramenta na reducdo da
ocorréncia de patdgenos.

Tendo em vista o crescimento da tilapicultura no Brasil, a
auséncia de uma vacina eficaz que previna esta enfermidade causadora
de elevados prejuizos econdémicos e os beneficios que os probidticos
trazem na melhora do sistema de defesa e desempenho zootécnico dos
organismos aquaticos, utilizou-se Lactobacillus plantarum na
alimentacéo dos peixes, como forma de prevencdo a esta doenga.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a suplementacdo dietaria com a bactéria Lactobacillus
plantarum na prevencdo a septicemia causada por Streptococcus
agalactiae em tilapia do Nilo.

3.2. Objetivos Especificos

i. Avaliar o desempenho zootécnico dos peixes alimentados
com dieta suplementada com a cepa probidtica L.
plantarum;

ii. Avaliar as alteragdes hemato-imunoldgicas dos peixes
suplementados com L. plantarum;

iii.  Avaliar as possiveis alterac@es histoldgicas no figado e trato
intestinal dos peixes suplementados com probiético;

iv.  Avaliar por microscopia eletrdnica de transmissdo, a
ultraestrutura do trato intestinal apds o uso deste aditivo
alimentar;
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v.  Caracterizar a microbiota do trato gastrointestinal dos peixes
suplementados com a cepa probidtica;

vi.  Avaliar as alteracdes hemato-imunoldgicas e histoldgicas
dos peixes suplementados com o probiotico, apés infecgcdo
oral, via gavagem com Streptococcus agalactiae.

4. FORMATACAO

O capitulo 1 esta formatado nas normas da ABNT. O capitulo 2
esta formatado segundo as normas da revista Brazilian Journal of
Oceanography.
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Suplementacdo dietdria com probidtico em tildpia do Nilo
como prevencdo a estreptococose
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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 utilizacdo de antibidticos no controle de doencas
bacterianas na piscicultura, o uso de probidtico tem se revelado uma
alternativa promissora como medida profilatica. Este estudo avaliou a
suplementacéo dietética de Lactobacillus plantarum em tilapia do Nilo
por meio de técnicas hemato-imunoldgicas, histoldgicas,
microbioldgicas e de microscopia eletrdnica de transmissdo, apds
infecclo, via gavagem, com Streptococcus agalactiae. Os peixes foram
distribuidos em dois grupos: peixes alimentados com dieta comercial
suplementada com probidtico e dieta ndo-suplementada, durante 58 dias.
Aumento na concentracdo de bactérias acido-laticas totais e reducdo na
concentracdo de vibriondceas foram observados nos peixes
suplementados (p<0,05). Também foram verificados aumento no peso
final e taxa de crescimento especifico e menor conversdo alimentar
(p<0,05) no grupo suplementado. Apds o desafio experimental, o
nimero de trombdcitos e neutréfilos aumentou no grupo probiético
(p<0,05). Microscopia eletronica de transmissdo demonstrou danos na
mucosa intestinal e a presenca 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 parametros hematoldgicos.

Palavras-chave: Bactérias acido-laticas, Imunologia, Hematologia,
Histologia, Microbiologia, Microscopia eletronica de transmissdo,
Oreochromis niloticus.
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INTRODUCAO

Streptococcus agalactiae é uma bactéria gram-positiva,
responsavel por elevados prejuizos econdmicos no mundo, afetando
diversas espécies de peixes de agua doce e salgada (PASNIK et al.,
2006).

Casos de estreptococose no cultivo de tilpias ja foram
diagnosticados em pelo menos 12 paises das Américas Central, Norte e
Sul (CONROQY, 2009). No Brasil, S. agalactiae ja foi identificado em
diversos estados (Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Parana) e vem se difundindo rapidamente pelas pisciculturas de tilapia,
em todas as regides e em diferentes sistemas de criacdo (SALVADOR et
al., 2005).

A ferramenta mais difundida atualmente, para o tratamento da
septicemia causada por Streptococcus sp., € 0 uso de antibidticos.
Porém, o uso indiscriminado destes produtos quimioterapicos tem
conduzido a selecao de bactérias resistentes (FIGUEIREDO et al., 2012)
além do risco de transferéncia desta resisténcia a bactérias presentes no
meio ambiente e a cepas patogénicas que afetam 0s seres humanos
(ABUTBUL et al., 2004), e ao acimulo de residuos antibidticos na
carne dos peixes que pode ser prejudicial ao meio-ambiente e a quem os
consome (SMITH et al., 1994). Por estes motivos, poucos antibioticos
tém seu uso aprovado em aquicultura e muitos paises recusam importar
produtos aquicolas que tenham sido tratados com estas drogas
(GASTALHO et al., 2014).

Para evitar estes problemas e substituir o uso de quimioterapicos
em aquicultura, o desenvolvimento de medidas profilaticas como
vacinas e probidticos tem se mostrado ferramentas promissoras no
combate a bacterioses no cultivo de peixes (MOURINO et al., 2012).
Durante a Gltima década a vacinagdo tornou-se importante para a
prevencdo de doencas infecciosas em viveiros de peixes (TU et al.,
2009; MARTINS et al., 2011) e o uso de probiéticos, principalmente
bactérias acido-laticas (LAB) tem sido utilizado como suplemento
dietético para proteger os animais aquaticos cultivaveis contra diversas
infeccOes.

Desde a primeira vez que probidtico foi utilizado em aquicultura,
diversos estudos demonstraram sua capacidade em melhorar a taxa de
crescimento e bem-estar de organismos aquaticos cultivados, como:
peixe marinho (CARNEVALI et al.,, 2004); molusco (MACEY;
COYNE, 2005) e camardo (WANG, 2007). Além disto, outras pesquisas
comprovaram que LAB’s no cultivo de tilapias promoveram melhora do
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desempenho zootécnico e do sistema imune, protegendo os peixes de
possiveis infecgBes por bactérias patogénicas (LARA-FLORES, et al.,
2003; PIRARAT et al., 2006; ALY et al., 2008; JATOBA et al., 2008;
ABD EL-RHMAN et al., 2009; JATOBA et al., 2011; PIRARAT et al.,
2011; CORNELIO et al., 2013; STANDEN et al., 2013). Com isto, é
crescente a evidéncia de qué o uso de bactérias probitticas em
aquicultura, seja um método alternativo para a prevencdo e controle de
doencas bacterianas em peixes.

Estudos prévios, utilizando a cepa L. plantarum como probi6tico
na dieta de camardes e tildpias, indicaram sua a¢do como probidtico,
colonizando o trato gastrointestinal dos animais e melhorando o sistema
imune, o desempenho zootécnico e inibindo o crescimento de bactérias
patogénicas (VIEIRA et al., 2007; JATOBA et al., 2008).

Estudos que abordam infeccdo experimental normalmente
utilizam a via intraperitoneal como metodologia para o desafio, sendo
pouco comum o uso da via gastrica 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 experimentagédo
animal para a administracdo de substdncias por via intragastrica,
permitindo o estudo de efeitos bioldgicos de diversas drogas (FAWELL
et al., 1999) e ja foi utilizado em peixes para testar os efeitos toxicos de
algumas substancias como: toxinas produzidas por cianoficeas
(DJEDIAT et al., 2010; GUTIERREZ-PRAENA et al., 2013) e
pesticidas (FAJT; GRIZZLE, 1993). Para ensaios de infeccdo, 0 modelo
via gavagem é vantajoso, pois mimetiza a infeccdo em ambiente natural
tornando os resultados obtidos mais proximos da realidade uma vez que
no meio-ambiente € a boca uma das principais vias de entrada do
pat6geno nos peixes.

Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia
da suplementacdo com o probidtico Lactobacillus plantarum, na
prevencdo a estreptococose, causada por Streptococcus agalactiae, em
tilapias do Nilo infectadas experimentalmente via gavagem.

MATERIAL E METODOS
Material biol6gico

Foram utilizados 120 juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus),
provenientes de piscicultura comercial, localizada na cidade de
Presidente Getulio/ SC, Brasil.
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A bactéria Lactobacillus plantarum (CPQBA 227-08 DRM)
utilizada como cepa probidtica, foi isolada por Jatoba et al. (2008) do
trato gastrointestinal de tilapias sadias e assintomaticas. A cepa foi
identificada por amplificacdo do gene 16S do RNA (Anexo 2), mantida
em tubos de ensaio contendo caldo MRS (do inglés “Man-Rogosa-
Sharpe broth”), reativada em placas de Petri, com o meio MRS Agar
acrescido com 1% de azul de anilina e incubadas a 35°C por 48 h. Esta
cepa teve seu potencial probidtico registrado, demonstrando sua inibigdo
a bactérias patogénicas, capacidade de colonizagdo do trato
gastrointestinal e melhora da resposta inespecifica do sistema imune de
tilapia do Nilo (JATOBA et al., 2008).

A cepa patogénica Streptococcus agalactiae, foi isolada de
tilapias sintomaticas, provenientes de surto de mortalidade em cultivo
industrial localizado no estado do Ceara, Brasil. Foi mantida em tubos
de ensaio contendo meio de cultura caldo de cérebro e coragdo (BHI
Himedia ® do inglés “Brain Heart Infusion”), reativadas em placas de
Petri contendo Agar Triptona de Soja (TSA Himedia® do inglés
“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 ap6s a verificacdo das bandas em gel agarose, 0 DNA foi
purificado utilizando o reagente BigDye® Terminator v3.1. A sequéncia
de nucleotideos em formato FASTA foi submetida a base de dados
BLAST/NCBI (Anexo 1).

Ensaio “in vitro”

Para a avaliacdo da capacidade inibitoria da cepa probiética frente
a Streptococcus agalactiae, foi realizado o antagonismo entre as cepas.
Utilizou-se o método de Tagg e Mcgiven (1971), adaptado por Ramirez
et al. (2006), onde a cepa probiotica 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 patogénica, mantida em meio de
cultura BHI Broth, foi repicada e semeada em placa de Petri contendo o
meio de cultura Mdeller-Hinton. Em seguida, discos de 0,8 cm de
diametro das placas da cepa probiética foram colocados na placa com a
cepa patogénica, a qual foi incubada a 30°C por 24 h. Apos este periodo,
os halos de inibicdo formados ao redor dos discos de bactéria probidtica,
foram medidos com o auxilio de um paquimetro (Anexo 3).

Para verificar a resisténcia da cepa patogénica a diferentes
drogas, realizou-se 0 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
antibiodticos: enrofloxacino, norfloxacino, eritromicina, florfenicol,
tetraciclina e azitromicina. A placa foi incubada a 30°C por 24 h. Apds
este periodo, os halos formados ao redor dos discos de antibidtico foram
mensurados com um paquimetro e comparadas as zonas de inibicéo.

Preparo do inéculo de probiotico e Dieta experimental

Apbs periodo de aclimatacdo de 04 dias, os peixes foram
alimentados com racdo comercial Kowalski Peixes 35 para animais em
fase de crescimento, com a seguinte composi¢do: umidade (Max.) 120
g.kg™, proteina bruta (Min.) 350 g.kg™, extrato etéreo (Min.) 50 g.kg™,
calcio (Max.) 15 g.kg™, fésforo (Min.) 5000 mg.kg™ e vitamina C
(Min.) 450 mg kg™

Para o preparo do inoculo probidtico, a cepa bacteriana L.
plantarum, foi repicada em meio de cultura caldo MRS Difco®, e
incubada a 35°C por 48 h. O inbéculo bacteriano apresentou
concentragdo média de 5,8.10° UFC.mL™ e foi adicionado & racéo na
proporcdo de 100 mL.Kg™ de racio. Semanalmente, ragdo e probiético
foram misturados em saco plastico estéril e mantidos a vacuo, durante
cinco minutos. Em seguida, a mistura foi retirada do vacuo, e seca em
estufa com recirculagdo de ar a 25°C por 24 h, para retirada do excesso
de umidade. A ragdo utilizada para o grupo ndo suplementado foi
preparada do mesmo modo, porém acrescida somente com o meio de
cultura MRS Difco®.

Para verificar a concentragcdo do probidtico na dieta, apds sua
inoculacdo, 1 g de racdo foi macerada em 1 mL de solucéo salina estéril
0,65% e posteriormente diluida serialmente nove vezes em tubos de
ensaio em fator 1:10. As diluicdes de 10* a 10 foram semeadas em
placas de Petri contendo o meio de cultura MRS acrescido de 1% de
azul de anilina. As placas foram incubadas a 35°C por 48 h. Este
processo era repetido duas vezes por semana durante o preparo das
dietas, para averiguarmos que a concentracdo do indculo bacteriano
mantinha-se nas concentracGes desejadas. Durante o experimento, a
concentracdo média de L. plantarum na dieta do grupo probiético, foi
de: 1,81 x 10" + 0,68 UFC.g™".

Delineamento experimental

Cento e vinte juvenis de tilapia sadios, revertidos sexualmente,
com peso médio inicial de 32,11 £ 7,60 g e comprimento total de 12,24
+ 1,03 cm, foram aleatoriamente distribuidos em 10 caixas circulares de
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100 L, com sistema de aeracdo e aquecimento constantes, totalizando 12
peixes por unidade experimental. As unidades estavam acopladas ao
sistema de recirculacdo de &gua do laboratério experimental, o qual
contém esterilizagdo ultravioleta, filtros do tipo mecénico e reatores
bioldgicos.

A qualidade da &gua foi monitorada diariamente com
multipardmetro (modelo HI 9828 — Hanna Instruments) e Kkit
colorimétrico Labcon Test. Os pardmetros mantiveram-se em: oxigénio
dissolvido 6,88 + 0,22 mg.L™;pH 6,49 + 0,46; temperatura 24,47 + 0,97
°C; amonia total 1,79 + 0,44 mg.L™; amédnia téxica 0,01 + 0,01 mg.L’
L nitrito 1,48 + 0,36 mg.L ™ e alcalinidade 37,11 + 20,88 mg CaCO4/L.

A biometria era realizada semanalmente de seis animais por
unidade experimental, para ajuste da quantidade de ragéo a ser ofertada.
A dieta foi fornecida quatro vezes ao dia, totalizando 3,0 % da
biomassa. Ap6s o periodo de aclimatacdo, os peixes foram alimentados
durante 58 dias: cinco caixas receberam racdo comercial suplementada
com inéculo probidtico e as demais receberam apenas ragdo comercial
sem suplementagdo probiotica, porém com o meio de cultura MRS
(Figura 02).

O fotoperiodo durante o experimento foi de 12 h de escuroe 12 h
de claro.

Apbds o periodo de suplementacdo, realizou-se a coleta pré-
infeccdo, que consistiu em andlises hematoldgicas, imunoldgicas,
histolégicas, microbiolégicas e de microscopia eletrénica

Figura 2: Desenho esqueméatico do delineamento experimental de
suplementagdo com o probidtico L. plantarum, seguido de desafio experimental
com S. agalactiae.

Chegada  Imicio do

dos peixes probidtio Coleta Infeccio Coleta
Pré-infeccio Pos-infeccio *
0 4 62 63 69 dias
Aclimatacio  Perfodo de alimentacio com probidtico: 58 dias 96 horas

*término do experimento.
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Anélises hemato-imunolégicas

Para as andlises hematol6gicas, dois peixes por unidade
experimental foram anestesiados com eugenol (1g :10 L). O sangue foi
coletado por puncdo do vaso caudal (Comissdo de Etica — CEUA — n°
PP00928) com seringas de 3 mL contendo anticoagulante EDTA
(Anexo 3). Aliquotas de sangue foram coletadas para confeccdo de
extensdes sanguineas em duplicatas e as laminas foram coradas com
Giemsa/MayGrunwald (ROSENFELD, 1947) para a contagem
diferencial de leucdcitos, bem como contagem total de leucdcitos
(WBC) e trombdcitos pelo método indireto (ISHIKAWA et al., 2008).
Aliguotas sanguineas também foram utilizadas para a determinagdo do
hematocrito (RANZANI-PAIVA et al., 2013), para a quantificacdo do
namero total de eritrocitos (RBC) em camara de Neubauer e para a
quantificacdo de hemoglobina sanguinea, segundo o método da
cianometahemoglobina (COLLIER, 1944). Com a determinacdo destes
parametros, foram calculados os seguintes indices hematimétricos:
VCM (Volume Corpuscular Médio), HCM (Hemoglobina Corpuscular
Média) e CHCM (Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média),
segundo as férmulas a seguir:

[ VCM = Hematdcrito x 10 / Eritrdcitos |

[HCM = Hemoglobina x 10 / Eritrdcitos |

[CHCM = Hemoglobina x 100 / Hematécrito |

Para as analises imunoldgicas, 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. Ap6s este periodo, o material foi centrifugado
a 1400 g, durante 10 minutos a 4°C, para obtencdo do soro que, foi
armazenado a -20°C para posteriores analises imunologicas.

A proteina total do plasma sanguineo foi mensurada com o kit
Proteina Total (Lab Test®). A concentracdo de imunoglobulina total foi
mensurada de acordo com o método descrito por Amar et al. (2000),
onde misturou-se 100 pL do soro com 100 pL de solucdo de
polyethylene glycol PEG (Sigma-Aldrich) 12% e a mistura incubada a
temperatura ambiente por duas horas, a fim de precipitar as moléculas
de imunoglobulina. O precipitado de imunoglobulina foi removido por
centrifugagdo 5000 g a 4°C por 10 min e o sobrenadante retirado e
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mensurado a quantidade de proteina total também pelo kit Proteina Total
(Lab Test®), utilizando-se albumina bovina para confec¢do da curva
padrdo. A concentracdo de imunoglobulina total estd expressa em
mg.mL™, sendo calculada pela formula:

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

A atividade de lisozima foi determinada pela metodologia
adaptada de Sankaran & Gurnani, 1972 , onde uma suspensdo de
Micrococcus lysodeikticus liofilizado (Sigma-Aldrich) foi diluida em
tampdo fosfato salina (PBS: 0,04 M fosfato monobasico, pH 6,2) na
concentragdo de 0,5 mg.mL™, imediatamente antes de sua utilizagAo.
Trinta microlitros do soro foram semeados em quintuplicata, em
microplaca de fundo chato e, em seguida foram adicionados 200 pL da
suspensdo de células de M. lysodeikticus em cada poco. Logo apds, foi
feita a leitura da absorbancia inicial em 492 nm. Posteriormente
incubou-se as microplacas por 10 min a 35°C, e realizou-se a leitura das
absorbéncias finais. A reducdo na absorbancia das amostras foi
convertida em concentracdo de lisozima (ug.mL™) determinada pela
curva padrdo realizada anteriormente com lisozima de clara de ovos da
galinha (HEWL, Sigma-Aldrich).

Histologia

Figado e parte da regido anterior do intestino médio dos animais
foram coletados de dois peixes por unidade experimental, totalizando 20
peixes, 10 por tratamento.. Os 6rgdos foram fixados em formalina 10%
tamponada. Apo6s a fixacdo, as amostras foram preparadas segundo
técnicas histoldgicas de rotina com inclusdo em parafina. Cortes de 3
pm de espessura foram corados com hematoxilina de Harris e eosina
para identificacdo padrdo das estruturas; com tricrémico de Mason para
diferenciacdo dos leucdcitos e com coloracdo Gram para identificacdo
de bactérias. Os cortes foram fotografados com o microscopio Dic
(Differential Interference Contrast) Zeiss, modelo Axio Imager A2.

Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

A fim de verificar a integridade das células intestinais, das
microvilosidades e a presenca de bactérias probidticas e patogénicas
utilizadas na infeccdo experimental. Amostras dos tratos intestinais
foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 2.5 %, sacarose 2.0%,
tamponadas com cacodilato 0.1 M (pH 7.2) (SCHMIDT et al., 2010),
pos-fixadas em 1 % tetroxido de ésmio por 4 horas e desidratadas em
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série de solugcbes aquosas de concentracBes crescentes de acetona. Apds
a desidratacdo, o material foi infiltrado com resina Spurr. As seccdes
ultrafinas foram feitas em ultramicr6tomo e contrastadas em acetato de
uranila e citrato de chumbo. As amostras foram observadas e
fotografadas em microscopio eletrdnico de transmissdo (JEOL Ltd.,
Tokyo, Japdo, a 80 kV).

Parametros microbioldgicos

Para a determinacdo da microbiota bacteriana presente no trato
gastrointestinal dos grupos controle e probidtico, por¢des do trato médio
anterior de dois animais de cada unidade experimental foram coletadas.
Estas porcdes foram maceradas juntas, em gral de porcelana com 1 mL
de solucdo salina estéril 0,65% e posteriormente diluidos serialmente
quatro vezes em tubos de ensaio em fator 1:10. As diluicées de 107 a
10™ foram semeadas em placas de Petri contendo os seguintes meios de
cultura: MRS acrescido de 1% de azul de anilina (para identificacdo de
bactérias produtoras de &cido-lactico), TSA acrescido de 5% de sangue
de carneiro desfibrilado (para o crescimento de bactérias heterotréficas
totais), TCBS (para o crescimento de vibrionaceas) e Cetrimid (para
crescimento de Pseudomonas sp.). As placas de MRS foram incubadas a
35°C por 48 h; as demais foram incubadas a 30°C por 24 h.

Parametros zootécnicos

As pesagens iniciais e finais foram feitas individualmente para
todos os peixes. Os calculos para as caracteristicas de desempenho
foram feitos para cada unidade experimental, somente com os dados da
primeira e da Ultima pesagem e medicdo dos peixes. Foram
determinados: peso inicial (g), peso final (g), ganho de peso (g),
comprimento total inicial (cm), comprimento total final (cm), conversdo
alimentar e taxa de crescimento especifico (% /dia), segundo as
férmulas abaixo:

|Ganho de Peso (g) = Peso final (g) — Peso inicial (g) ]

‘Conversr?io alimentar = Consumo ragéo (g) / Ganho de peso (g) |

‘Taxa de crescimento especifico (%o/dia) =100 x (In peso final - In peso inicia])|
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Desafio via gavagem

Para a infeccdo experimental, o indculo 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 solugéo salina estéril 0,65%
na proporcao para gque a suspensdo se mantivesse em 1x10" UFC.g™ de
peso Vivo, segundo a curva de crescimento feita anteriormente.

Os animais apés os 58 dias de tratamento estavam com peso
médio de 105,53 * 34,25 g (média * desvio padrdo) e foram mantidos
em jejum de 24 horas antes do desafio. Ap6s anestesia com eugenol (75
mg.L™), cada individuo recebeu 100 pL de solugdo 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 alcancasse
30% de mortalidade. Neste periodo, foram monitoradas a sobrevivéncia
e também a redugdo no consumo de racdo que continuou a ser oferecida
normalmente.

Reisolamento do pat6geno e identificacdo molecular

Para o reisolamento da cepa patogénica S. agalactiae, ao término
do experimento, porc¢des do figado e do cérebro de dois animais de cada
unidade experimental foram coletadas para esfregaco em placas de TSA
Sangue 5%. As placas foram incubadas a 30°C por 24 h. Apds o
crescimento nas placas e do reisolamento das colénias, elas foram
identificadas molecularmente através de PCR, conforme descrito
anteriormente.

Parametros hemato-imunoldgicos, histologia e microscopia
eletronica de transmissédo

Os mesmos procedimentos para a execucdo das analises hemato-
imunolégicas, histoldgicas e de microscopia eletrdnica de transmissao,
foram realizados ao término do desafio experimental.

Analises estatisticas

Para comparacdo das médias entre os tratamentos foi realizado o
teste de Levene para verificagdo da homocedasticidade, e em seguida o
teste de Shapiro-Wilks para normalidade dos dados. Os dados que ndo
apresentaram homocedasticidade de variancias foram transformados em
logio (X+1), e posteriormente realizado Teste t de student com nivel de
significancia de 5%, para averiguar a diferenca entre os tratamentos.
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RESULTADOS
Ensaio “in vitro”

A capacidade inibitdria da cepa probidtica frente a S. agalactiae,
foi mensurada em milimetros. Os halos formados apresentaram diametro
médio de 15,2 +.2,4 mm.

Quanto a resisténcia da cepa patogénica a diferentes drogas, 0s
halos formados ao redor de cada disco de antibidtico, 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.

Anélises hemato-imunolégicas

N4&o houve diferenca significativa nos parametros hematoldgicos
e nos valores dos indices hematimétricos entre os animais tratados com
e sem suplementacéo probidtica (Tabela 3).

Apo6s o desafio com S. agalactiae, o nimero de trombdcitos e
neutrofilos foram maiores no grupo suplementado com cepa probiotica
(Tabela 4). Os demais pardmetros hematolégicos e indices
hematimétricos ndo apresentaram diferenga significativa entre o0s
tratamentos.

A concentracdo de lisozima, proteina e imunoglobulina total do
plasma, ndo apresentaram diferenga significativa entre os animais nédo
suplementados e suplementados com cepa probi6tica, nem antes e nem
apoés o desafio (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 3: Pardmetros hematoldgicos (média + desvio padrdo) de til4pia do Nilo
alimentada com ragdo comercial suplementada com probidtico e sem
suplementacdo (Controle).

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

Pardmetros Controle Probiético  Valor -p
Eritrécitos (x10°.uL-") 177062 2,07+079 0,396
Trombécitos (x10°.uL-1) 111,30+ 88,19 89,76 +95,65 0,607
Leucdcitos (x10% pL™?) 79,73+61,12 60,48 £56,07 0,472
Linfécitos (x10°.uL™) 67,81457,18 52,97 52,55 0,553
Mondcitos (x10% pL™) 2,64£257  137+269 0,294
Neutréfilos (x10°. uL™) 928+560 6,14+424 0,174
Hematocrito (%) 3480+8,18 3560+4,81 0,792
Hemoglobina (g . dL‘l) 8,93+1,42 9,09+1,05 0,788
Proteinas plasmaticas totais (g.dL™) 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™Y) 26,71+6,26  26,18+6,10 0,850

Legenda: VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular
média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 4: Parametros hematologicos (média + desvio padrdo) de tilapia do Nilo
alimentada com dieta comercial suplementada com probidtico e sem
suplementacdo (Controle), ap6s desafio com S. agalactiae .

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

Pardmetros Controle Probidtico  Valor-p
Eritrécitos (x10°.uL-") 2114028 199+042 0,488
Trombécitos (x10°.uL™) 343+1,72 680+£328* 0,036
Leucdcitos (x10% pL™?) 42,65+17,28 31,24+14,92 0,131
Linfocitos (x10°.uL™) 38,62 +17,48 27,00 +14,83 0,126
Monécitos (x10% pL™) 288+1,71 234+112 0,537
Neutrofilos (x10°. pL™?) 1,95+0,30 3,86+2,09* 0,035
Hematocrito (%) 32,25+4,41 33,05+243 0,621
Hemoglobina (g . dL™) 8,00+1,20 8,15+0,78 0,741
Proteinas plasmaticas totais (g.dL™) 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™) 24.86+2,17  24,75%2,72 0,920

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

Tabela 5: Titulo aglutinante e atividade antimicrobiana do plasma (média +
desvio padrdo) de tilapia do Nilo alimentada com ragdo comercial suplementada
com probidtico e sem suplementagao.

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

Parametros Controle  Probiético Valor-p
Lisozima (ug.ml™) 51,98+4,27 46,45+7,91 0,122
Proteina total (mg.ml™) 35,10+3,82 33,85%6,75 0,672

Imunoglobulina total (mg.mI™) 19,10+4,21 18,82+6,50 0,938
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Tabela 6: Titulo aglutinante e atividade antimicrobiana do plasma (média +
desvio padrédo) de tilapia do Nilo alimentada com dieta comercial suplementada
com probidtico e sem suplementacdo (Controle), ap6s o desafio com S.
agalactiae.

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

Pardmetros Controle  Probidtico Valor-p
Lisozima (ug.ml™) 26,00+8,04 30,11+6,98 0,412
Proteina total (mg.ml™) 35,22+556 31,22+2,03 0,169

Imunoglobulina total (mg.ml™) 18,79+5,82 17,78+0,64 0,781

Histopatologia

Nas analises histoldgicas antes da infeccao experimental, o figado
dos animais ndo suplementados manteve o aspecto cordonal dos
sinusdides normal. Pouco mais da metade dos animais, 60%,
apresentaram figado com aparéncia normal; apesar de terem sido
observadas algumas necroses multifocais no tecido, elas ndo
comprometiam o animal por se tratarem de um processo regenerativo
natural do 6rgéo.

Nos animais suplementados com probidtico, aproximadamente
8% dos animais, perderam o0 aspecto cordonal dos sinuséides,
apresentaram  destruicdo do tecido pancreatico e hepatécitos
hipertrofiados. Um quarto dos animais apresentou extensa necrose do
tecido hepatico (Figura 03 - A) e em 41% havia necrose multifocal.
Também foram observados infiltrados de melandcitos e linfdcitos
agranulares, em 83% dos peixes (Figura 03 - B).
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Figura 3: Pré Infeccdo: A. Area do tecido hepatico de tilapias suplementadas
com dieta probiodtica, demonstrando éarea de necrose multifocal (H&E);
B.Tecido hepético de tilapia (O. niloticus) alimentada com dieta suplementada
com a cepa probiética L. plantarum, demonstrando infiltrado de leucécitos na
borda de um vaso sanguineo (H&E). Pés-infeccéo: C. Tecido hepético de peixes
do grupo controle demonstrando perda da estrutura cordonal dos sinuséides
(H&E); D. Tecido hepético de tilapias do grupo probidtico demonstrando
aspecto normal da estrutura cordonal dos sinusoides (H&E).

Apbs a infeccdo com S. agalactiae, 30% dos animais do grupo
controle perderam o aspecto cordonal dos sinuséides no tecido hepatico
(Figura 03 — C). Cinquenta por cento dos animais apresentaram
hepatdcitos atrofiados e edema. Além disso, 40% demonstraram necrose
multifocal do figado.

Nos animais alimentados com suplementacdo probiética, o figado
de todos os animais apds a infeccdo, manteve o aspecto cordonal dos
sinusdides normal (Figura 03 — D). Constatou-se a presenca de infiltrado
de melandcitos e leucocitos granulares em 18% dos peixes amostrados e
edemas em 27%.

Também foi observada degeneracdo das células pancreaticas
tanto no grupo controle, como no grupo probiético, apos a infeccao.
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Na coloracdo Gram das laminas histoldgicas, constatou-se a
presenga de cocos positivos no tecido hepatico de peixes de ambos 0s
tratamentos (Figura 04).

Figura 4: Cortes histoldgicos do figado de tilapias infectadas experimentalmente

com S. agalactiae. Em A: Figado de peixes do grupo nao suplementado (Gram).

Em B: Figado de peixes do grupo Probiético (Gr.
- . 7 4

. . ™
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A histologia do trato intestinal dos peixes demonstrou que o
comprimento, largura e perimetro das vilosidades intestinais ndo
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos, nem pré e pos
infeccdo experimental. Do mesmo modo, o nimero de vilos e de células
caliciformes/vilo ndo diferiram significativamente entre os tratamentos
(Tabelas 7 e 8).

A microscopia de luz revelou a barreira epitelial do intestino do
grupo probidtico danificada, ao contrario do grupo controle (Figuras
05). Em ambos tratamentos, observa-se a mucosa intestinal com sua
camada epitelial e 1amina propria no centro da vilosidade e leucocitos
intraepiteliais inseridos nela. As secBes histolégicas do trato
gastrointestinal também nos revelam que as células caliciformes de
ambos os tratamentos estdo preenchidas com grande quantidade de
mucinas acidas, revestindo o epitélio de uma barreira de muco (Figuras
5e6).

Figura 5: Cortes histolégicos de trato intestinal de tilapias alimentadas com
dieta suplementada e ndo suplementada com probiético. (A, B) Grupo ndo
suplementado em microscopia de luz (ML); (C, D) Grupo probidtico em ML.
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Figura 6: Cortes histolégicos do trato intestinal de tilapias alimentadas com
dieta suplementada e ndo suplementada com probiético, apds desafio
experimental com S. agalactiae. (A, B) Grupo ndo suplementado em
microscopia de luz (ML); (C, D) Grupo probiético em ML.

- R

Tabela 7: Comprimento, largura, perimetro e nimero das vilosidades intestinais
e de células caliciformes por vilo (média + desvio padrdo), de tilapia do Nilo
alimentadas com dieta suplementada e ndo suplementada com probiético.
*Diferenca significativa de acordo com teste t (p<5%).

Histomorfometria Controle Probiético  Valor—p
Comprimento (pum) 269,01 £71,79  239,04+36,60 0,246
Largura (um) 73,47£12,71 75,14+9,70 0,753
Perimetro (um) 568,91 + 147,13 489,02 +62,51 0,150
NUmero 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, perimetro e nimero das vilosidades intestinais
e de células caliciformes por vilo (média + desvio padréo), de tilapia do Nilo
alimentada com dieta suplementada e ndo suplementada com probi6tico, apos
desafio experimental com S. agalactiae.

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

Histomorfometria Controle Probidtico Valor- p
Comprimento (pum) 258,06+48,09 238,15+66,06 0,509
Largura (um) 77,83+8,84 80,44+15,89 0,687
Perimetro (um) 513,48 £ 108,58 482,84 £106,57 0,598
NUmero 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 eletronica de transmissao (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 espacos intercelulares, com bordas de escova organizadas
e bem desenvolvidas. Nota-se a presenca de mais vactolos intracelulares
nas células intestinais do grupo controle (Figura 7).

Apds a infeccdo experimental, os peixes do grupo controle
mantiveram a mesma estrutura celular observada antes do desafio:
presenca de vacuolos intracelulares e microvilosidades mantidas nas
bordas das células. Porém, foram observados alguns danos na mucosa
intestinal com a presenca de bactérias morfologicamente parecidas com
a cepa patogénica utilizada no desafio (S. agalactiae) (Figura 8). Os
peixes do grupo suplementado, apdés o desafio experimental,
apresentaram as mesmas caracteristicas do grupo ndo suplementado
(Figura 9).
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Figura 7: Microscopia eletronica de transmissdo (MET) do intestino de tilapia
alimentada e ndo alimentada com suplementagdo probidtica. Em (A,B) Grupo
ndo suplementado em microscopia eletronica de transmissdo (MET); (C,D)
Grupo suplementado em MET.
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Figura 8: Microscopia eletronica de transmissdo do intestino de tilapias do
grupo nao suplementado, ap6s 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.

grupo suplementado, ap6s 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 superficie dos enterdcitos, do grupo suplementado; (D)

Dano no epitélio intestinal caracterizado por necrose dos enterécitos.
R ¥ T A
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Parametros microbiol6gicos

Observou-se aumento na concentracdo de bactérias acido-laticas
no trato dos animais suplementados com cepa probiotica, com relagéo
aos tratados com dieta sem suplementagcdo. A concentracdo média
alcancada no trato do grupo probi6tico, ap6s 58 dias de suplementacéo,
foi de 4,23 x 10° UFC.mL™.

Além disso, a quantidade de vibrionaceas foi menor no
tratamento probidtico quando comparado aos animais do grupo controle
(Figura 10).

Figura 10: Microbiota intestinal de tilpia do Nilo alimentada com dieta ndo-
suplementada e suplementada com probidtico.

*As barras demonstram o desvio padrdo das amostras.

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

*0s valores foram transformados em log 10 UFC/g de trato intestinal.

800 -

mMédia grupo ndo suplementado
7,00 A Média grupo suplementado
6,00 -
5,00
#
=
g
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TSA Sangue TCBS Cetrimide

Meios de cultura
Parametros zootécnicos

Os peixes que foram alimentados com dieta suplementada com
cepa probidtica durante 58 dias apresentaram peso final de 107,84 *
32,46 g, enquanto os que receberam dieta ndo suplementada
apresentaram apenas 75,16 + 38,93 g de peso final (p<2,46 x 10°). Isto
demonstra que o probidtico L. plantarum melhorou a performance de
crescimento de tilapias, O. niloticus, neste estudo.
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A taxa de crescimento especifico e o ganho de peso dos animais
tratados com dieta probidtica também foram superiores as do tratamento
controle (Tabela 10), ja a conversdo alimentar dos animais
suplementados com cepa probidtica foi inferior a dos animais do grupo
controle.

A sobrevivéncia antes do desafio experimental foi de 100% em
ambos os tratamentos.

Tabela 9: Pardmetros zootécnicos (média + desvio padréo) de tilpia do Nilo
alimentada com dieta suplementada e ndo suplementada com probidtico L.
plantarum.

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

Parémetros Controle Probiético Valor-p
Peso inicial (g) 28,55+6,39  24,3116,99 0,206
Peso final (g) 75,16+38,93 107,84+ 32,46* 2,46 x 10°
Comprimento total final (cm) 16,90+1,72 17,47+1,75 0,080
Ganho de peso () 53,024530 63,80+10,10* 0,029
Conversgo alimentar 1,71+0,22 1,48+0,22* 0,040

Taxa de Crescimento Especifico (%/ dia)  1,81+0,19 2,07+0,23* 0,020

Mortalidade e reisolamento do patégeno

Apbds 96 horas do desafio experimental, ndo foi constatada
mortalidade em nenhum dos tratamentos, porém foi observada reducéao
no consumo alimentar do grupo controle nas primeiras 24 horas pés-
infeccdo (Tabela 11).

O reisolamento, por esfregago em TSA sangue de amostras do
cérebro e figado de animais infectados, e a identificacdo molecular do
patdgeno, revelaram a presenca de S. agalactiae (Anexo 1).
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Tabela 10: Redugdo no consumo alimentar de tilapia do Nilo suplementada e
ndo suplementada com probidtico, ap6s 24 h, 48 h, 72 h e 96 h do desafio
experimental com S. agalactiae, via gavagem.

Horas ap6s desafio experimental Controle  Probi6tico
24 h 11,50% 0%
48h 9,80% 10,70%
72h 13,70%  16,30%
96 h 6,20% 15,18%
DISCUSSAO

No Brasil, em aquicultura apenas a tilapicultura e truticultura
possuem antibidtico autorizado para ser utilizado nas unidades de
producdo, o florfenicol. Neste estudo as drogas escolhidas para a
realizacdo do antibiograma sdo os principais agentes antimicrobianos
utilizados em aquicultura mundial (GASTALHO et al., 2014) e o
resultado encontrado que demonstra o maior halo de inibi¢cdo para o
antibiético florfenicol frente a S. agalactiae vai de acordo com a eficacia
desta droga frente & bactérias deste género (GAUNT et al, 2010;
DARWISH, 2007).

No diagndstico do estado de salde dos peixes, 0s parametros
sanguineos sdo fundamentais e quando alguns aditivos sdo utilizados na
alimentagdo, como os probioticos, estes irdo refletir diretamente sobre
estes parametros. Jatoba et al. (2008), observaram aumentos
significativos ndo somente no nimero de trombdcitos e neutréfilos que
corroboram com os encontrados neste trabalho, mas no de eritrdcitos,
leucécitos, linfocitos e mondcitos circulantes, de tilapias alimentadas
com L. plantarum ap6s infeccdo experimental com Enterococcus
durans. Os autores inferiram que o probidtico possivelmente tenha
favorecido maior producdo dos trombdcitos em resposta a infeccdo. O
fato do niimero de trombdcitos ter diminuido em ambos os grupos apés
a infeccdo, sugere que estas células que sdo diretamente envolvidas na
defesa, na resposta inflamatéria e na aglutinacdo (MARTINS et al.,
2006), possivelmente tenham migrado para o sitio de infeccdo nos
peixes desafiados

O aumento no nimero de neutréfilos também foi registrado por
Standen et al. (2013), em tilapias que receberam dieta probidtica, e em
Piaractus mesopotamicus infectados com Aeromonas hydrophila
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(GARCIA et al., 2007). Por outro lado, Ranzani-Paiva et al. (2004) ndo
encontraram alteracdes no numero de neutrdfilos de tilapias, apds
infeccdo com Mycobacterium marinum. Os neutréfilos sdo células
envolvidas na resposta imune inata, pois sdo as primeiras células a
responderem a inflamagdo. A elevacdo no seu nimero no grupo
suplementado com L. plantarum indica resposta sistémica dos peixes,
que deve envolver resposta imune ndo especifica mais rapida a infecgdo
patogénica. Estes autores, assim como no presente trabalho, ndo
observaram  diferenca  significativa nos demais  pardmetros
hematoldgicos.

Lisozima € considerada uma das enzimas mais importantes por
sua capacidade bactericida, sendo assim é uma ferramenta indispensével
dos peixes no combate a agentes infecciosos. Sintetizada e secretada por
neutrofilos, mondcitos e macrdfagos, uma maior concentragcdo de
lisozima normalmente esta associada & contagem de leucdécitos. Standen
et al. (2013) e Wang et al. (2008), ndo verificaram diferenca
significativa entre a atividade da lisozima do soro de tilapias
alimentadas com probidtico comparadas as ndo 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 tilapias tratadas com
probidtico L. acidophilus durante 1 e 2 meses de suplementacdo e
igualmente por Wu et al. (2013) que suplementaram tilapias com erva
medicinal por 30 dias. A divergéncia nestes resultados pode ser
explicada pelas diferentes metodologias utilizadas na administracdo do
probidtico ou pelo microrganismo probidtico utilizado.

O estudo das alteragdes histopatologicas em peixes é uma
ferramenta importante, que auxilia no diagnéstico e na identificagédo de
doencas bacterianas.

Segundo Zamri-Saad et al. (2010), existem diferengas nos
padrdes das lesdes histopatologicas encontradas em peixes infectados
experimentalmente e em peixes infectados naturalmente por S.
agalactiae. Estes autores sugerem que a infeccdo experimental resultaria
em infeccdo subaguda e cronica, enquanto a infeccdo natural levaria a
infeccdo sistémica aguda, culminando na morte sibita dos animais. Isto
pode explicar o fato de ndo ter ocorrido mortalidade subita dos animais
apds 96 horas do desafio experimental do presente trabalho.

No presente estudo, a necrose multifocal encontrada no tecido
hepatico dos animais infectados experimentalmente, corrobora a
observada por Suanyuk et al. (2008). A presenca de reacdo inflamatoria,
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com infiltrado de melandcitos e leucdcitos granulares encontrada nos
animais suplementados com probiodtico ap6és o desafio experimental,
sugere um processo patoldgico cronico segundo Pulido et al. (2004).
Além disso, sabe-se que a resposta inflamatdria induzida pela migracéo
de fagdcitos para o sitio de infeccdo é potente mecanismo de defesa
inato dos peixes contra bactérias (ELLIS, 2001). Esta resposta
granulomatosa observada nas analises histolégicas dos animais
suplementados com probidtico também foi observada por Pirarat et al.
(2006) que avaliaram o efeito protetor de L. rhamnosus em til&pias
infectadas experimentalmente com a cepa Edwardsiella tarda. As lesdes
encontradas no presente estudo, estdo de acordo com as registradas por
outros autores em tilapias infectadas pelo género Streptococcus sp.
(BOWSER et al., 1998; SUANYUK et al., 2010; ALSAID et al., 2013).
Este fato demonstra que o modelo de infeccdo via gavagem utilizado
neste estudo, foi bem sucedido além de causar menor estresse o manejo
dos animais e ser de facil execugdo, quando comparado ao modelo intra-
peritoneal largamente utilizado em desafios experimentais. Além disso,
0s cocos observados nos cortes histoldgicos de porgdes do figado dos
animais infectados confirmaram que a enfermidade ja era sistémica em
96 horas apds desafio, e comprovam a eficiéncia deste modelo de
infeccao.

Quanto a integridade das vilosidades intestinais e nimero de
células caliciformes por vilo, este estudo foi diferente de Standen et al.
(2013), que apobs seis semanas de suplementacdo probidtica em tilapias,
observaram aumento no nimero de células caliciformes e barreira
epitelial intacta nos peixes que receberam a suplementacdo probiotica
qguando comparados aos do grupo ndo suplementado, demonstrando a
capacidade do probidtico em influenciar a alteracdo da morfologia do
trato intestinal dos animais.

Ao contrério dos dados apresentados no presente estudo, Pirarat
et al. (2011) observaram significativa diferenca na altura das vilosidades
intestinais de tilapias alimentadas com dieta probiética durante 30 dias;
verificando as maiores alturas no intestino proximal e distal. Os mesmos
autores também observaram aumento significativo no nimero de células
caliciformes dos peixes do grupo probiodtico quando comparados aos do
grupo controle. Quanto ao perimetro das vilosidades, os resultados
encontrados por Standen et al. (2013) estdo de acordo com os do
presente estudo, ndo havendo diferenga significativa entre o0s
tratamentos.

Os resultados de Standen et al. (2013) corroboram os encontrados
no presente estudo: epitélio intestinal de aspecto normal, com
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enterdcitos apresentando bordas de escova intactas e sem espacos
intracelulares, apds suplementacdo probidtica em tildpias do Nilo.
Harper et al. (2011) observaram claros sinais de prejuizos no tecido
intestinal de trutas suplementadas com probidtico e expostas a Vibrio
anguillarum, demonstrando que a eficacia da microscopia eletronica
como ferramenta de diagndstico em peixes.

Nos ultimos anos, os probioticos, principalmente as bactérias
acido-laticas, vém sendo utilizadas como suplemento alimentar com a
finalidade de proteger os peixes de vérias infeccdes (PIRARAT et al.,
2006).

Standen et al. (2013) também observaram maiores valores na
concentracdo de bactérias Acido-laticas, em tildpias que receberam
suplementacéo probidtica com Pediococcus acidilactici, semelhante ao
verificado por Jatoba et al. (2008) que suplementaram tildpias com L.
plantarum. Apesar do aumento verificado na concentracdo de LAB no
trato gastrointestinal das tilapias suplementadas, os valores encontrados
no presente estudo, s&o menores quando comparados a outros trabalhos
(STANDEN et al., 2013). Esta baixa concentracdo de LAB encontradas
no grupo probidtico, pode ser explicada pela baixa concentracdo de
bactéria probidtica que chegou ao trato dos animais, seja pela lixiviagdo
na &gua dos tanques de cultivo antes da ingestdo do pellete pelos peixes,
ou pelas condigdes adversas do trato gastrointestinal encontradas pelas
bactérias probioticas, como: redugdo do pH no estdbmago, 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 aquaticos é
constituida, 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 probiticas
(GATESOUPE, 2008). Em tilapias, Vibrio sp. normalmente dominam a
microbiota intestinal (JATOBA et al., 2008), o que pode explicar o
resultado observado no presente estudo, onde os animais do grupo
controle apresentaram maior quantidade de vibrionaceas ao contrario do
grupo probidtico, isto pode estar associado ao fato da cepa probiotica
utilizada ter inibido o crescimento das bactérias patogénicas, seja pela
exclusdo competitiva por espaco e nutrientes ou pela producdo de
substancias inibidoras, ou ainda pela alteracdo do metabolismo
microbiano no intestino. Este fato também foi registrado por Vieira et al.
(2007) em camardes marinhos (Litopenaeus vannamei) suplementados
com L. plantarum.
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Resultados semelhantes aos observados neste estudo quanto ao
desempenho zootécnico de tilapias que receberam dieta probidtica,
foram reportados por outros autores. Pirarat et al. (2011) também
observaram menor indice de conversdo alimentar e maior peso médio
final, taxa de crescimento especifico e ganho de peso em animais
alimentados com Lactobacillus sp. durante 30 dias, embora ndo tenha
sido encontrada significancia estatistica. Maiores valores de peso médio
final e eficiéncia alimentar também foram verificados por Jatoba et al.
(2011) em til4pias 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 conversdo alimentar suplementando tilapias com o
mesmo probidtico. Em termos praticos, estes resultados sugerem que o
uso de probidtico na dieta pode diminuir a quantidade de racdo
necessaria para o crescimento do animal, o que pode levar & reducdo nos
custos de produgdo. Outros resultados positivos quanto ao desempenho
zootécnico de animais que receberam dietas probidticas foram
observados por. Aly et al. (2008) que alimentaram tilapias com L.
acidophilus e Bacillus subtilis durante dois meses e registraram maior
ganho de peso nestes animais quando comparados aos do grupo sem
suplementacgdo. Da mesma maneira, Wang et al. (2008), apds 40 dias de
suplementacdo probidtica de Enteroccus faecium em tilapias,
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
probidtico sugerem que a adi¢do de L. plantarum na dieta pode melhorar
a atividade digestiva como um todo, por meio do aumento da sintese de
vitaminas, cofatores e atividades enzimaticas, favorecendo a digestéo,
absorgdo de nutrientes e consequentemente o ganho de peso
(GATESOUPE, 1999).

Quanto a sobrevivéncia ap6s o desafio experimental, o fato de
ndo observarmos nenhuma mortalidade, pode ser explicado pela
temperatura da agua dos tanques de cultivo que se manteve em torno de
24,4 °C e pelo curto periodo de tempo da infeccdo de 96 horas. Segundo
Kayansamruaj et al. (2014) o aumento na temperatura da agua de cultivo
aumenta a patogenicidade de S. agalactiae. Estes autores verificaram
que tilapias 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 alcangados
no 14° dia ap6s a infeccdo). As altas mortalidades, por Streptococcus sp,
frequentemente ocorrem no verdo, quando a temperatura da agua é
superior a 26°C (MIAN et al., 2009). Resultados semelhantes foram
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verificados por Figueiredo (2007), confirmando a associacdo da
estreptococose com o estresse térmico dos peixes. Por sua vez, Cornelio
et al. (2013) observaram o papel dos probidticos na melhora da
resisténcia a infeccdes bacterianas uma vez que verificaram significativa
reducdo na mortalidade de tilapias suplementadas com probidtico L.
plantarum e desafiadas com A. hydrophila.

Apds as primeiras 24 horas da infeccdo experimental, o grupo
probidtico ndo teve seu consumo alimentar alterado, porém reduziu nas
horas subsequentes, este fato talvez seja explicado pela elevada
concentracdo de bactérias patogénicas utilizada no desafio via gavagem
(1x 10" UFC.g™ peso vivo). A suplementagdo probidtica foi capaz de
manter o consumo dos animais suplementados dentro da normalidade no
primeiro dia apds o desafio, ao contrario dos animais do grupo controle
mas devido & grande quantidade de bactéria utilizada no desafio, o
consumo alimentar destes animais foi reduzindo apds este periodo.

CONCLUSAO

Foi possivel concluir que a adicdo de L. plantarum na dieta de
tilapia do Nilo alterou a microbiota intestinal e melhorou o desempenho
zootécnico dos animais. Além de alterar pardmetros hematolégicos
envolvidos na resposta do sistema imune dos peixes, apés o desafio com
a cepa patogénica S. agalactiae.

CONSIDERAGOES FINAIS

Para que se alcance maior concentracdo de bactérias acido laticas
no trato gastrointestinal de tilapias suplementadas com dieta probi6tica,
futuros  estudos  poderiam  ser  conduzidos utilizando a
microencapsulacdo das bactérias como forma de incorporacdo das
mesmas na dieta. Este método pode minimizar as perdas das bactérias
acido laticas para a agua de cultivo através da lixiviacdo, além de
conferir maior sobrevivéncia destes micro-organismos na dieta e no
meio-ambiente do trato gastrointestinal (ROSAS-LEDESMA et al.,
2012).

O modelo de infeccdo 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 infec¢do para peixes.

Para o reisolamento da cepa patogénica apds 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 patogénicas a partir de
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amostras de tecidos congelados de animais infectados (JIMENEZ et al.,
2011). Esta técnica representa uma ferramenta importante no
diagndstico e identificacdo de bacterioses no cultivo de peixes.
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ANEXO 1

Identificacdo Molecular da cepa utilizada na infeccéo
experimental e do reisolado. Amostra: S. agalactiae.

)(_')

ACQUAPISCIS  comiorscrcis vesinss m i

LAUDO N2 0209 Jata: 05/12/2014

Propriedade: UFSC
Requisitante : Dr. José Luis Pedreirz Mourifio.
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MATERIAL: 1 {um) isolado bacteriano em meio sdlida.
IDEN'I'IFICMEG DAS AMOSTRAS: 5. agaloctioe

METODO: Inoculacio dos isolades em meio liquido (BHI) que apés o crescimento foram
semezdos em meio salide (BHI) para teste de Gram e verificacdo da purezs das colfnias. Foi
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purificado utilizando o reagente BigDye®™ Terminator w3.1. A sequéncia de nuclectideos em
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RESULTADOS

Amaostra: 5. ggalactiee

Sequéncia FASTA
CEEEEEEEEEETECTATACATGLAAGTAGAACGCTGAGETTTGETETTTACACTAGACTGATGAGT
TECGAACGEETGAGTAACGCETAGGTAACCTGOCTCATAGCGEGGEATAACTATTGGAAACGATAG
CTAATACCGCATAAGAGTAATTAACACATGTTAGTTATTTAAAAGGAGCAATTGCTTCACTGTGAGAT
GEACCTGCETTETATTAGCTAGTIGETGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATACAAAGCCGALCT
TEAGAGGETEATOGECCACACTGEEACTGAGACACGECCCAGACTCCTACGGGAGECAGCAGTAG
GEAATCTTOGGCAATGEACGGAAGTCTGACCEAGCAACGLCGCETGAGTGAAGAAGGTTTTCGGAT
CETAAAGCTCTETTGT TAGAGAAGAACETTGETAGEAGTEGAAAATCTACCAAGTGACGETAACTA
ACCAGAAAGGGACGGECTAACTACGTGCCAGCAGCCGOGETAATACGTAGGTCOLGAGCGTTGTCLG
GATTTATTGEGCETAAAGCGAGCGCAGGCGGTTCTTTAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAACC
ATTETACGLTTTGGAAACTGGAGGACTTIGAGTGCAGAACGEGAGAGTGEAATTCCATGTGTAGLGE
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TGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCTGGECTTAGTGCOGCAGCTAACGCATAAGCACTCCGCCCTGETGA
GTACGAACGCACGTTGATACTCAAAGGGAATTGEACTGAGGCCGOCACAGLGTGCATCATGTGATTT
AATTCGAAGGCAACGCCCGAAGAAAAACT
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ANEXO 2

Identificagdo Molecular da cepa probidtica
utilizada no experimento.
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Lactobacillus plantarum
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Identificagfio de Bactérias

Objetivos

¢ Identificagdo de linhagem bacteriana utilizando dados moleculares de seqiienci ) e analise
filogenética de fragmentos do gene RNA ribossomal 16S.

Metodologia utilizada

e Amplificaciio do gene RNA ribossomal 16S. A metodologia consistiu na amplificagiio do gene do
RNA ribossomal 16S pela metodologia de PCR, utilizando como molde o DNA gendmico extraido
diretamente da amostra. Os primers (oligonucleotideos sintéticos) utilizados para a reagio de PCR
foram p27f e p1401r, homélogos as extremidades conservadas do gene RNA ribossomal 16S de
bactérias.

¢ Sequenciamento. Os fragmentos de DNAr 16S amplificados foram a seguir purificados e
submetidos diretamente ao sequenciamento em sequenciador automatico MegaBACE 1000 (GE
Healthcare). Os primers utilizados para o sequenciamento foram p10f, 765f, 782r e p1100r.

® Anilise filogenética. As seqiiéncias parciais do gene RNA ribossomal 16S obtidas com os

diferentes primers foram montadas em um contig (seqiiéncia tnica combinando os diferentes

fragmentos obtidos), o qual foi comparado com as seqiiéncias de organismos representados nas
bases de dados do Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do RDP (http://rdp.cme.msu.edu/).
Foram entiio selecionadas seqiiéncias de organismos relacionados ao organismo desconhecido para
realizagdo das anilises filogenéticas. As seqiiéncias foram alinhadas utilizando o programa
CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) e as analises filogenéticas foram conduzidas utilizando o
programa MEGA versdo 2.0 (Kumar et al., 2001). A matriz de distincia evolutiva foi calculada com
0 modelo de Kimura (1980) e a construgio da arvore filogenética a partir das distancias evolutivas
foi feita pelo método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), com valores de bootstrap
calculados a partir de 1.000 re-amostragens, utilizando o software incluido no programa MEGA 2.0.

Resultados

® As colonias isoladas da amostra CPQBA 227-08 DRM obtidas em cultivo em meio sélido (MRS)
apresentaram aspecto homogéneo, sem evidéncias de contaminagZo. A anélise microscépica revelou
a presenga de bastonetes com coloragdo Gram positiva para a amostra CPQBA 227-08 DRM.

Fragmentos do gene RNA ribossomal 16S foram amplificados com sucesso a partir do DNA
gendmico extraido da amostra. O material foi purificado em coluna (GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit, GE Healthcare) e submetido ao seqiienciamento no sistema MegaBACE (GE

Healthcare).
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® A seqiiéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S obtida para a amostra CPQBA 227-08 DRM est4
apresentada no Anexo L. A arvore filogenética construida a partir das seqiiéncias recuperadas da
base de dados do GenBank e da amostra CPQBA 227-08 DRM esta apresentada na Figura 1.

¢ Oresultado de identificagdo ¢ apresentado a seguir.

Amostra Descrigiio do Servigo/Amostra Identificacdo

CPQBA 227-08 DRM Placa com crescimento bacteriano | Lactobacillus plantarum, Orla-Jensen
(Cepa 01)18 1919.

Comentarios

® A seqiiéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S da amostra CPQBA 227-08 DRM apresentou 98%
de similaridade com as seqiiéncias do, gene RNA rib 1 16S de espécies de L bacillus
plantarum, L. pentosus e L. paraplantarum, assim como com seqiiéncias do gene RNA ribossomal 16S
de linhagens de Lactobacillus sp. ndo identificadas contidas nas bases de dados consultadas.

A andlise filogenética (Figura 1) recuperou as amostras CPQBA 227-08 DRM em um agrupamento
coeso e com o valor de bootstrap (teste de confianga) de 79% com a linhagem tipo de Lactobacillus
plantarum, confirmando os resultados de busca nas bases de dados.
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79 | Lactobacillus plantarum JCM 1149" (D79210)

CPQBA 227-08 DRM

Lactobacillus pentosus JCM 15587 (D79211)
Lactobacillus paraplantarum DSM 10667 (AJ306297)
Pediococcus acidilactici DSM 20284 (M58833)
Pediococcus parvulus JCM 58897 (D88528)
Lactobacillus collinoides JCM1123T (AB005893)

52 Lactobacillus brevis ATCC 14869 (M58810)
Lactobacillus kefiri LMG 9480 (AJ621553)

Lactobacillus manihotivorans LMG 180107 (AF000162)

Clostridium pascui DSM 10365" (X96736)

0.02

Figura 1. Arvore filogenética demonstrando as relagdes evolutivas entre a amostra CPQBA 227-08 DRM e
linhagens de microrganismos relacionados com base em seqiiéncias do gene RNA ribossomal 16S.
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Anexo L Seqiiéncia parcial do gene RNA ribossomal 168 da amostra analisada.

QBA 227-08 DRM

x.-ATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAG
:'T:GAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTAT’I‘AGCT AGATGTT
G "-C.‘—GTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGTTAATCGGCCACAT
kL :GACTGAGACACGGCCCAAACTCTTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG
l’-.CGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTMAACTC
TCTT "TTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTI‘AACCAG
C—CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC
T'I‘TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCG
G "fCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAA

CTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT: TATAT AGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
G :'TCGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCMACAGGATTAGATACC
?TGCCGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTMGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGC
C.lQCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAMG
’.3TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGCCTCAATTCGAAGCTACGCGAAG

CTTACCAGGTCTTGAC
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ANEXO 3

Figura 11: Sinais clinicos de estreptococose em tilapias.

Em A: Tilapia do Nilo infectada com Streptococcus sp demonstrando
hemorragias na superficie do corpo. Disponivel em:(CONRQY, 2001).

Em B, C, D e E: Tilapias do Nilo infectadas por Streptococcus agalactiae
apresentando exoftalmia em comparagdo com animal normal; perda de
equilibrio; lesdo modular na musculatura com aumento de volume; e leséo
muscular apds abertura com necrose do musculo e aclmulo de secregdo
semelhante ao pus, respectivamente. Disponivel em: (Figueiredo, 2007a).

e
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Figura 12: Bioensaio | do Laboratério de Sanidade de Organismos Aquaticos
(AQUOS/UFSC).
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Figura 13: Infeccdo experimental com Streptococcus agalactiae em tilapias, via
gavagem.

Figura 14: Coleta de sangue por pungéo do vaso caudal.



de inibigdo formados ao redor dos discos da cepa probidtica.

91




