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RESUMO

O presente trabalho objetivou o isolamento e selegdo de bactérias com
potencial probidtico para o hibrido resultante do cruzamento entre
“pintado”, Pseudoplatystoma corruscans e “cachara”, Pseudoplatystoma
fasciatum, bem como avaliacdo de diferentes estratégias de aplicacdo
destas bactérias associadas a utilizacdo de prebidticos em dietas
comerciais. Na primeira etapa foi isolada e selecionada a cepa Weissela
cibaria (CPQBA 001-10 DRM 02) como potencial probidtico apds ser
avaliada in vitro na inibicdo de patégenos bacterianos conhecidos para
aquicultura e in vivo, colonizando o trato intestinal aumentando o
numero total de eritrécitos sanguineos e alterando a microbiologia do
trato intestinal. Apds esta etapa foi estudada a inclusdo de 0,5 % do
prebidtico (Inulina) em dieta comercial, a qual ndo alterou a estabilidade
da dieta e proporcionou aumento na concentracdo bacteriana inoculada.
Na avaliagdo in vivo, 0os animais alimentados com as dietas contendo
apenas a bactéria probidtica e dieta suplementada com bactéria
probidtica e inulina (dieta simbiética) apresentaram aumento na
concentragdo de imunoglobulina total sérica quando comparados aos
animais suplementados somente com inulina e sem suplementacdo. Na
Gltima etapa do projeto apds 24 horas da infecgdo experimental com
Aeromonas hydrophila subsp hydrophila, os animais suplementados
com W. cibaria apresentaram indices de mortalidade inferiores aos dos
grupos controle e tratados com a cepa probidtica para tilapias
Lactobacillus plantarum (7,55+3,78; 31,48+9,32 e 33,06+7,94%
respectivamente). Foi observado aumento na atividade de lisozima e
proteina sérica total nos peixes suplementados em relacdo aos ndo
suplementados, porém as concentra¢des de imunoglobulinas totais dos
peixes alimentados com simbidtico W. cibaria foram superiores do que
as dos peixes suplementados com L. plantarum (8,34+0,19 mg.mL™ e
7,36+0,95 mg.mL™). Este produto biotecnoldgico desenvolvido neste
trabalho tem como obetivo melhorar a sanidade no cultivo do surubim
hibrido, melhorando os indices de sobrevivéncia e a imunocompetencia
dos peixes.

Palavras-chave: Pseudoplatystoma, bacterioses, = Aeromonas,
prevencao, simbi6ticos, probidtico.






ABSTRACT

This study aimed to isolate and select of bacteria with probiotic potential
for the hybrid as a result of the crossing between “pintado”
Pseudoplatystoma corruscans and “cachara”, Pseudoplatystoma
fasciatum, as well as to evaluate different strategies for bacteria
administration associated to the use prebiotic in commercial diet. In the
first trial Weissela cibaria (CPQBA 001-10 DRM 02) was isolated as
probiotic-potential bacterium after evaluation in vitro of the pathogens
inhibition normally known in aquaculture. In vivo test showed that this
bacterium has colonized the intestine enhancing the total number of
erythrocytes and did alter the microbiological features in the intestine
tract. After this trial was evaluated the inclusion of 0.5% prebiotic
(Inulina) in commercial diet, which did not alter the diet stability and
increased the bacterium concentration. When evaluated in vivo, animals
fed diets containing only probiotic bacterium and those fed diet
supplemented with probiotic bacterium and inulin (symbiotic diet)
showed an increase in the total immunoglobulin when compared to
animals supplemented only with inulin. At the end trial 24 hours after
experimental infection with Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila,
fish fed W. cibaria showed lower mortality rate than that observed in
control and those fed tilapia-probiotic Lactobacillus plantarum
(7.55+3.78; 31.48+9.32 and 33.06+£7.94% respectively). Increased
lysozyme activity and serum protein in supplemented fish was observed
in relation to unsupplemented ones. Nevertheless, total immunoglobulin
in fish fed symbiotic W. cibaria was higher than the fish supplemented
with L. plantarum (8.34+0.19 mg.mL™ and 7.36+0.95 mg.mL™). This
biotechnological product herein developed has the objective to improve
the health condition of cultured hybrid surubim, as a result of increased
survival rates and fish immune response.

Keywords: Pseudoplatystoma, bacteriosis, Aeromonas, prevention,
symbiotic.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é um ramo do agronegécio mundial que cresce
continuamente. O total de pescados continentais ou marinhos tanto
provenientes do extrativismo (pesca artesanal e industrial) quanto da
aquicultura somaram 143.647.650 toneladas, das quais a aquicultura foi
responsavel por 51.653.329 toneladas, representando mais de 35% deste
total. No Brasil, em 2006, a producdo aquicola atingiu a marca de
289.648 toneladas, movimentando um capital proximo a 600 milhdes de
délares (FAO, 2008).

Para exemplificar o crescimento da aquicultura pode-se utilizar
dados da indlstria camaroneira, que entre 0s anos 2000 e 2004
aumentou sua produgdo em 32,4%. Porém, esta intensificacdo associada
as mas praticas de manejo causou perdas associadasa infeccOes virais
em diversos paises como Taiwan, China, Tailandia, Equador e Brasil
(WYBAN et al, 1992; GRIMON, 2003; LIGHTNER; PANTOJA,
2004; MELO; FARIAS, 2007). Estas perdas também sdo observadas na
piscicultura marinha e continental em diversas espécies de peixes. As
doencas podem ter diversas origens, como bacteriana, viral, protozoaria
e muitas vezes mais de um destes agentes agindo em conjunto, como
pode ser observado em PAVANELLI et al. (1998) e AUSTIN;
AUSTIN, (2007).

Durante surto de enfermidades, diversos agentes quimicos podem
ser utilizados como tratamentos profilaticos e remediadores as
enfermidades, tais como &cido acético, amdnia quaternaria, cloreto de
sodio, formol, iodo, metrifonato, sulfato de cobre, verde malaquita,
acido oxolinico, sulfamerazina, sulfato de magnésio e especialmente os
antibiéticos, estes  Ultimos diversas vezes sdo utilizados
indiscriminadamente e de maneira errénea.

O uso inadequado destes agentes normalmente ocorre quando ndo
se conhece o0 agente causador do surto de enfermidade e/ou mortalidade,
obrigando produtores a utilizar antibidticos com grande espectro de
atuacdo (Exemplo: tanto para bactérias Gram positivas quanto para
negativas, além de alguns protozoarios). Esta medida pode provocar a
selecdo e a resisténcia dos patégenos (KLAENHAMMER; KULLEN,
1999), além de ser uma fonte de poluicdo ambiental (BOYD;
MASSAUT, 1999) e poder prejudicar a comercializacdo e salde
humana devido a presenca de residuo nos tecidos dos animais tratados
(SAPKOTA et al., 2008). Petersen e Dalsgaard (2003) observaram in
vitro resisténcia bacteriana de Enterococcus sp. frente a oxitetraciclina e
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eritromicina, assim como para Vibrio harveyi, V. anguilarum e V.
alginolyticus (JATOBA et al., 2008) em tilapias do Nilo.

Vale ressaltar que, poucos antibi6ticos tém uso permitido na
aquicultura pelos érgdos competentes, como ocorre, por exemplo, nos
E.U.A., onde o Centro de Medicina Veterinaria autoriza uso somente de
oxitetraciclina e eritromicina para toda a aquicultura (MAC MILLAN et
al., 2004). Ja no Brasil, dentro da aquicultura apenas a tilapicultura e
truticultura possuem antibidtico autorizado para ser utilizado nas
unidades de producdo, o antibiético florfenicol. Enfatizando esta
premissa, a Unido Européia desde janeiro de 2006, proibiu o uso de
antibiodticos na producdo animal (LIM et al., 2010).

Com este cendrio, surge a necessidade de buscar alternativas para
0 combate as enfermidades. Onde eram praticadas medidas de carater
remediativo, hoje se buscam encontrar agdes para o desenvolvimento de
praticas preventivas, ou seja, medidas que previnam o surgimento de
enfermidades melhorando a salde animal. Dentre estas medidas os
probidticos estdo em destaque. Porém o acompanhamento da melhoria
nas técnicas de manejo e qualidade da ragdo tornam o ambiente e 0s
animais mais saudaveis dificultando assim o0s possiveis surtos de
mortalidade e perdas na producéo.

Neste capitulo sera enfocado o uso apropriado dos probidticos e
como eles podem atuar na aquicultura e contribuir na produgédo
sustentavel. Para isto, discutir-se-a a definicdo adequada do que sédo
probidticos, como pode ser realizada sua selecdo e os mecanismos de
acdo, podendo utilizar ou ndo outro coadjuvantes como os prebidticos.

2 DEFINICAO DE PROBIOTICO

O termo probidtico tem origem de palavras gregas “pro” e “bios”,
ou seja, a favor da vida (GISMONDO et al., 1999), sendo estudados ha
mais de 50 anos e sua primeira definicdo provém de Lilly e Stillwell
(1965), o qual definiu probidtico como “substancia produzida por um
protozodrio que estimula o crescimento de outro”. Esta defini¢do durou
24 anos até Fuller (1989) modifica-la para “micro-organismo vivo
utilizado na alimentacdo que afeta beneficamente o animal hospedeiro
por melhorar o balango de micro-organismos da flora intestinal”. Esta
nova definicdo deixou de utilizar apenas protozoarios abrindo a
possibilidade de quaisquer outros micro-organismos serem denominados
de probidticos.

Porém, para a aquicultura esta definicdo pode ser insuficiente,
pois em ambientes aquaticos existe constante interacdo entre 0s
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organismos cultivados e 0s micro-organismos presentes no ambiente.
Sendo assim, Gatesoupe (1999) definiu probidtico para aquicultura
como “células microbianas que sdo adicionadas de maneira que entrem
no trato digestivo dos animais, mantendo-se vivas, com o objetivo de
melhorar a salde do animal”. Restringindo os probidticos a micro-
organismos que atuam dentro dos animais na sua salde e ndo no meio
em que eles vivem (Figura 1).

Microorganismo Vivo %é\

Antagonista di
Melhoria na qualidade mﬁ =
de dgua ou ¥
decomposigio de Coloniza o trato digestivo

matéria organica —

s

Figura 1 - Desenho esquematico da definicdo de probidtico (adaptado de
GATESOUPE, 1999).

Com o passar dos anos, diversos microrganismos comegaram a
ser denominados “probi6ticos”, pois se eles melhoravam de alguma
forma o sistema de cultivo, consequentemente melhoravam a salde do
animal cultivado. Sendo assim, Verschuere et al. (2000a), definiu os
probidticos como “micro-organismos vivos que ao serem ministrados a
tanques de cultivo atuam beneficamente no organismo aquéatico de
interesse, seja melhorando o consumo ou absor¢do da ragdo, o sistema
imunoldgico, o balango de bactérias no trato digestivo ou o ambiente de
cultivo (viveiro)”. Esta definicdo nédo restringe o efeito do probiotico aos
animais de cultivo podendo os micro-organismos atuarem apenas no
ambiente, seja melhorando a qualidade de &gua, reduzindo a carga
bacteriana da 4gua e/ou a matéria orgénica, além de quaisquer outras
formas de atuac&o.

Nesta definicho, o0s probidticos podem atuar como
biorremediadores e biocontroladores. Estes termos ja sdo utilizados na
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aquicultura ha algum tempo. Os biorremediadores comecaram a ser
estudados para combater os efluentes produzidos pela aquicultura, seja
em laboratérios de reproducdo ou fazendas de engorda. Estes rejeitos
segundo Sharma e Scheeno (1999) sdo: restos de alimento e fezes,
metabolicos de produtos quimicos, excesso de nutrientes presentes na
agua, residuos produzidos durante o processo de muda em crustaceos,
com risco até de causar possiveis florescimentos algais.

Com a intensificacdo dos cultivos aumentou também a producéo
de rejeitos, os ambientes perderam a estabilidade sofrendo modificagdes
que podem debilitar os animais (LIGHTNER; REDMAN, 1998). Para
minimizar estas alteragdes no meio, a aplicacdo de macro ou micro-
organismos que sdo utilizados para melhorar a qualidade de agua sdo
considerados biorremediadores (MORIARTY, 1998).

O sucesso da biorremediacdo envolve ndo somente uma boa taxa
de nitrificacdo para reduzir as concentragdes de amoénia, boa
desnitrificagdo para retirada do nitrogénio livre na forma de gas,
melhora da oxidacgéo do viveiro para evitar acimulo de hidrogénio livre
que pode formar gés sulfidrico, melhora da decomposi¢do da matéria
organica, além da melhora na mineralizacdo do carbono (ANTONY;
PHILIP, 2006). Isto resulta no menor acimulo de matéria organica,
melhor penetracdo do oxigénio no sedimento e geralmente melhoria no
ambiente de cultivo (RAO; KARUNASGAR, 2000). Esta técnica pode
ser (til para sistemas de cultivo fechados onde podemos transformar
rejeitos de animais cultivados em biomassa de pescado consumivel
(BENDER; PHILLIPS, 2004).

Ja 0s micro-organismos bicontroladores possuem a capacidade de
reduzir a concentragdo dos agentes patogénicos no ambiente de cultivo.
Entre os micro-organismos utilizados, estdo os vibrios (ndo patogénicos)
e microalgas, 0s quais podem ser ministrados diretamente nos tanques
de cultivos ou em alguma forma de alimento vivo, reduzindo a carga de
bactérias patogénicas presente na agua e no biofilme (MAKRIDIS et al.,
2006; KARUNASAGAR et al., 2007).

Segundo Gatesoupe (1999), micro-organismos que nao atuam
diretamente nos organismos cultivados, apenas melhorando a qualidade
do ambiente de cultivo (biorremediadores ou bioaumentadores) e
diminuindo a carga de bactérias patogénicas na agua (biocontroladores)
ndo sdo considerados probidticos. Porém alguns poucos micro-
organismos sdo capazes de ser adicionados de diferentes maneiras aos
tanques de cultivo e mesmo assim atuar diretamente nos animais.

Sendo assim, fica proposta aqui uma definicdo que descreve 0s
probidticos para aquicultura de uma forma direta e ampla, definindo-o
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como micro-organismos vivos que adicionados ao cultivo de maneira
que entrem no trato digestivo dos animais e mantendo-se vivos, atuem
beneficamente no animal de interesse, seja melhorando a eficiéncia
alimentar, o sistema imunolégico e/ou o balanco da relacdo de bactérias

benéficas e patogénicas no trato digestivo.
Na Tabela 1, observam-se as diferencas béasicas entre micro-

organismos

probidticos,

biocontroladores e

biorremediadores,

destacando os locais de atuacdo, os efeitos esperados, além dos efeitos

indiretos.

Tabela 1- Diferencas basicas entre micro-organismos probidticos,
biorremediadores e biocontroladores.

Modos de atuagdo Local ~d N Efeitos diretos Efeitos Indiretos
Atuagéo
Alteracdo da Melhoria na
microbiota qualidade de agua,
Probiético Animais intestinal, aumento eficiéncia
da competéncia alimentar e indices
imunitaria zootécnicos
Reducéo de
Ambiente de amonia, nitrito,
cultivo nitrato, aumento da Melhoria do
Biorremediagéo (parametros capacidade de ambiente de
fisico- oxidacdo da cultivo
quimicos) matéria organica
presente
Ambiente de  Reducdo de micro-
cultivo organismos com Melhoria do
Biocontrole (micro- potencial ambiente de
organismos  patogénico na agua cultivo
presentes) e no biofilme

3 PRINCIPAIS MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

Diversos micro-organismos sdo utilizados como probidticos na

aquicultura. Para fins didaticos serdo divididos em quatro grandes
grupos: bactérias Gram negativas e Gram positivas e outros micro-
organismos tidos como probidticos como as leveduras e microalgas.
Além disto, vale lembrar que existe a possibilidade de se utilizar um
combinado de micro-organismos, sendo mais utilizado entre diferentes
tipos de bactérias ndo antagbnicas entre si.
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3.1  Bactérias Gram Negativas

Um grande namero de bactérias Gram negativas ja foi utilizado
como probidticas: Pseudomonas sp., Aeromonas sp., Vibrio harveyi, V.
fluvialis, V. parahaemolyticus, V.alginolyticus, V. anguillarum, V.
vulnificus entre outros. (vide revisdo de IRIANTO; AUSTIN, 2002).

No Equador foram isoladas diversas cepas de vibrios diretamente
de ambientes marinhos, com objetivo de controlar as mortalidades em
larviculturas de Litopenaeus vannamei Boone, 1931. Uma das cepas
isoladas, V. algynoliticus, passou a ser utilizada pela industria
camaroneira do pais. Apos esta medida houve reducdo nas mortalidades
nas larviculturas, assim como redugdo em mais de 90% na utilizacdo de
antibidticos, e consequentemente incremento na producdo de 35% nas
larviculturas do Equador. (GRIFFITH, 1995; IRIANTO; AUSTIN,
2002).

Apesar do sucesso no Equador na aquicultura, as bactérias, em
especial as do género Vibrio, sdo conhecidas por serem pat6genos
oportunistas causando mortalidade em camardes em condigdes de
estresse (LIU e CHEN, 2004). Vibrio harveyi, responsavel pelo
aparecimento da “sindrome de gaivota” no Equador, causou perda de
15% na producdo. A doenca causada por esta bactéria também ¢é
conhecida como “sindrome de las bolitas” (ROBERTSON et al., 1998)
ou “sindrome de Protozooea” (AUSTIN; AUSTIN, 2007). Além dos
vibrios diversas outras bactérias Gram negativas sdo consideradas
patogénicas como a bactéria filamentosa, Flexibacter maritimus, que
registrou perdas de 60% em misis 3 e pos-larva 1 de L. vannamei em
larviculturas no estado de Santa Catarina (MOURINO et al. 2008),
assim como diversas cepas do género Pseudomonas e Aeromonas
(AUSTIN; AUSTIN, 2007).

Outro fator que deve ser ressaltado é a coordenacdo da expressao
de certos genes de viruléncia que algumas espécies de Vibrios,
Aeromonas e Pseudomonas utilizam para estimular a producgdo de
toxinas patogénicas. O aumento da expressdo destes genes ocorre por
meio de um mecanismo chamado “quorum sensing”, o qual consiste
num processo presente em diversas bactérias Gram negativas, de
resposta a densidade de populacdo detectando pequenas moléculas
sinais, sendo a AHL (Acyl homeserine lactone) a principal destas
(MILLER; BASSLER, 2001). Sendo assim, utilizando bactérias
probidticas Gram negativas, como os vibriGes ndo patogénicos, pode-se
estimular a viruléncia de outras cepas de vibrios e/ou outras bactérias
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Gram negativas patogénicas ja presentes nos ambientes de cultivos,
tornando seu uso questionavel.

3.2  Bactérias Gram Positivas

Quando se fala em micro-organismos probiéticos, sem divida as
bactérias Gram positivas possuem o maior nimero de representantes,
entre eles os géneros: Bacillus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Micrococcus, Streptococcus, Vagococcus,
Aerococcus, Pediococcus, Leuconostoc, (vide revisdes de RINGO
GATESOUPE, 1998; IRIANTO; AUSTIN, 2002 e BALCAZAR et al.,
2006). Contudo, elas ndo sdo dominantes na microbiota intestinal de
organismos aquaticos e muitas tentativas tém sido realizadas no intuito
de induzir uma dominéncia artificial destas bactérias (GATESOUPE,
1999).

Entre os géneros acima mencionados, dois grupos estdo em
destaque, os Bacillus e as bactérias acido-laticas. Lin et al., (2004)
utilizaram Bacillus sp. na dieta de camardo (Litopenaeus vannamei)
melhorando os indices de digestibilidade da ragdo, e Ziaei-Nejad et al.
(2006) observaram aumento da atividade das enzimas digestivas em
Fenneropenaeus indicus Edwards, 1837 tratados com Bacillus sp. Além
dos camardes, ja foram utilizados em peixes e rotiferos com sucesso
(QUEIROZ , BOYD, 1998; HIRATA et al, 1998, DECAMP;
MORIARTY, 2006). HONG et al., (2005) destaca o genéro Bacillus por
sua capacidade de esporular, o que acaba facilitando a inclusdo em
dietas comercias durante e/ou apds extrusdo para comercializagdo dos
produtos.

Além disso, Bacillus spp. tém capacidade de reduzir a quantidade
de patogenos presentes na agua de cultivo (através de toxinas e
antibidticos), assim como diminuir as concentragcBes de nutrientes na
agua, melhorando o ambiente de cultivo como um todo. Porém, vale
ressaltar que estas qualidades estdo relacionadas com melhoria e
combate a patdégenos na coluna d’agua, enquadrando-as dentro do
significado descrito como biorremediadores e/ou biocontroladores, o
que ndo os impede de exercer uma funcdo probidtica indireta.

Entre as bactérias Gram positivas, também ha o interesse no uso
das bactérias acido-laticas como probidticos por sua capacidade de inibir
0 crescimento de bactérias patogénicas pela producdo de compostos
antibacterianos (FULLER, 1989) e sua agdo imunoestimulante (VIEIRA
et al., 2008).
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Estas bactérias sdo caracterizadas por serem anaerébicas ou
aerotolerantes, imoveis, ndo esporuladas, catalase negativas, com
caréncia de citocromos e produzem é&cido latico como maior produto
final do seu metabolismo (RINGO; GATESOUPE, 1998). Além do
acido-latico, os compostos produzidos que destacam-se sdo: &cido
acético, peroxido de hidrogénio, reuterina e bacteriocinas (VASZQUEZ
et al., 2005).

Os Lactobacillus sp. tém seu efeito probidtico registrado em
robalos (Centropomus ssp.), tilapias (Oreochromis ssp.) e camardes
devido a sua capacidade de colonizar o trato digestivo, alterando a
dominancia natural da microbiota intestinal e promovendo melhora no
sistema imune dos animais (CARNEVALI et al., 2006; JATOBA et al.,
2008; VIEIRA et al., 2007; 2008). Estes resultados podem estar
relacionados com a alta especificidade entre o micro-organismo
probidtico e o hospedeiro, pois todos os Lactobacillus utilizados nestes
trabalhos foram isolados dos animais em estudo, ou seja, as bactérias
probidticas utilizadas em tilapias foram isoladas do trato digestivo da
mesma, assim como ocorreu para camardes e robalos.

Os efeitos benéficos associados a este grupo de bactéria também
incluem desde o aumento de crescimento e eficiéncia alimentar, até a
prevencdo de desordens intestinais e pré-digestdo de fatores anti-
nutricionais presentes em ingredientes na dieta. Atualmente, o foco dado
a este género de probidtico é o aumento de resisténcia a patégenos como
o Vibrio spp. e alteragcbes da microbiota intestinal (VILLAMIL et al.,
2003; PLANAS et al., 2006).

3.3 Outros micro-organismos considerados probiéticos

As leveduras sdo micro-organismos que podem contribuir mais
especificamente com efeitos de imunoestimulagdo (SAKAI, 1999;
LARA-FLORES et al, 2003; ORTUNO et al., 2002; ABDEL-
TAWWAB et. al, 2008) assim como os -glucanos, ndo sendo incluidos
e classificados como probidticos. Os efeitos imunoestimuladores
referenciados pelos trabalhos acima citados bem como o trabalho de
Reyes-Berrecil, et al. (2008), trabalhando com a levedura
Debaryomyces hansenii nas dietas fornecidas a Sparus aurata
comprova a imunomodulacdo dos sistema imune inato e da expressdo de
genes de defesa dos animais mesmo quando este animais ndo estéo sob a
presenca de alguma enfermidade concreta. O efeito probidtico da
utilizacdo de leveduras pode ser questiondvel, pois estes micro-
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organismos, provavelmente ndo se mantém vivos no trato digestivo dos
animais.

Alguns autores (AVENDANO; RIQUELME, 1999; GOMES-
GIL et. al, 2002; MARQUES et. al., 2006) utilizaram misturas de
microalgas e bactérias com o intuito de melhorar as culturas de algas a
serem oferecidas a outros organismos. Porém, deve-se ter atengdo
especial a culturas conjuntas de algas e bactérias, pois para um bom
resultado seria necessario achar uma espécie de microalga e de bactéria
com taxas de crescimento semelhantes, além de ndo competirem por
nutrientes e serem antagoénicas.

Makridis et al. (2006) observaram que a incubacdo de artémia
enriquecida com Tetraselmis chuii ou Chlorella minutissima, durante 30
minutos, diminuiu significativamente a carga de bactérias marinhas
totais e de Vibrio spp. nas artémias vivas e congeladas, que é
conhecidamente um vetor de bactérias, principalmente para os vibriGes,
nas larviculturas de peixes e camardes.

4 SELECAO DE BACTERIAS PROBIOTICAS

N&o existe consenso sobre qual micro-organismo utilizar como
probidtico na aquicultura. Nesta escolha, devem-se priorizar micro-
organismos isolados da prépria espécie que se pretende trabalhar, e
utilizando a definicdo proposta de probidtico: “micro-organismos vivos,
que adicionados de maneira que entrem no trato digestivo dos animais
mantendo-se vivos, atuem beneficamente no animal de interesse, seja
melhorando o consumo ou absor¢do da racdo, o sistema imunolégico
e/ou o balango da relacdo de bactérias benéficas e patogénicas no trato
digestivo”; sugere-se um protocolo utilizado por VERSCHUERE et al.
(2000a), para selecdo de bactérias probidticas. Pode-se dividir e
simplificar a selecdo com 3 etapas basicas: isolamento, testes in vitro e
testes in vivo (Figura 2)
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Retirada de amostra do
trato digestivo
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Figura 2 - Fluxograma referente ao isolamento, caracterizacéo e sele¢éo
de bactérias probidticas realizado neste trabalho.
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4.1  Isolamento de bactérias probidticas

Para isolar micro-organismos com potencial probidtico o
primeiro passo é determinar o género de bactérias que se pretende
trabalhar. Devem-se utilizar meios seletivos como: meio de cultura Agar
TCBS (do inglés, “Thiosulphate Citrate Bile salts Sucrose”) para o
isolamento de Vibrios, Agar Cetrimide para Pseudomonas, Agar MRS
(DE MAN et al., 1960) para bactérias acido-laticas, entre outros. Para
isto, deve-se levar em conta 0 conhecimento sobre o género escolhido,
assim como a estrutura disponivel de cada laboratorio.

Ap6s definicdo do género e seu respectivo meio seletivo, é
primordial trabalhar com animais saudaveis, além de isolar micro-
organismos da(s) espécie(s) em estudo. Ou seja, para desenvolver um
probidtico para tilapias é aconselhavel isolar bactérias do trato digestivo
de tilapias. Isto é justificado por aumentar a probabilidade das bactérias
isoladas colonizarem o trato digestivo dos animais, além de garantir uma
especificidade entre micro-organismo e hospedeiro.

Carnevali et al. (2006), Jatob4 et al. (2008) e Vieira et al. (2007;
2008) obtiveram bons resultados trabalhando com Lactobacillus sp.
isolados dos animais em estudo: robalo, tilapia e camardo,
respectivamente, onde o efeito da colonizacdo do trato intestinal foi
eficiente. Vale salientar, novamente, que a selecdo destes micro-
organismos deve ser priorizada em animais sadios para facilitar a
escolha de micro-organismos ndo patogénicos e que ja poderiam estar
atuando de alguma forma no hospedeiro.

Outro motivo para priorizar o isolamento de bactérias dos
animais em estudo, é a previa exclusdo de micro-organismos isolados do
meio (adgua e solo) que possa ndo se adaptar a vida no interior do
hospedeiro, dificultando atuarem como probi6ticos por ndo se
estabilizarem no trato digestivo nem interagirem com o sistema imune.
Além disso, devem-ser selecionados micro-organismos que crescam em
temperaturas semelhantes as do ambiente de cultivo. Por exemplo,
selecionar uma bactéria com temperatura de incubagdo a 35°C para
trabalhar com trutas, pode ocasionar uma menor eficiéncia da bactéria
selecionada no ambiente de cultivo do peixe, prejudicando assim o
efeito probidtico desta nos hospedeiros.

4.2 Avaliagdes in vitro

Depois de isoladas, as cepas devem passar por um processo
seletivo in vitro, o qual é realizado para se conhecer a bactéria em
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questdo e demonstrar como as bactérias probidticas poderdo atuar nos
organismos.

Entre estes testes estdo: tolerancia a cloreto de sddio para garantir
a aplicacdo em animais que habitem ambientes marinhos e estuarinos,
resisténcia a sais biliares para garantir melhor passagem da bactéria pelo
trato intestinal (RAMIREZ, 2005), curva de crescimento ideal em
diferentes pHs e temperaturas dos meios de cultura (VIJAYAN et al.,
2006), para otimizar sua producdo e capacidade da cepa de produzir
compostos inibitdrios (VINE et al., 2004; RAMIREZ, et al. 2006),
competicdo por espaco e/ou nutrientes, inibicdo in vitro de patégenos
(Figura 3), assim como producdo de enzimas digestivas que possibilitem
a melhoria da digestibilidade de dietas comerciais.
Figura 3 - Metodologia para determinagdo in vitro da inibicdo do
crescimento de cepas patogénicas por cepas de bactérias probidticas.

Placa deagar MRS contendoa
cepa de bactérias acido-lactica
crescida por48h

L ]
—
6 Placa deagar TSA Discos de agarimpregnados et
I%Zil:é?iga semeada con?a bactéria  com a cepade bactéria acido- Halo deinibicio dacepa de
patogénica patogénica lactica colocados sobre a placa bactériaacido-lactica contra
semeada com o patdgeno 0 patégenoapds 24h de
incubacgao.

Outros testes podem ser realizados, entre eles a viabilidade da
bactéria probiética na racdo, que normalmente é pouco discutido. Em
diversos trabalhos, os efeitos dos probidticos sdo extremamente
positivos. Entretanto sua aplicabilidade em escala comercial é inviavel,
deixando a pesquisa sempre em nivel académico e dificultando o
fomento ao setor produtivo. A viabilidade do probidtico na dieta esta
relacionada com a concentragdo (ndmero de unidades formadoras de
coldnia por Grama de racdo) na dieta, assim como o tempo que estas
bactérias se mantém viaveis na mesma.

Contudo, os testes de selecdo in vitro ndo garantem que as cepas
selecionadas podem ser denominadas probidticas. ALAVANDI et al.,
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(2004) relataram que o uso das bactérias candidatas a probiético como
Pseudomonas sp. PM11 e Vibrio fluviates PM17, selecionadas in vitro
pela capacidade de inibir patdgenos, baixaram os indices imunitarios de
Penaeus monodon Fabricius, 1798. Isto justifica a necessidade de testes
“in vivo” para denominar uma cepa de probi6tica, haja vista que muitos
patdgenos sdo extremamente competitivos, como os vibrides.

4.3  Avaliagdes in vivo

Das cepas que apresentarem potencial probidtico nas avaliagbes
in vitro, sdo realizados os testes in vivo, onde se destacaréo o ensaio de
colonizagdo, sendo uma maneira eficiente de confirmar a presenca do
micro-organismo no trato digestivo, assim cumprindo uma exigéncia de
Gatesoupe (1999), sugerindo que micro-organismos probioticos devem
manter-se vivos dentro do hospedeiro. Todos 0s organismos vivos estdo
em equilibrio na microbiota e os probi6ticos tém a capacidade de altera-
lo. Porém, para realizar estas alteragcfes sdo necessérias altas
concentracdes de probidticos na dieta e/ou no ambiente (BALCAZAR et
al., 2006). Estas alteracdes podem ser desfeitas, pois a populacdo de
micro-organismos probi6ticos decresce alguns dias apds interromper seu
fornecimento (FULLER, 1992) ou com aplicacdo de antibidticos. O
decréscimo na populacdo de bactérias acido-laticas foi observado por
Vieira et al. (2008) em camarBes marinhos alimentados com dieta
suplementada com probidtico (Lactobacillus plantarum), cuja acdo no
trato gastrointestinal e efeito imunoestimulante foi considerado curto,
apenas seis dias.

Diversos fatores podem interferir na colonizagdo dos probidticos,
relacionados com o hospedeiro (temperatura do corpo, potencial redox,
enzimas digestivas, alimento e resisténcia genética), com o micro-
organismo (capacidade de adesdo, alteragbes de pH, baixa
competitividade com micro-organismos presentes, sensibilidade a
compostos inibitorios presentes no trato-intestinal, entre outros, assim
como a interagdo micro-organismo hospedeiro.

Com o resultado positivo no ensaio de colonizacdo, devem-se
avaliar quais os possiveis beneficios que este micro-organismo pode
estimular no animal, para assim poder defini-lo como probidtico, tais
como: (1) resisténcia frente a infeccBes experimentais com patdgenos
(GULLIAN et al., 2004; VIEIRA et al., 2007; JATOBA et al., 2008)
que permite verificar alteracbes imunoldgicas e hematoldgicas
estimuladas pelo probiético em peixes: imunoglobulina total, lisozima,
atividade antimicrobiana do soro, titulo de aglutinacdo, taxa de
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fagocitose, burst respiratério, contagem diferencial e total das células
sanguineas, hematdcrito, glicose; e em camardes: atividade da enzima
fenoloxidase, contagem total e diferencial de hemdcitos, atividade
antimicrobiana e hemoaglutinante do soro, taxa de fagocitose, lisozima,
burst respiratdrio; (2) melhoria nos indices zootécnicos (VENKAT et
al., 2004; JATOBA, 2008), por meio do crescimento, eficiéncia
alimentar, fator de condicdo, sobrevivéncia e produtividade e (3)
digestibilidade. Também é essencial verificar se a cepa testada ndo é
patogénica para o hospedeiro (VIJAYAN et al., 2006).

4.4  Mecanismos de acdo

Diversos mecanismos de acdo podem ser utilizados pelos
probidticos dependendo do micro-organismo utilizado, compostos
produzidos pelo micro-organismo, assim como a interacdo probidtico-
hospedeiro. Entretanto, é dificil avaliar quais mecanismos séo utilizados,
devido as limitacdes tecnoldgicas utilizadas nas pesquisas com animais,
restringindo 0s mecanismos de acdo a suposicdes. Entre eles estdo
competicdo (exclusdo e/ou nutrientes), producdo de enzimas digestivas e
melhora do sistema imunolégico.

4.4.1 Competigdo entre micro-organismos

A competicdo entre os micro-organismos pode ser por exclusao e
competicdo, de nutrientes e espago (sitio de adesdo na parede do trato
digestivo). Entretanto, no interior do trato digestivo dos animais ha
equilibrio entre os micro-organismos presentes, sejam eles benéficos ou
potencialmente patogénicos. Isto ocorre devido a habilidade dos
patdgenos bacterianos se aderirem a epitélios como pele, branquias e
trato intestinal (BRUNO, 1988). E necessaria a utilizacdo de probi6ticos
que possuam periodo de residéncia longo no trato intestinal para
potencializar seus efeitos antagénicos no local de infeccdo. Este
mecanismo de acdo é de extrema importancia na escolha do probiético
utilizado, pois serve como primeira barreira de defesa contra a invaséo
do hospedeiro (BALCAZAR et al., 2006).

Outro modo de competicdo € a restricdo de compostos quimicos
que as bactérias patogénicas possam necessitar durante a infeccdo. Em
alguns experimentos ja descritos por VERSCHUERE et al. (2000b),
algumas cepas bacterianas, isoladas de cultivos de artémia, colonizaram
0 trato intestinal de artémia, protegendo-os contra infec¢des por Vibrio
proteolyticus. Baseados em estudos com estas cepas probidticas in vitro,
foi possivel observar que ndo houve producdo de substancias
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extracelulares na inibicdo dos vibrios e sim na competicdo por
compostos quimicos e energia presentes disponiveis para estas bactérias
no trato intestinal de Artemia.

4.4.2  Producdo de enzimas digestivas

Atualmente, sabe-se que a microbiota intestinal influencia
diretamente a nutricdo dos animais e sua alteracdo pode ser efetuada
tanto pela utilizacdo de diferentes ingredientes na dieta bem como a
utilizacdo de bactérias benéficas. Dentre os efeitos benéficos esperados
estdo 0 aumento de ganho de peso e/ou 0 aumento de digestibilidade das
dietas utilizadas (BURR et al., 2005). Em estudos efetuados por Wache
et al. (2006); foi possivel observar que a adicdo de leveduras para larvas
de trutas (Onchorynchus mykiss) aumentou os niveis de enzimas
digestivas no intestino. Porém, criticas a alguns estudos como estes sdo
efetuados devido ao fato de haver interferéncia de fatores nutricionais da
adicdo da biomassa de micro-organismos e ndo do seu efeito adicional
na producdo das enzimas. Novos estudos sdo necessarios nesta area de
probidticos com relagdo a nutricdo, nos quais deve ser enfatizada a
comparacdo da adicdo de micro-organismos inativados e ativos, para se
afirmar o incremento de enzimas digestivas pelos organismos viaveis e
ndo somente por sua biomassa adicionada a dieta.

4.4.3  Competéncia imunitaria

Existem diversos trabalhos relatando o efeito dos probidticos em
relacdo ao sistema imunoldgico de peixes. De acordo com Panigrahi et
al. (2004) a utilizacdo de cepas probidticas propiciam imuno-modulagéo
tanto molecular como celular nos animais tratados e cepas como a de
Lactobacillus sp. e Bacillus sp. possuem a capacidade de influenciar as
respostas imunoldgicas tanto em niveis locais bem como em niveis
sistémicos. As respostas celulares ndo especificas como a fagocitose,
foram aumentadas em trutas arco-iris Oncorhynchus mykiss Walbaum,
1792, bem como a atividade da lisozima (resposta humoral). Outros
autores como Jatoba et al. (2008) descreveram o0 aumento no ndmero
total de eritrocitos, trombacitos, leucocitos, linfdcitos, neutréfilos e
mondcitos, em peixes alimentados com L. plantarum e submetidos a
desafio com Enterococcus durans.

A utilizacdo de probidticos contra possiveis patdgenos estad
relacionada com auxilio que estas bactérias podem fornecer a microbiota
do trato intestinal, protegendo uma das principais portas de entrada para
patdgenos, a mucosa intestinal. Como os probidticos podem modificar
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esta microbiota por diversas formas, auxiliam também a
imunomodulacdo do sistema de defesa dos animais. Trabalhos como os
de Nikoskelainen et al. (2003), Kim; Austin (2006a); Balcazar et al.
(2007a,b) e Jatoba, et al. (2008), evidenciam o aumento de respostas
celulares e humorais dos organismos aquéticos suplementados com
probidticos.

Panigrahi et al. (2004), alimentando trutas com Lactobacillus
rhamnosus (JCM1136), demonstraram que o sistema inato imune pode
ser alterado, incluindo respostas humorais como o aumento da atividade
da lisozima no soro dos peixes. Outro pardmetro importante observado
que os probidticos podem alterar é o aumento na capacidade fagocitica.
Pirarat et al. (2006), demonstraram que tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus, Linnaeus, 1758) suplementadas com Lactobacillus rhamnosus
apresentaram aumento desta resposta inflamatoria apos o desafio com
Edwardsiella tarda. Ja em trabalhos como os de Kim; Austin, (2006b),
avaliando a expressdo de citocinas em leucdcitos de células epiteliais de
trutas arco-iris induzidas por probidticos, foi possivel averiguar o
aumento da expressdo génica de mediadores inflamatérios como IL-1
e TNF- o nos rins, indicando assim a Géwlude respostas anti -
inflamatorias.

5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Um dos métodos alternativos de combate as enfermidades
bacterianas que merece atencdo é 0 antagonismo ao quorum sensing,
mecanismo pelo qual as bactérias coordenam a expressdo de genes em
resposta a densidade populacional bacteriana, produzindo e detectando
pequenas moléculas sinalizadoras. Estas moléculas de comunicagdo
bacteriana sdo produzidas por bactérias Gram negativas e Gram
positivas. As moléculas mais estudadas sdo as denominadas Acyl
homoserina lactona (AHL), produzidas apenas pelas bactérias Gram
negativas. As AHL podem estar envolvidas na regulacdo de fatores de
viruléncia que somente sdo expressos em altas concentracGes celulares
(FUQUA 2001; CAMILLI; BASSLER, 2006), ou seja, a interrupcao da
comunicacdo entre bactérias patogénicas aumenta as chances do
hospedeiro resistir a infeccdo bacteriana reduzindo os graus de
viruléncia das bactérias, ndo debilitando o sistema de defesa animal
(RASCH et al, 2004).

De acordo com Defoirdt et al. (2004), existem bactérias
probidticas capazes de degradar estas moléculas de comunicacéo,
podendo assim neutralizar a producdo de toxinas juntamente com a
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producdo de substancias inibitorias e, a exemplo disto, Dong et al.
(2002) e Rengpipat et al. (2003) observaram tais resultados com
Bacillus spp.

5.1 PREBIOTICOS E/OU SIMBIOTICOS

Outro topico de relevancia atualmente é a inclusdo de
ingredientes na dieta ndo digeriveis para o hospedeiro estimulando o
crescimento ou mesmo ativando o metabolismo de uma ou mais
bactérias presentes no trato intestinal, regulando assim o balanco da
microbiota benéfica no hospedeiro.

Estas substancias ou ingredientes sdo chamados de prebidticos, e
dentre elas podemos encontrar os mangoligossacarideos, lactoses e
oligofrutoses, bem como a inulina (GIBSON et al, 2004). Os géneros
bacterianos mais comumente associados a utilizacdo de prebi6ticos sdo
os Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., entre outras bactérias
acido-laticas. Até a presente data, sdo poucos os estudos utilizando os
prebiéticos na aquicultura, ou mesmo a a¢do conjunta destas substancias
associadas aos probidticos, denominacéao esta chamada de simbioticos.

De acordo com Verschuere et al. (2000), o critério mais
importante que deve ser estabelecido na utilizacdo e sele¢do de bactérias
probidticas é a colonizacdo do trato intestinal devido as bactérias
possuirem alta tolerancia aos acidos biliares e possuirem capacidade de
adesdo no epitélio intestinal (NIKOSKELAINEN et al., 2001).
Panigrahi et al. (2004) demonstraram que a viabilidade e nimero de
bactérias probidticas no trato intestinal de truta arco iris influenciou
diretamente as respostas imunoldgicas, pois quando retirada da dieta os
pardmetros imunolégicos como a atividade fagocitica e a producéo de
lisozima voltaram a se restabelecer.

Diversos estudos enfatizam a utilizagdo de ingredientes nas dietas
chamados de prebidticos que possibilitam o aumento ou a viabilidade de
bactérias probi6ticas no trato intestinal de animais e humanos
descrevendo sinergismo entre as bactérias probioticas e substancias néo
digeriveis. Isto beneficia o balango entre as bactérias benéficas e as
patogénicas no trato intestinal (GIBSON et al., 1995; WATZL et al.,
2005).

Contudo, Cerezuela et al. (2008) efetivaram estudos com dourada
Sparus aurata Linnaeus, 1758 evidenciando que somente a adicdo de
inulina & dieta ndo foi capaz de alterar os pardmetros imunes inatos com
eficiéncia, sendo recomendada por Ronkart et al. (2009) sua aplicacdo
em outras espécies de peixes e a complementacdo de probidticos ao
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tratamento. A inulina é uma fibra dietética quimicamente composta por
uma mistura de oligossacarideos e/ou polissacarideos constituida por
frutose de cadeias Unicas de varios tamanhos que terminam geralmente
em uma Unica unidade de glicose possuindo diversas caracteristicas
quimicas e fisicas de acordo com seu processo de fabricag&o.

Quando o aumento de viabilidade de incorporacéo de probidticos
nas dietas é requerido, existe a possibilidade de utilizacdo dos
prebidticos, os quais além de beneficiar o balanco entre as bactérias
benéficas e as patogénicas no trato intestinal, promovem também o
crescimento especifico das bactérias probidticas, especificamente as
bactérias acido laticas e quando aplicados em conjunto com o0s
probidticos sdo classificados como simbidticos
(GIBSON;MCCARTNEY; RASTALL, 2005; FULLER; GIBSON,
1997; GATESOUPE, 2008; MERRIFIELD et al., 2010; YOUSEFIAN;
AMIRI, 2009).

Neste contexto, a utilizagdo de prebidticos e/ou probidticos para
aquicultura pode se tornar ferramenta na otimizacdo da producdo destas
espécies, bem como garantir uma aquicultura sustentavel sem adicdo de
quimioterapicos (MERRIFIELD et al., 2010).

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os probi6ticos para aquicultura devem ser categorizados ou
descritos como micro-organismos vivos, que adicionados aos cultivos
aquaticos entrem no trato digestivo dos animais e mantenham-se vivos
para atuarem beneficamente no animal de interesse, seja melhorando a
eficiéncia alimentar, o sistema imunolégico e/ou o balanco da rela¢do de
bactérias benéficas e patogénicas no trato digestivo. A limitagdo mais
importante no uso de probidticos, em muitos casos, é a ndo manutencao
da concentracdo dos mesmos no trato intestinal dos animais, existindo
assim a necessidade de oferecé-los regularmente em altas concentragdes
para 0s organismos aquaticos, o que torna sua aplicagdo dispendiosa em
termos financeiros. Em alguns casos pode-se observar também que
resultados in vitro ndo refletem os resultados in vivo.

Em resumo, é fundamental na escolha de probidticos a sua
selecdo baseada em mais de um modo de acdo e se, necessaria a
utilizacdo de mais de um micro-organismo em sua mistura ou mesmo
substancias que propiciem a maximizagdo da chance de sucesso de sua
aplicacdo e que esta seja viavel em escalas comerciais.
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7  JUSTIFICATIVA

Os problemas ambientais causados pela aquicultura e que podem
comprometer a competitividade e sustentabilidade do setor se devem
ainda em grande parte a énfase que é dada ao acréscimo de
produtividade e de rentabilidade. O aumento nas taxas de estocagem nos
diversos sistemas de producdo intensifica também as taxas de
arracoamento. Esse procedimento tem causado deterioracdo da
qualidade da &gua nos cultivos e consequentemente, das condicdes de
sanidade dos organismos cultivados, tornando tais sistemas de producéo
insustentaveis mesmo a curto prazo. Além disso, a intensificacdo da
producdo envolve estresse, resultando no aparecimento de doencas e
consequentemente de mortalidades na piscicultura. As doencas causadas
por bactérias tém grande importancia na piscicultura devido ao impacto
econémico causado pelas mortalidades das populagdes dos peixes
estocados.

Para a continuidade no crescimento e desenvolvimento da
atividade, existe a necessidade de se criar estratégias para a minimizacado
dos efeitos das doencas nos cultivos. A ferramenta mais difundida hoje
em dia para o controle de bacterioses é o uso de antibioticos. Porém,
estes produtos tém conduzido a selecdo de bactérias resistentes e ao
acumulo destes produtos tanto na carne dos peixes, como no ambiente.

Devido a necessidade de se reduzir os efeitos do uso de
antibidticos na piscicultura e melhorar o controle e a prevencdo de
enfermidades em peixes cultivados, técnicas e produtos alternativos para
prevenir enfermidades, como o uso de probidticos podem auxiliar na
diminuicdo do impacto ambiental da atividade além de trazer beneficios
zootécnicos aos cultivos incrementando a renda das pequenas e grandes
propriedades rurais .

Até 0 momento, as cepas de bactérias utilizadas como probidticas
disponiveis no mercado brasileiro sdo importadas e ndo tem eficécia
comprovada nas condi¢fes de cultivo nacional. Ainda, ao utilizar estas
cepas, se introduz no ambiente uma bactéria exotica, cuja proliferacéo €
imprevisivel. O desenvolvimento de probidticos isolados do trato
digestivo do préprio peixe nativo constitui grande esperanga para ajudar
na solugdo de problemas da presenca de enfermidades na piscicultura.

O desenvolvimento da tecnologia e os detalhes da sua
aplicabilidade serdo fundamentais para a piscicultura no Brasil, pois
além de avaliar o uso de probidticos em espécies nativas, serdo
avaliados os prebidticos e simbidticos, pouco descritos anteriormente
em literatura.
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Finalmente, o conhecimento das caracteristicas hematolégicas e
de alguns pardmetros imunoldgicos frente a estes produtos
biotecnolégicos fornece importantes informagdes sobre o estado de
salde de peixes cultivados, especialmente dos peixes nativos como o
Pseudoplatystoma sp. que dentre as espécies nativas possui potencial de
cultivo e alto valor de mercado, sendo procurado também por possuir
alta qualidade de carne e poucos espinhos intramusculares. Em
condicBes de cultivo chegam a dois quilos em apenas um ano
(ROUBACH et al., 2003; CAMPOS, 2004; ZANIBONI-FILHO, 2004).

No Brasil, a linhagem de surubim amplamente comercializada é o
surubim hibrido resultante do cruzamento entre o P.corruscans e P.
fasciatum, com o objetivo de explorar a expressao da heterose advinda
deste cruzamento (CREPALDI et al. 2006). Em 2007, de acordo com
dados da FAO (2008), a producgdo aquicola de espécies de bagres sul-
americanos em &guas continentais brasileiras alcangou cerca de 670
toneladas, movimentando montantes em torno de U$ 1.467.000.

Surtos de doengas no inverno no cultivo de surubim ja foram
citados por Campos (2004), possivelmente causados por bacterioses,
levando a sintomas como hemorragia no intestino e anus, lesdes
externas e vermelhiddo na base das nadadeiras podendo causar
mortalidades de até 80% da producéo.

Com objetivo de reduzir perdas nos cultivos aquicolas de
surubins hibridos urge a caréncia de estudos que fortalecam os trabalhos
de prevencdo frente a bacterioses utilizando ferramentas biotecnoldgicas
como probidticos, prébioticos e simbidticos.

8 OBJETIVOS

8.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar bactérias com potencial probidtico para o surubim
hibrido do cruzamento de pintado (Pseudoplatystoma corruscans, Spix e
Agassiz, 1829) e cachara (Pseudoplatystoma fasciatum, Linnaeus, 1766),
avaliando diferentes estratégias de aplicacdo associadas a utilizacdo de
prebiéticos em dietas comerciais.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) lsolar bactérias &cido-laticas do surubim hibrido de pintado e
cachara com potencial probidtico.



b)

c)
d)

€)

f)
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Selecionar in vitro as cepas de bactérias acido-laticas com maior
potencial probiético na inibicdo de diferentes patdégenos bacterianos
para aquicultura.

Avaliar a colonizagdo do trato intestinal dos peixes alimentados
com dietas contendo a cepa bacteriana selecionada na etapa anterior.
Avaliar a inclusdo de diferentes concentragdes de prebidticos em
dieta comercial em relagdo a colonizacdo da dieta contendo a cepa
probidtica selecionada.

Comparar os efeitos dos tratamentos via alimentagdo, contendo
probidticos, prebidticos e simbidticos (probidtico + prebidtico)
sobre 0s parametros  microbioldgicos, hematoldgicos e
imunologicos.

Averiguar apés infeccdo experimental com Aeromonas hydrophila
hydrophila a aplicagdo do método que resultou em alguma
modulacdo imunitaria positiva nos ensaios anteriores.

FORMATACAO DOS ARTIGOS

A tese esté dividida em quatro capitulos. O primeiro capitulo faz

referéncia ao capitulo do livro intitulado: “Patologia e Sanidade de
Organismos Aquéticos” organizado por Angela Teresa Silva-Souza,
Maria De Los Angeles Lizama e Ricardo Massato Takemoto. Os demais
correspondem cada um a um artigo. O segundo estd formatado de
acordo com as normas da revista “Aquaculture Research”; o terceiro de
acordo com “Aquaculture Nutrition” e o quarto nas normas do “Journal
of Fish Diseases”.
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CAPITULO 2

SELECAO DE BACTERIAS COM POTENCIAL
PROBIOTICO PARA O SURUBIM HiBRIDO.

José Luiz Pedreira Mourifio™®*, Felipe do Nascimento Vieira’,
Adolfo Bezerra Jatob4'? Thiago Tetsuo Ushizima®, Bruno Correa da
Silva'?, Gabriella do Vale Pereira®, Walter Quadros Seiffert’, Mauricio
Laterca Martins'

"Marine Shrimp Laboratory, Aquaculture Department, Federal
University of Santa Catarina (UFSC), Brazil

ZLaboratory AQUOS -Aquatic Organisms Health, Aquaculture
Department, UFSC, Brazil

*Empresa Mar e Terra Ltda, Dourados, Mato Grosso do sul,
Brasil.

*Artigo formatado de acordo com as normas do periddico
“Aquaculture Research”
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10 RESUMO

O presente trabalho investigou cepas bacterianas com potencial
probidtico isoladas do trato intestinal de bagres hibridos sadios entre
pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e cachara (Pseudoplatystoma
fasciatum). Foram utilizados para o isolamento da cepa 20 hibridos com
1,5+0,3 kg. Na selecdo in vitro das 41 cepas de bactérias isoladas,
somente 10 apresentaram halos maiores que 10 mm na avalicdo do
antagonismo frente Aeromonas hydrophila e destas somente 5
apresentaram halos maiores que 9 mm para patégenos conhecidos. Nos
ensaios de viabilidade de producdo in vitro, as 5 cepas selecionadas
alcancaram concentracdes maiores que 10° UFC.mL™ nos tubos
contendo caldo MRS. No entanto, somente a cepa Weissella cibaria
alcancou 10° UFC.mL™ na dieta, sendo capaz de reduzir o pH do meio
de cultura Caldo MRS para 3,85. No ensaio in vivo, foram utilizados 72
hibridos sadios e apés 15 dias de alimentacédo, foi possivel detectar a
alteracdo na microbiota intestinal pela cepa potencialmente candidata a
probidtico, bem como aumento no nimero total de eritrécitos
comparado ao grupo controle. Este trabalho demonstrou que a bactéria
Weissella cibaria pode ser considerada potencial probidtico para o
surubim hibrido.

PALAVRAS CHAVE: Weissela cibaria, probiotico, peixes nativos.
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11 ABSTRACT

This study investigated bacterial strains with probiotic potential
that were isolated from the intestinal tract of healthy hybrid catfish from
the cross of spotted sorubim (Pseudoplatystoma corruscans) and barred
sorubim (Pseudoplatystoma fasciatum). Twenty hybrids weighing 1.5 +
0.3 kg were used for bacterial isolation. In vitro selection with 41 strains
of bacteria revealed only ten that demonstrated zones of inhibition
greater than 10 mm in the antagonism evaluation against Aeromonas
hydrophila; only five of those strains presented zones of inhibition
greater than 9 mm against known pathogens. In the in vitro tests of
production viability, the five selected strains reached concentrations
greater than 10° CFU.mL™ in tubes containing MRS media. However,
only Weissella cibaria reached 10° CFU.mL™ in MRS and was able to
reduce the pH of the media to 3.85. In the in vivo intestinal colonisation
studies, 72 healthy hybrids were used. After 15 days of feeding
colonisation, microbiota alterations were detected with the potential
probiotic strain. An increase in the number of erythrocytes compared to
the control group was also detected. This study showed that Weissella
cibaria could be considered a potential probiotic for Pseudoplatystoma

sp.

KEYWORDS: Weissela  cibaria, probiotic, native  fish.
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12 INTRODUCAO

Peixes do género Pseudoplatystoma encontrados nas bacias do
Rio Uruguai-Paraguai, Parand e S8o Francisco pertencem a familia
Pimelodidae. Podem alcancar 152 cm de comprimento (Agostinho et al.
2003) e apresentam grande importancia econémica no Brasil (Roubach
et al. 2003). Em 2007, de acordo com dados da FAO (2008), a produgédo
aquicola de espécies de bagres sul-americanos em aguas continentais
brasileiras alcangou cerca de 670 toneladas, movimentando montantes
em torno de U$ 1.467.000.

De acordo com Moraes, Martins (2004), com o rapido
crescimento da produgdo destas espécies, surgiram também problemas
relacionados a patologia animal. Dentre as patologias encontradas, as de
origem bacteriana causam grandes perdas econdmicas e muitas vezes
provocam sintomas subclinicos e/ou sem sintomas aparentes (Martins et
al. 2008). Na prevencdo e controle destas enfermidades em sistema de
cultivo intensivo na aquicultura, os antibidticos tornaram-se uma
ferramenta de rotina e em consequéncia houve maior nimero de cepas
bacterianas patogénicas resistentes aos quimioterapicos e inclusive
causando poluicdo ambiental (Del Cerro et al. 2010, Martinez 2009,
Alcaide et al. 2005).

Uma alternativa para minimizar o uso inapropriado de
quimioterapicos na aquicultura é a utilizacdo de probidticos como
profilaxia. Existe hoje considerdvel interesse no uso de bactérias
probidticas para 0 aumento da resisténcia aos patdgenos bem como
crescimento dos animais no sistema de producdo aquicola (Verschuere
et al. 2000). Sua utilizagdo reduz com eficacia a incidéncia de
enfermidades ou pelo menos reduz a severidade em casos de surtos de
mortalidade, definindo assim os probidticos como micro-organismos
vivos, que administrados em concentracdes adequadas conferem
beneficio principalmente a satde do hospedeiro (Reid 2008).

Existem diversos trabalhos sobre o uso de probidticos
relacionando parametros hemato-imunoldgicos em peixes tais como
Panigrahi et al. (2004, 2005, 2007) e Balcazar et al. (2009). No Brasil,
Jatoba et al. (2008), utilizando bactérias acido-laticas isoladas do
préprio trato intestinal de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus
Linnaeus, 1758) como probidtico, obteve melhoria e alteragdo no
sistema imunolégico ap6s infeccdo experimental com Enterococcus
durans, alterando também a comunidade bacteriana do trato intestinal.
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O presente trabalho investigou cepas bacterianas isoladas do trato
intestinal de bagres hibridos do cruzamento entre pintado
(Pseudoplatystoma corruscans Spix & Agassiz, 1829) e cachara
(Pseudoplatystoma fasciatum Linnaeus, 1766) com potencial probi6tico,
além da capacidade de adesdo ao epitélio intestinal apds 15 dias de
alimentacdo.

13 MATERIAL E METODOS

13.1 SELEGAO DE POTENCIAIS CEPAS PROBIOTICAS

Foram utilizados 20 hibridos do cruzamento de pintados machos
(P. corruscans) e fémeas cachara (P. fasciatum) sadios com 1,5+0,3 kg,
provenientes da Empresa Mar e Terra Ltda (Dourados, Mato Grosso do
Sul, Brasil), sendo a escolha do tanque de onde 0s peixes tiveram
origem, a ndo utilizacdo de quimicos ou antimicrobianos durante o
cultivo. Os animais foram anestesiados com 0,01% de benzocaina e seus
intestinos extirpados assepticamente e lavados com solugéo salina estéril
(0,5% de NaCl) para remoc¢do de bactérias ndo aderidas a parede
intestinal. O tecido retirado foi homogeneizado com solucdo salina
estéril na propor¢do de 1:1 com a amostra, 0 sobrenadante retirado e
semeado em placas de Man, Rogosa, Sharpe (MRS) Agar (HIMEDIA®)
seletivo para bactétias acido laticas. As placas semeadas foram
incubadas a 35°C por 48h. Ap6s o crescimento as colbnias, foram entdo
re-semeadas e plagueadas no mesmo meio a 35°C por mais 48h para
assegurar a pureza e confirmar a morfologia caracteristica do género
Lactobacillus pelo método de Gram.

As cepas de bactérias patogénicas utilizadas para determinagédo
do antagonismo in vitro foram: Aeromonas hydrophila hydrophila
(CPQBA 228-08 DRM), Aeromonas sobria (isolado de peixes
sintomaticos), Vibrio harveyi (ATCC 14126), Vibrio alginolyticus
(isolado de surtos de enfermidade em Litopennaeus vannamei), Vibrio
anguillarum (cepa referéncia cedida pela Dra. Marguerita Barraco da
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, Brasil),
Enterococcus durans (ATCC 19492), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Escherichia coli (D363), Micrococcus luteus (A270) e
Staphylococcus aureus (ATCC) e Vibrio alginolyticus (isolado por
Martins et al. 2009).Para este ensaio de inibicdo bacteriana as cepas
acima foram reativadas, cultivadas e mantidas em Agar Triptona de Soja
(TSA, Oxoid®) a 30°C por 24 h.



52

Para a selecdo in vitro, foi proposto o antagonismo tanto de
patégenos para o Pseudoplatystoma sp. bem como outros patdgenos
para aquicultura. Sendo assim, as cepas isoladas foram primeiramente
DRM) de acordo com a técnica de Disco Agar Difusdo (WDA) descrita
por Ramiréz et al., (2006). Os isolados foram semeados na concentragdo
de 10° UFC.mL™ em placas de Petri contendo Agar MRS e incubados a
35°C por 24 horas. Ap0s este periodo, discos de 1 cm de didametro foram
retirados dessas placas. A cepa de A. hydrophila patogénica foi semeada
em placas de Petri contendo 0 meio Agar TSA, e os discos retirados das
placas de MRS foram sobrepostos na superficie da mesma recém
semeada com o patégeno para serem incubadas a 30°C por 24 horas.
Sendo a atividade antagdnica expressa nos diametros (mm) da zona de
inibicdo ao redor dos discos de agar sobrepostos em triplicata.

As dez cepas com maior capacidade antagbnica a A. hydrophila,
foram caracterizadas fenotipicamente por meio do kit de identificacdo
APl 50CH (API, BioMerieux, Hazelwood, MO, USA), utilizado na
identificacdo de bactérias &cido laticas através da fermentacdo de 49
carboidratos. Os resultados do kit foram interpretados de acordo com o
software APIWEB (API, BioMerieux, Hazelwood, MO, USA). Estas
foram avaliadas quanto a inibicdo em WDA para os 10 patdgenos
descritos acima, a fim de selecionar somente 5 cepas com maior
potencial antimicrobiano. Para selecionar e avaliar os resultados de
inibicdo, de acordo com metodologia descrita anteriormente, os dados
obtidos receberam diferentes pesos de importéncia para os diferentes
patdgenos; 0s patodgenos especificos receberam importancia 3, 0s
patdgenos néo especificos para aquicultura de aguas continentais e para
as 4gua marinhas, peso 2 e 1 respectivamente. Para 0 ensaio de inibi¢do
por WDA com os patdégenos marinhos (Vibrios spp.), 0 meio de cultura
Agar TSA foi enriquecido com 2% de NaCl. Todas as culturas
bacterianas foram checadas quanto a pureza rotineiramente por
esgotamento em placas e coloracdo pelo método de GRAM.

13.2 ESTUDO DE VIABILIDADE DE PRODUGCAO

As 5 cepas selecionadas foram submetidas a testes de viabilidade
de inoculacdo em dieta comercial para peixes carnivoros contendo 45%
de proteina bruta (PB) e capacidade de producdo de &cidos orgénicos
por meio da acidificagdo do meio de cultura por determinacédo de pH.

As cepas selecionadas foram testadas frente A enumeracdo de
unidades formadoras de colénia por mL (UFC.mL™) em tubos contendo
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meio de cultura liquido MRS com pH 6, a 35°C por 48 horas. Apds esta
incubacdo, para cada cepa avaliada foi mensurada a concentracdo de
fons de hidrogénio dissociados (pH), assegurando a producéo de acidos
organicos, responsaveis por grande parte da inibicdo de bactérias
patogénicas Gram negativas.

A dieta experimental extrusada utilizada para a inoculagdo das
bactérias acido laticas apresentou os seguintes niveis de garantia de
acordo com o fabricante: Célcio (méx) 25,00g/kg, Extrato Etéreo (min.)
100,00g/kg, Fosforo (Min.) 10,00g/kg, Matéria Fibrosa (max.)
15,009/kg, Matéria Mineral (max.) 100,00g/kg, Proteina Bruta (min.)
400,00g9/kg Umidade (méax.) 120,00g/kg. Sobre a dieta foram aspergidas
na concentragio de 200 mL.Kg™ dos tubos contendo as bactérias &cido-
laticas selecionadas. Trés amostras de 1 g de cada dieta contendo a
bactéria foram maceradas com 1 mL de solugdo salina estéril a 1,5% e
diluidas serialmente 9 vezes (1/10). As diluicdes 10° e 10° foram
semeadas em meio de cultura Agar MRS a 35°C por 48 horas, afim de
se estimar a concentracdo da bactérias selecionada na dieta, alcangando
a concentragio desejada de 10° UFC.g™.

13.3 AVALIACAO IN VIVO

Foram utilizados 72 hibridos sadios com aproximadamente 21 cm
de comprimento e 65 g de peso, provenientes da Empresa Mar e Terra
Ltda (Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil). A cepa bacteriana com
capacidade de producdo de acidos organicos e maior enumeracdo de
UFC.mL™ no meio de cultura MRS, foi repicada e incubada & 35°C por
24 h, até alcancar a concentragio de 10’ UFC.mL™ mensurada por
espectrofotometria a 505 nm para a inoculagéo das dietas.

13.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizadas 12 caixas circulares de 100 L, com aeracdo e
aquecimento constante (26,0+£0,5 °C) e sistema de filtracdo bioldgica
independente dos demais para assegurar a manuten¢do da qualidade da
agua (pH 6,8-7,2). A agua dos tanques foi mantida limpida, sendo
efetuada diariamente renovagdo da agua e a retirada dos sedimentos do
fundo dos tanques de acordo com o monitoramento da amdnia total.
Durante o periodo do experimento a qualidade da agua foi a seguinte:
?H 6,8+0,2, aménia total 1,2+0,4 mg.L™ e oxigénio dissolvido 8,5 mg.L’

. Os peixes foram distribuidos em nimero de seis animais por caixa,
aclimatados por 5 dias antes de receberem as dietas experimentais 2
vezes ao dia durante 15 dias com as dietas teste e controle (sem adicao



54

de bactérias). Cada tratamento, um com dieta controle comercial sem
inoculacdo da bactéria e a outra com inoculacdo da bactéria foram
distribuidos aleatoriamente nos tanques de forma a se ter 6 repeti¢des
para cada tratamento.

13.5 COLETA DE AMOSTRAS

Ao término do experimento, 0s peixes de cada unidade
experimental foram amostrados, anestesiados com benzocaina (1g:10 L)
e 0 sangue coletado por puncdo do vaso caudal em 2 seringas de 3 mL
(21G), uma contendo anticoagulante EDTA 10% (anticoagulante) e
outra sem anticoagulante. O sangue com anticoagulante foi utilizado
para realizar as andlises hematoldgicas e o sangue sem anticoagulante
permaneceu em repouso durante 1 h a 25°C para coagulagdo, sendo
posteriormente centrifugado a 1400 g por 10 minutos para obtencdo do
soro sanguineo armazenado a -20 C para as analises de glicose.

13.6 ANALISES HEMATOLOGICAS

O sangue coletado com seringa contendo anticoagulante foi
utilizado para confecgdo de duplicatas de extensfes sanguineas coradas
com Giemsa/MayGrunwald (Rosenfeld, 1947), para contagem
diferencial de leucécitos e contagens totais de trombécitos e leucdcitos.
Uma aliquota foi utilizada para a determinacdo do hematocrito
(Goldenfarb et al., 1971) e o restante armazenado em frascos de vidro
no gelo para quantificar o nimero total de eritrécitos em hemocitdmetro.
Os ndmeros totais de trombdcitos e leucdcitos foram obtidos na
extensdo sanguinea pelo método indireto descrito por Martins et al.
(2004). Uma aliquota do soro foi utilizada para determinagéo do indice
glicémico em espectrofotbmetro a 505 nm de acordo com a
recomendacao pelo fabricante pelo kit glicose Biotécnica®.

13.7 ANALISE MICROBIOLOGICA DO TRATO INTESTINAL

Os tratos intestinais dos peixes amostrados de cada tanque foram
extirpados com auxilio de pingas e bisturi, homogeneizados em solucéo
salina estéril em um graal, diluidos serialmente (1/10), semeados em
meio de cultura Agar TSA (contagem total de bactérias heterotroficas),
MRS (bactérias acido-laticas), Centremid (seletivo para Pseudomonas
sp.) e TCBS (seletivo para vibrionaceas) e incubados em estufa a 30 C.
Foram efetuadas as contagens totais de unidades formadoras de colbnias
apos 24h da incubagdo nos meios de cultura Agar TSA, Agar Centremid
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e TCBS e 48h depois no meio Agar MRS. Das col6nias crescidas em
MRS, foi feita a coloracdo pelo método de Gram, para selecdo e
posterior re-isolamento.

13.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram avaliados quanto a homogeneidade de
variéncia pelo teste Bartlett (Zar 1996). Caso observada heterogeneidade
de variancias os dados foram transformados para log (x+1) para os
dados de contagens microbioldgicas e hemogramas. Os experimentos
foram avaliados por t-teste com nivel de significancia de 5% (Zar 1996).

13.9 IDENTIFICAGAO MOLECULAR

Apobs 0s ensaios anteriores a bactéria selecionada foi identificada
molecularmente na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e
a amplificacdo do gene do RNAr 16S porPCR. Os fragmentos de DNAr
amplificados foram purificados em coluna (GFX PCR DNA e GEL Band
Purification Kit, GE Healthcare) e submetidos diretamente ao
sequenciamento em sequenciador automatico MegaBACE 1000 (GE
Healthcare). Os primers utilizados para o sequenciamento foram p10f,
765f, 782r e p1100r e suas sequéncias parciais obtidas com diferentes
primers montadas em um coting (sequencia Unica combinando os
diferentes fragmentos obtidos), os quais foram comparados com as
sequéncias de organismos representadas no Genbank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e no RDP (http://rdp.cme.msu.edu). Para
analise filogenética foi relacionada a sequencia selecionada com a do
organismo desconhecido.

14 RESULTADOS

14.1 SELEGAO DE POTENCIAIS CEPAS PROBIOTICAS

Na selecdo preliminar foram isoladas 41 cepas de bactérias, sendo
que todas as colbdnias apresentaram morfologia caracteristica de acido-
laticas, Gram-positivas (Tabela 2). Destas cepas somente 10
apresentaram halos maiores que 10 mm pela metodologia WDA (Tabela
3), sendo identificadas como Lactobacillus confusus (3 cepas),
Lactobacillus brevis (3 cepas), Lactococcus lactis lactis (2 cepas) e
somente duas cepas ndo tiveram identificacdo validada pelo kit de
identificacdo API 50CH.


http://rdp.cme.msu.edu/�
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Destas cepas, as que apresentaram médias maiores do que 9 mm
na formacdo dos halos de inibicdo frente aos outros dez patdgenos
foram: Lactobacillus brevis (P6), Lactobacillus brevis (P13),
Lactococcus lactis lactis (P29), Lactobacillus brevis (P33) e
Lactobacillus confusus (P36) (Tabela 3). J& nos ensaios de viabilidade
de producdo, as 5 cepas selecionadas alcangaram concentragdes maiores
que 10° UFC.mL™ nos tubos contendo caldo MRS. No entanto, somente
a cepa Lactobacillus confusus (P36) alcancou 10° UFC.g™ na dieta ja
preparada, sendo capaz de reduzir o pH do meio de cultura Caldo MRS
para 3,85 (Tabela 4).



57

Tabela 2 - Atividade antag6nica* e morfologia de bactérias acido laticas

Gram positivas isoladas de intestinos de Pseudoplatystoma sp. contra

Aeromonas hydrophila hydrophila (CPQBA 228-08 DRM).

Halos Halos
Cepas Morfologia Inibicho Cepas Morfologia  Inibicdo

(mm) (mm)
P1 bacilos 0,00 P22 cocos 8,50
P2 bacilococos 10,00 P23 cocos 0,00
P3 €0cos 0,00 P24 €0C0S 0,00
P4 bacilos 10,00 P25 cocos 5,33
P5 bacilos 9,33 P26 €0Cos 8,50
P6 bacilos 10,50 P27  bacilococos 5,33
P7 €0cos 0,00 P28 bacilococos 12,00
P8 €0CoS 0,00 P29 €oCcos 10,33
P9 €0Cos 5,33 P30  bacilococos 0,00
P10 €0Cos 0,00 P31  bacilococos 0,00
P11  bacilococos 8,33 P32 cocos 0,00
P12 €0Cos 0,00 P33 bacilos 14,00
P13 bacilos 10,67 P34 €0Cos 0,00
P14 €0Cos 12,33 P35 bacilos 10,33
P15 €0Ccos 0,00 P36 bacilos 11,00
P16 €0Cos 9,33 p37 €ocos 8,50
P17 €0C0s 8,33 P38 €0oCos 0,00
P18 €0C0S 0,00 P39 €0Cos 9,33
P19 €0Cos 0,00 P40 €0C0S 0,00
P20 €0cos 3,00 P41 €0CoS 9,00
P21 €0Cos 8,67

*Mensurado pelo didametro ou zona de inibicdo formada ao redor
dos discos contendo as cepas bacterianas candidatas a probioticos pelo
método de Disco Agar Difusdo (WDA).



58

"opeaIIuapI OBU - N :epuabaT ‘slusweAlldadss.
T @ g osad ‘seyuriew enbe se eied a sielusunuod senbe ap einynainbe eted sooiyjoadsa oeu sousboled so
‘e erougniodw Wieiagadal sodl410adse sousboled so ‘sousabored sajualaylp so eied eiouenodwil ap sosad saiuaialIp
sopep weloy oediqiul ep [euly BIpaW ep 0edI8jU0d B eled opsnylp Jeby 09sIp 8p opolgw ojad sod1oiqoid
e sejepipued sedad Se OpusILOI SOJSIP SOP JOpal O BPRWIO) OB3IgIul 8p BUOZ NO 0J18WRIP 0]3d OPRINSUBIAy

Or'6 00'0T SZ'TT €£'8 29'8 €E£TT €8'TT 0S'YT 009 [9'8 009 €£'%6 ©elIeqIo ©||3sSIaM 9¢d
8r'8 0Z'6 008 O¥'Z 009 [9'€T LT'6 €8'€T 00'9 00'9 009 006  SNSNyuOd sn|jIoRgOIORT  GEd
GF'6  €€'8 0S'TT €84 [9'L 00%T €€'0T €E'TT €€'8 LI'6 009 [9'0T  SIA3Aq snjj1oegoloeT] eed
L0'6  00'9 €€'9 06/ €€'8 00'€T €€'8 €€'TT 009 00'GT 009 €€'6  SNOB|SNOR| SN22000J0ET  6Zd
80'. 009 €£'S €€L 009 009 009 €€'6 009 00'8 009 €£8 N 8zd
T6'. 009 009 0€'9 008 OS'¥T €€'8 €86 009 €£'8 00'9 €€'8  SHOE|SHIR| SN00000RT  H1d
/¥'6 0S'9 0S'Z 008 /I'8 0S'9T €€'0T 0S'¥T 009 00'0T 00'8 006 SIA4q SN||10eg010e ] €Td
T0'6  0Z'8 €€£'8 06'9 00'0T 006 €€'0T ZT'OT 00'9 /T'8 €8'8 EE'TT  SIAaIq sN||IoRqOloET] 9d
9z'8 Ov'L 099 00Z 006 0S8 000T €€0T 009 /I'8 008 00'6  SNSMUOD SN|[10BQOIET  #d
GT'. 0S'S 0S'9 009 009 €€6 009 €ETT 009 009 009 €82 N zd
m__ww__w/_ HA NVA VA V¥S 1N 23 OA Q3 Vd SV HV $9109ds3 sedaD

(ww) ogdiqur ap sojeH

‘(D) ea910yd oLIIA @ (WS) shaane sna2030jAyders ‘(TIA) snain| snadoaoldl ‘(D3)
1102 'IYd118y9s3 ‘(d) esoulbniae seuowopnasd ‘(Q3) sueanp snadsodotaiug ‘(NVA) wnuejjinbue ougip ‘(WA)
snanAjoulbre ougia ‘(HA) antey ougia (SY) eliqos seuowolay ‘(Hv) eiydodpAH * ejiydoapAy seuowolsy
©ju09 “ds ewolsAre|dopnasd ap sounssiul ap Sepe|osi Sedlle| Oplde Seligloeq ap wealugbeiue apepIAyY - € elage]



59

Tabela 4 - Viabilidade de producdo na incorporacdo de diferentes
bactérias &cido laticas em dieta comercial e avaliacdo de ions de
hidrogénio dissociados (pH) em tubos de caldo MRS, a 35°C por 48 h.

Racéo

Cepas Caldo MRS (UFC.mL™") pH (UFC.g%)
Lactobacillus brevis

(P6) 1,20x10° 450 1,20x10°

L. brevis (P13) 5,10x10° 4,40 2,10x10*

L. lactis lactis (P29) 2,20x10° 413 1,20x10*

L. brevis (P33) 2,12x10° 4,20 1,20x10*

Weissella cibaria
(P36) 1,00x10’ 3,85  1,00x10°

14.2 ENSAIO IN VIVO

De acordo com a Tabela 5, foi observado que a colonizacdo do
trato intestinal por Weisella cibaria (P36) alcancou um valor 1000x
superior ao grupo controle. Este resultado evidencia a colonizacdo do
trato intestinal e demonstra o potencial deste grupo de bactérias, em
colonizar o trato intestinal de peixes do género Pseudoplatystoma.

A adicdo desta mesma cepa na dieta foi capaz de diminuir a carga
bacteriana de bactérias género Streptococcus que crescem seletivamente
em meio de cultura Agar KF. Os valores das concentracdes de bactérias
totais, vibrionaceas e do grupo das Gram negativas as Pseudomonas
respectivamente, ndo diferenciam estatisticamente dos grupos tratados e
ndo tratados, apesar de apresentarem concentracdes bacterianas
inferiores ao grupo controle.
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143 HEMATOLOGIA

Analisando os pardmetros hematoldgicos contidos na Tabela 6,
observa-se que 0s animais que receberam a suplementacdo com a
bactéria W. cibaria (P36) apresentaram aumento significativo (P<0,05)
na contagem total de eritrocitos. No entanto, para os demais parametros
sanguineos analisados ndo houve diferenca significativa.

Tabela 6- Parametros hematologicos de hibridos de bagres hibridos
entre pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e cachara (P. fasciatum)
alimentados e ndo alimentados com a cepa Weisella cibaria na
concentragdo de 10’ UFC.g™ de ragdo. Contagens totais de eritrocitos
(RBC), de leucdcitos (WBC), de trombdcitos (TTC), percentual de
hematocrito (HTC), basofilos (BAS), eosindfilos (EOS), leucdécito
granular PAS positivo (LG-PAS), neutrofilos (NEU), linfécitos (LIM),
mondcitos (MON) e taxa de glicose (GLC). As letras entre as colunas
indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P<0,05).

Parametros Tratamentos
hematol6gicos W. cibaria Controle

RBC (x10° p.L™) 1,85+1,6 a 1,57+15b
TTC (x10° p.Lh 50,84+6,3a  36,72+14,0a
WBC (x10° p.L ™Y 52,34+69a  44,41+152a
HTC (%) 24+4.9 a 23,2467 a
BAS (x10° p.L™) 0 0

EOS (x10° p.L™Y 0,3+0,1a 0,750,75 a
LG-PAS (x10° LY 0,99+0,8a 1,29+0,4 a
NEU (x10° p.L™ 2,66+1,8a 222423 a
LIM (x10° .l 38,34+14,0a 34,83+17,1a
MON (x10% p.L ™) 3,48+1,9a 2,15+1,6 a

GLC (mg.dL™) 4727+¢127a  30,729,3a
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14.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR

A cepa avaliada no ensaio de colonizagdo teve sua identificacdo
molecularmente confirmada como W. cibaria, sendo mantida na cole¢do
de micro-organismos do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP).

15 DISCUSSAO

Diferentemente ao observado por Caipang et al. (2010) e Jatoba
et al. (2008), os quais isolaram in vitro somente 4 e 6 cepas,
respectivamente em bacalhau (Gadus morhua) e tilapia, neste estudo 41
cepas foram isoladas, sendo que 10 apresentaram halos de inibicdo
contra varias bactérias maiores do que 9 mm (Tabela 2). Tais resultados
corroboraram as observagdes de Fjellheim et al. (2010) e Huys et al.
(2001), que para o bacalhau do atlantico e linguado (Scophthalmus
maximus Linnaeus 1758) respectivamente, foram necessarios isolar
cerca de 120 a 500 cepas para se obter uma cepa com o potencial
probidtico requerido.

Caipang et al. (2010) e Jatoba et al. (2008), ao avaliar o
antagonismo in vitro de bactérias probiéticas frente aos patégenos mais
comuns tanto para o bacalhau do atlantico, como para a tilapia,
respectivamente, encontraram grande dissimilaridade na capacidade
inibitdria dos isolados bacterianos.

Corroborando os resultados presentes e estratégia de selecdo, Pan
et al. (2008) avaliaram in vitro o antagonismo e a habilidade de adesdo a
culturas de células intestinais para selecionar uma cepa candidata a
probidtica. Neste caso, Clostridium butyricum CB2c foi capaz de inibir
Aeromonas hydrophila e Vibrio anguillarum.

Weissella cibaria foi capaz de reduzir o pH do meio de cultura
Caldo MRS para 3,85, resultado que comprova a producdo de &cidos
organicos e até perdxido de hidrogénio na inibicdo de bactérias Gram
positivas (Vazquez et al. 2005). Alguns autores descreveram este
antagonismo a bactérias Gram negativas para potenciais probidticos
isolados de diferentes organismos aquaticos. Lactobacillus plantarum
isolado de tilapias (Jatobd et al. 2008) e outros Lactobacillus sp.
isolados de trutas (Oncorhynchus mykiss) (Balcazar et al. 2008, Balcazar
et al. 20074, Sugita et al. 2007, Vazquez, Gonzalez, Murado 2005).
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Outro parametro na escolha da cepa probiética, de acordo com
Vine et al. (2004) é a viabilidade de producgdo em larga escala, pois se 0
micro-organismo possuir maior velocidade de crescimento em meios de
cultura especificos ou mesmo a dieta, consequentemente indicara maior
competitividade in vitro e em processos comerciais de produgdo de
indculo. Panigrahi et al. (2005, 2007) avaliando a viabilidade de
incorporacdo na dieta por Lactobacillus rhamnosus, obtiveram
resultados de 10° e 10" UFC.g™ de dieta, diferindo do obtido para o
surubim hibrido, os quais ndo passaram de 10° UFC.g™ de dieta.

A importancia de isolar o probi6tico do préprio animal estudado
foi sugerida por Balcazar et al. (2006), os quais enfatizaram que esta
caracteristica apresenta maior possibilidade de colonizagdo do animal
pela bactéria probidtica. Neste trabalho, a colonizagdo do trato intestinal
pela cepa P36 alcancou valores de 10 UFC.g™ de intestino, perdendo
somente 2 casas decimais da dieta fornecida. Este resultado foi
semelhante ao encontrado por Vendrell et al. (2008), onde as contagens
se mantiveram em 10° UFC.g™" de dieta.

Jatobd et al. (2008) obtiveram resultados semelhantes aos
encontrados neste ensaio, onde a colonizagdo do trato intestinal da
tilapia por L. plantarum foi de aproximadamente 10° UFC.mL™ sendo
que a dieta continha 10 UFC.mL™. Porém com esta concentracdo no
trato intestinal das tildpias ja foi possivel observar diminuicdo de
bactérias do género Pseudémonas diferentemente da cepa P36 para o
pintado, pois somente foi possivel detectar diferenca no grupo das
bactérias que crescem em meio de cultura Agar KF, como os
Enterococcus sp.

Diversos autores além de descrever a colonizacdo e alteracdo da
microbiota intestinal pelo uso de bactérias 4cido-Iaticas, descreveram a
alteracdo de parametros tanto hematolégicos como imunolégicos sendo
que o principal modo de acéo foi a estimulacdo do sistema imunoldgico
inato (Balcazar et al. 2007a, b, 2009, Vendrell et al. 2008, Gomez &
Balcazar 2008).

De acordo com Gomez & Balcazar (2008), para se obter um
resultado desejado na alteracdo dos parametros hemato-imunoldgicos os
probidticos devem alcancar concentragfes elevadas dentro do trato
intestinal, o que difere do resultado obtido neste trabalho onde foi
possivel detectar diferenca na contagem total de eritrdcitos e alteragdo
da microbiota intestinal, mesmo estando a cepa W. cibaria (P36) em
concentracéo baixa (10* UFC.mL™) na dieta.

De acordo com Panigrahi et al. (2005) membros do género
Lactobacillus tém sido utilizados em produtos alimenticios como
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organismos probioticos, bactérias geralmente consideradas seguras. A
acentuada imunidade concedida por L. rhamnosus JCM 1136, pelas
evidéncias em estudos anteriores, confirmam que a suplementagdo na
dieta com probidticos definidos podem ser efetivos meios
bioterapéuticos ou profilaticos na aquicultura. A exemplo, Balcazar et
al. (2007b) observaram que durante um surto de furunculose em trutas
arco iris sem sintomatologia da enfermidade, estas possuiam
concentracdo elevada de bactérias acido laticas no trato intestinal,
especialmente Lactococcus lactis, L. plantarum, e Lactobacillus
fermentum, bactérias caracterizadas como probidticas em literatura por
produzirem antagonismo frente a bactérias patogénicas.

De acordo com Verschuere et al. (2000), o critério mais
importante que deve ser estabelecido na utilizacdo e selecdo de bactérias
probidticas é a colonizacdo do trato intestinal devido as bactérias
possuirem alta tolerancia aos acidos biliares e possuirem capacidade de
adesdo ao epitélio intestinal (Joborn et al. 1997, Nikoskelainen et al.
2001).

Para trabalhos futuros existe a possibilidade de alteracdo de
meios de cultura e utilizacdo de aditivos como os prebiéticos para
aumento da concentracdo de bactérias acido-laticas nas dietas conforme
também sugerido por Yousefian & Amiri (2009).

16 CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel isolar cerca de 41 cepas bacterianas do
trato digestivo de bagres hibridos entre pintado e cachara, bem como
selecionar tanto in vitro como in vivo cepas potencialmente probioticas.
Destas, Weissella cibaria foi considerada candidata a bactéria
probidtica.
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19 RESUMO

Este estudo avaliou a influéncia da adicdo de prebidticos,
probidticos ou ambos na alimentagdo de surubim hibrido
(Pseudoplatystoma corruscans x P. fasciatum) sobre a microbiota
intestinal autdctone e parametros hematolégicos e imunoldgicos. Cento
e sessenta peixes foram distribuidos em 4 tratamentos com 4 repeticdes
cada e alimentados por 15 dias com dieta controle sem suplementacéo,
dieta com 0,5% de inulina (Prebidtico), dieta suplementada somente
com Weissella cibaria (Probidtico) e dieta com 0,5% de inulina + W.
cibaria  (Simbiotico). No intestino dos animais alimentados com
suplementacdo do simbidtico houve maior concentracdo de bactérias
acido laticas e menores concentragdes de Vibrio spp. e Pseudomonas
spp. Aumento no ndmero de eritrocitos e reducdo no de neutrdfilos
circulantes foi observado nos peixes alimentados com a dieta simbidtica.
Né&o houve diferenca nas concentragdes de glicose, proteina e lisozima
sérica sanguinea entre os tratamentos. Porém, observou-se maior
concentracdo de imunoglobulina total nos peixes alimentados com
probidtico e simbidtico. Este estudo comprovou que a utilizagdo de
prebidtico inulina a 0,5% juntamente com a cepa probidtica W. cibaria
na alimentacdo de surubim hibridos de Pseudoplatystoma spp.
equilibram a relagéo entre o nimero de bactérias patogénicas e benéficas
da microbiota intestinal, e possivelmente melhorem seu sistema de
defesa imunoldgico.

PALAVRAS-CHAVE: Peixe, probittico, prebidtico, simbi6tico,
hematologia, imunologia.



71

20 ABSTRACT

This study evaluated the dietary supplementation of prebiotics,
probiotics or both in the hybrid surubim (Pseudoplatystoma corruscans
x P. Fasciatum) on the autochthonous intestinal microbiota and
haematological and immunological parameters. A total of 160 fish were
divided into 4 treatments with 4 replicates each. Fish were fed with the
following diets for 15 days: control diet without supplementation; 0.5%
inulin (prebiotic) supplementation; Weissella cibaria (probiotic)
supplementation; or 0.5% inulin and W. cibaria (symbiotic)
supplementation. The intestines of symbiotic supplemented-fish showed
higher concentrations of lactic acid bacteria and lower levels of Vibrio
spp. and Pseudomonas spp. An increase in the erythrocyte number and a
decrease in the circulating neutrophils were observed in symbiotic
supplemented-fish. There was no difference in blood glucose, serum
protein and lysozyme levels amongst the treatments. Nevertheless,
higher concentration of total immunoglobulin was observed in fish fed
probiotic and symbiotic diets. The addition of 0.5% inulin (prebiotic)
and W. cibaria (probiotic) in the diet of Pseudoplatystoma hybrid
surubim did equilibrate the ratio between the number of pathogenic
bacteria and benefic intestinal flora. These results possibly improved the
fish immune system.

KEYWORDS: fish, probiotic, prebiotic, symbiotic, haematology,
immunology
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21 INTRODUCAO

Bagres do género Pseudoplatystoma, apresentam grande
importancia econdmica tanto para a pesca quanto para o cultivo
(Barthem & Goulding 1997; Roubach et al. 2003; Crepaldi et al. 2006).
Em 2007, de acordo com dados da FAO, a produgdo aquicola destas
espécies de bagres em aguas continentais no Brasil alcangou cerca de
670 toneladas, movimentando montantes em torno de US$1.467.000
(FAO 2009).

De acordo com Resende (2009) no desenvolvimento de
estratégias de producdo destas espécies nativas brasileiras, destaca-se a
nutricdo em relacdo a salde dos animais em cultivo, principalmente na
manutencdo de sua competéncia imunitaria, capacidade em resistir a
enfermidades (Merrifield et al. 2010).

Merrifield et al .(2009) descreveram a diversidade microbiana
aléctone e autdctone da mucosa intestinal de trutas arco iris
(Oncoryhnchus mykiss Walbaum, 1792) observando Pseudomonas spp.
e Enterobacteriaceae em cerca de 80% da microbiota aldctone e 60 %
da microbiota autoctone. Segundo estes autores, esta comunidade
microbiana gastrointestinal esta relacionada diretamente com a nutricdo
e salde do hospedeiro. Sendo assim, a composicao de micro-organismos
benéficos versus patogénicos pode resultar em efeitos positivos para os
animais quando incorporados as dietas.

Para potencializar a incorporacdo de probioticos nas dietas, pode-
se utilizar prebidticos, substancias ndo digeriveis que beneficiam o
balango entre as bactérias benéficas e as patogénicas no trato intestinal,
promovendo o crescimento especifico das cepas probidticas ou &cido
laticas. (Gibson et al. 2005; Fuller & Gibson 1997; Gatesoupe
2008;Merrifield et al. 2010; Yousefian & Amiri 2009).

A utilizacdo de bactérias acido laticas apresentam efeito
registrado em diversas espécies, como robalos (Centropomus spp.),
tilapias (Oreochromis spp.) e até camardes (Vieira et al. 2007), devido a
sua capacidade de colonizar o trato digestivo alterando a dominancia
natural da microbiota intestinal e promovendo melhoria no sistema
imune dos animais (Carnevali et al. 2006; Jatobd et al. 2008; Vieira et
al. 2008; Vieira et al. 2007). Estes resultados estdo relacionados com a
alta especificidade entre 0 micro-organismo probiético e o hospedeiro,
pois todas as cepas utilizadas nestes trabalhos foram isoladas dos
préprios animais em estudo.
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Neste contexto, a utilizacdo de prebidticos e/ou probidticos para
aquicultura torna-se ferramenta adequada para otimizar a producédo
destas espécies, bem como garantir uma aquicultura sustentavel sem
adicdo de quimioterapicos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar
se a adicdo de prebidticos, probidticos e/ou simbidticos (prebidticos+
probidtico) influencia a microbiota intestinal autdctone e pardmetros
hematolégicos e imunolégicos em surubim.

22 MATERIAL E METODOS

22.1 MATERIAL BIOLOGICO

A cepa bacteriana probidtica utilizada foi Weissella cibaria,
isolada e selecionada a partir de surubins hibridos. Esta foi repicada e
incubada a 35°C por 48 h em Caldo MRS (Difco®), para a manutengéo
da viabilidade e concentracéo de 10° UFC.mL™.

Foram utilizados 160 surubins hibridos sadios, a partir do
cruzamento do macho de pintado (Pseudoplatystoma corruscans Spix &
Agassiz 1829) e da fémea de cachara (Pseudoplatystoma fasciatum
Linnaeus 1766), com aproximadamente 73,57+19,5 g de peso e
23,68+1,9 cm de comprimento, provenientes da Empresa Mar e Terra
Ltda (Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil).

22.2 PREPARO DA DIETA

Foram utilizadas 3 concentra¢@es distintas de inulina (Orafti®
HPX) em dieta comercial (Douramix®-Revolution Alevino-Tabela 8)
para definicdo da concentracdo de inulina a ser incorporada na dieta. A
dieta comercial foi previamente moida e preparada 16 amostras de 250
Gramas de dieta adicionadas as concentra¢Ges de 0,00; 0,25; 0,50 e
1,00% de inulina para homogeneizacdo em misturador Y com
capacidade para 20 kg durante 15 min. Depois de homogeneizadas, as
misturas passaram por um processo de peletizagdo e secagem por 18h a
45°C com circulacéo de ar.
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Tabela 7- Niveis de garantia da dieta utilizada no estudo, Douramix®-
Revolution Alevino.

Composicdo informada g.kg™ de dieta

Caélcio (méx) 35,0
Extrato Etéreo (min.) 120,0
Fasforo (Min.) 20,0
Matéria Fibrosa (max.) 30,0
Matéria Mineral (max.) 120,0
Proteina Bruta (min.) 400,0
Umidade (méax.) 120,0

Posteriormente, a ragdo foi aspergida com 100 mL.kg™ do
inoculo de W. cibaria na concentracdo de 10° UFC.mL™.As dietas ent&o
foram secas em estufa com circulagdo de ar a 35°C por 24 h. Trés
amostras de 1g das diferentes dietas jA contendo o indculo foram
maceradas com 1 mL de solu¢do salina estéril a 0,65% e diluidas
serialmente 9 vezes (1/10). As diluicdes 10°a 10 foram plaqueadas em
meio de cultura Agar MRS (Difco®) a 35°C por 48 horas. Todas as
quatro dietas (0; 0,25; 0,5 e 1% de inulina) foram preparadas em
quadruplicata e armazenadas em sacos plasticos por 3 meses a
temperatura ambiente (23°C) em sala com desumidificador de ambiente.
Mensalmente foram retiradas amostras para quantificacdo de bactérias
acido laticas totais para definicdo da concentracdo de inulina que
propicie aumento na concentragéo e viabilidade ao longo do tempo de
bactérias probidticas na dieta.

22.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os 160 peixes foram distribuidos em 16 caixas circulares de 100
L com aeragéo e aquecimento com termostato (26+0,5 °C) e 10 animais
por caixa. Cada caixa possuia um sistema de filtragem bioldgica
independente dos demais para assegurar a manutengdo da qualidade de
agua. A &4gua dos tanques foi mantida limpida, sendo efetuada
diariamente renovacdo de 30 % da &gua e a retirada dos sedimentos do
fundo dos tanques. Durante o ensaio, a qualidade de agua manteve-se
em: oxigénio dissolvido 8,5+0,5 mg.L™"; aménia total 1,0+0,5 mg.L™";
nitrito 0,25+0,2 mg.L™ e pH 7,0+0,3.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos tanques, de
forma a se ter 4 repeticGes para cada tratamento delineadas inteiramente
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ao acaso, aclimatados durante 5 dias. Os peixes foram alimentados por
15 dias, 4 vezes ao dia com as diferentes dietas: dieta controle sem
suplementacdo, dieta suplementada com 0,5% de inulina (Prebidtico),
dieta suplementada somente com Weissella cibaria (Probidtico) e dieta
suplementada com 0,5% de inulina acrescida de W. cibaria
(Simbidtico).

As 4 dietas experimentais utilizadas no ensaio de colonizacdo
foram preparadas como descrito acima, alcan¢ando a concentracdo de
10" UFC.g™ nos grupos onde houve inoculagdo de W. cibaria.

22.4 PARAMETROS HEMATO-IMUNOLOGICOS

Ao término do experimento, 5 peixes de cada unidade
experimental foram amostrados, anestesiados com benzocaina (1g:10L)
e 0 sangue coletado por puncdo do vaso caudal em 2 seringas de 3 mL
(21G), uma contendo anticoagulante EDTA e outra sem anticoagulante.
O sangue com anticoagulante foi utilizado para realizar as analises
hematolégicas e o sangue sem anticoagulante foi realizado um pool dos
5 peixes de cada unidade experimental, e este permaneceu em repouso
durante aproximadamente 1 h a 25°C para coagulacdo, sendo
posteriormente centrifugado a 1400g por 10 minutos para obtencéo do
SOro sanguineo e armazenamento a -20°C.

Uma aliquota do soro foi utilizada para determinacdo do indice
glicBmico em espectrofotdmetro, 505 nm de acordo com a
recomendacéo pelo fabricante pelo kit glicose Biotécnica®.

A atividade da lisozima no soro sanguineo foi determinada pela
metodologia adaptada de Sankaran & Gurnani (1972), onde uma
suspensdo de Micrococcus lysodeikticus liofilizado (Sigma-Aldrich) foi
diluida em tamp&o PBS (0.04M Na,HPO,, pH 6.2) na concentracio de
0.50mg.mL™, imediatamente antes de sua utilizagdo. Trinta microlitros
do soro, em triplicata do pool,foi semeado em microplaca (96
micropogos com fundo chato) e adicionado 200 pL da suspensdo de
células de M. lysodeikticus em cada pogo. Apds incubar as microplacas
por 20 minutos a 35°C, as absorbancias iniciais e finais das amostras
foram medidas em 550nm e a taxa de reducdo na absorvéncia das
amostras foi convertida para concentracdo de lisozima (ug.ml™)
determinada pela curva padrdo realizada com lisozima de clara de ovos
da galinha (HEWL, Sigma-Aldrich).

A proteina total do soro sanguineo foi mensurada de acordo com
a metodologia descrita por Bradford & Williams 1976. A concentracdo
de imunoglobulina total foi mensurada de acordo com o método descrito
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por Amar et al. (2000), onde 100 puL do soro foi misturado com 100 pL
de solucdo de polyethylene glycol (PEG, 10 000 MW, Sigma Chemical,
St Louis, MO, USA) 12% e a mistura incubada & temperatura ambiente
por 2 horas para precipitar as moléculas de imunoglobulina. O
precipitado de imunoglobulina foi removido por centrifugacdo (5000 g a
4°C por 10 minutos) e o sobrenadante retirado e mensurada a quantidade
de proteina total (Bradford & Williams 1976), utilizando-se soro-
albumina bovina para confeccdo da curva padrdo. A concentracdo de
imunoglobulina total esta expressa em mg.mL™, sendo calculada pela
formula:

Total g (mg.mL™) = (proteina total do soro — proteina total tratada
com PEG). Vol™

O sangue coletado com seringa contendo anticoagulante foi

utilizado para confecgdo de duplicatas de extensdes sanguineas coradas
com Giemsa/MayGrunwald (Rosenfeld 1947), para contagem
diferencial de leucdcitos e contagens totais de trombdcitos e leucdcitos.
Uma aliquota foi utilizada para a determinacdo do hematdcrito
(Goldenfarb et al. 1971) e o restante armazenado em frascos de vidro no
gelo para quantificar o nimero total de eritrécitos em hemocitémetro.
Os numeros totais de trombdcitos e leucdcitos foram obtidos na
extensdo sanguinea pelo método indireto descrito por Martins et al.
(2008).

225 MICROBIOTA DO TRATO-INTESTINAL

Os tratos intestinais dos peixes amostrados de cada tanque foram
extirpados com o auxilio de pingas e tesouras, homogeneizados com
solucdo salina estéril 0,65% em um graal, diluidos serialmente (1/10), e
as diluicdes 10° a 10° semeados em meio de cultura Agar TSA
(bactérias heterotroficas totais), Agar MRS (bactérias acido-laticas),
Agar Cetrimid (Pseudémonas) e Agar TCBS (Vibrio) e incubados em
estufa a 30°C. Foram efetuadas as contagens totais de unidades
formadoras de col6nias ap6s 24h da incubacdo nos meios de cultura
Agar TSA, Agar Cetrimid e Agar TCBS e 48h depois no Agar MRS.
Das colnias crescidas em MRS, foram feitas a coloragéo de Gram.

22.6 ANALISE ESTATISTICA

Nos experimentos in vivo, os dados obtidos foram avaliados
guanto a homogeneidade de variancia pelo teste Bartlett. Sendo
observado heterogeneidade de variancias os dados foram transformados
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para log (x+1) (para os dados de contagens microbiolégicas e
hemogramas), arco seno (para dados de sobrevivéncia) ou raiz quadrada
(para os demais dados). Posteriormente os dados foram avaliados por
andlise de variancia com nivel de significancia de 5%. Caso detectado
diferenca significativa, foram submetidos ao teste Tukey de separacdo
de médias (0<0,05) (Zar 1996).

23 RESULTADOS

As dietas que utilizaram 0,5 e 1% de inulina em sua formulag&o
apresentaram médias superiores as dos grupos controle e com 0,25% de
incorporacdo. Porém, ndo diferiram entre si, sendo assim, visando o
custo da incorporacdo deste ingrediente funcional, seria interessante
adicionar a menor concentragdo do produto que apresentasse efeito na
colonizacgdo da racdo (Tabela 8).

Tabela 8 - Contagens bacterianas de dietas contendo diferentes
concentracbes de inulina (Orafti® HPX) inoculadas com Weissella
cibaria.?

Contagens microbiolégicas Log UFC.gr™

Tratamentos - - " "
Més 1 Més 2 Més 3 Més 4
Controle 643+02° 680+02° 5098+03 538%0,2°
3 0,
nolusdo 025%  635+02* 648+02° 580+03 514303
3 0,
Inclusdo 0.5% 7074 020 677+01% 618+0,3° 520+0,2°
inulina

Inclusdo 1% inulina 7,77 +0,4° 6,20+0,3° 589+0,2* 5,08+0,1°

WMédias+desvio-padréo seguidas de letras iguais, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

As concentragbes bacterianas no intestino dos peixes
suplementados com W. cibaria e com dieta simbiética, em meio de
cultura seletivo para Vibrio apresentaram valores inferiores aos grupos
gue receberam somente prebidtico e o grupo controle, mesmo nao
influenciando sobre as concentragdes de bactérias heterotréficas totais.
Ja para Pseudomonas, houve reducdo significativa na concentracdo
apenas quando os aditivos foram fornecidos mutuamente (Tabela 9).
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Tabela 9 - Contagens bacterianas do trato intestinal de surubins hibridos
alimentados com dieta controle e suplementados com 0,5% de
inulina,Weissella cibaria, e dieta simbio6tica (0,5% de inulina na dieta +
Weissella cibaria).

Contagem bacteriana Log UFC.gr*

Tratamentos Bactérias

. Vibrios Acido Laticas Pseudomonas
Totais

Dieta controle 7.46+1,17°  4,64+1,06° 1,54+0,06° 4,86+0,23%
0,5% inulina 7,6240,97°  4,15+0,36°  4,87+0,30"° 3,03£0,20%®

W. cibaria 591+0,81°  0,75£0,90°  4,68+0,61° 3,68+0,42%®
W. cibaria + 0,5%
inulina 6,21+0,36%  1,90+0,60%  7,07+1,11°¢ 2,23+1,48°

WMédias+desvio-padréo seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si
pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

Houve influéncia sobre a concentracdo de bactérias acido laticas
totais, sendo que os animais que receberam somente um ou outro aditivo
apresentaram valores de colonizagdo do trato intestinal de 4,87+0,30 e
4,68+0,61 Log UFC.g" de intestino para prebi6tico e probiético,
respectivamente, diferente do grupo controle que apresentou a
concentragdo de 1,54+0,06 Log UFC.g™ de intestino. Ja o grupo tratado
com os dois aditivos (simbi6tico), os valores da concentragdo de
bactérias acido laticas foi de 7,07+1,11 Log UFC.g" de intestino,
diferenciando dos demais grupos (Tabela 9).

Quanto aos parametros hematoldgicos, os animais alimentados
com dieta simbidtica apresentaram maior nimero total de eritrocitos
(P<0,05). Na contagem diferencial de leucdcitos, os peixes alimentados
com dieta probidtica e simbiética apresentaram menor nimero de
neutréfilos circulantes (Tabela 11). Para os demais parametros
hematol6gicos ndo houve influéncia dos tratamentos.
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Tabela 10 - Parametros hematolégicos em surubins hibridos alimentados
com dieta controle e suplementados com 0,5% de inulina, Weissella
cibaria e dieta simbiética (0,5% de inulina na dieta + Weissella cibaria).

Células Dieta W. cibaria
p 0,5% inulina  W. cibaria +0,5%
Sanguineas controle Lo
inulina
Eritrécitos a a a b
(x106.mL'1) 1,76 = 0,03 1,88 + 0,05 1,77 £ 0,09 1,99 + 0,02
Trombdcitos a a a a
(x103.mL’l) 17,0+ 0,38 24,5 +0,36 19,0 £ 0,28 20,8 +0,19
Leucécitos a a a a
(x103.mL'1) 39,4+0,39 46,3 + 0,95 53,7+ 1,56 51,4+0,98
Linfécito a a a a
(x103.mL'1) 35,5+0,32 46,2 + 0,82 51,1+1,57 52,1+ 0,67
Mondcito a a a a
(x103.mL'1) 0,94 + 1,95 0,76 £ 2,71 0,53+0,71 0,75 + 2,48
Eosinofilo a a a a
(x103.mL’l) 0,19 +£0,62 0,34 +£1,62 0,28 £ 0,94 0,29+1,88
Basofilo a a a a
(x103.mL'1) 0,66 +1,19 0,54 +1,49 0,66 +2,71 0,47 +£1,61
Neutréfilo b b a a
(x103.mL'1) 1,66 + 3,91 1,45+1,40 0,89 + 2,22 0,88 + 0,49
Hem(‘;‘,;f;c”to 2111+347° 21,08+1,73 2021+452° 18,38 +154°

WMédias+desvio-padrido seguidas de letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

As concentracdes de glicose, proteina e atividade de lisozima nédo
diferiram entre os tratamentos (p>0,05). Porém, observou-se maior
concentracdo de imunoglobulina total (P<0,05) nos peixes alimentados
com dieta probidtica e simbiodtica quando comparado com ospeixes
controle (Tabela 12).
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Tabela 11 - Parametros imunolégicos em surubins alimentados com
dieta controle e suplementados com 0,5% de inulina,Weissella cibaria, e
dieta simbiética (0,5% de inulina na dieta + Weissella cibaria).

Glicose Proteina Ig total Lisozima
Tratamentos (mgdL™?) (mg.mL")  (mg.mL™) (hg.mL™)

Dieta controle 62,27+2,45* 17,64+2,06° 1,80+0,58% 7,78+0,03%
0,5% inulina  68,39+4,08* 14,60+2,08* 4,1710,845’1b 7,53+0,81%
W. cibaria  67,49+4,44% 13,44+0,73% 7,43il,44b 7,78+0,57%

W.cibaria+ o) ap ) 190 160041500 7174247°  8,9540 59°
0,5% inulina

Wédias+ desvio-padrio seguidas de letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

24 DISCUSSAO

De acordo com Bowden (2008), os avang¢os na compreensdo dos
impactos ambientais ou alteracGes no ambiente podem identificar areas
especificas da funcdo imune revelando que além de pardmetros de
qualidade de &gua, diversas particulas e fatores podem influenciar a
funcdo imune nos peixes. Neste contexto, as pesquisas envolvendo
prebidticos, probidticos e simbidticos sobre a sanidade animal sdo de
extrema importancia para a compreensdo e modificacdo da microbiota
intestinal de organismos aquaticos (Merrifield et al. 2010; Gibson et al.
2005; Fuller & Gibson 1997).

O trato intestinal dos animais por ser um ambiente rico em
nutrientes e por possuir diferentes perfis tipicos de populagdes
bacterianas intestinais, possibilitam que ingredientes funcionais ou
aditivos alimentares alterem estas comunidades bacterianas. A inulina
utilizada como prebidtico neste estudo, provém de ingredientes a base
de frutanos, ndo sendo totalmente digeriveis ao longo do trato intestinal
e que ademais disso podem contribuir para o desempenho zootécnico
dos animais, melhorando o funcionamento intestinal devido ao
prolongado efeito bifidogénico destes ingredientes, o que aumenta a
populacdo de bactérias acido laticas ao longo do trato intestinal (Pompei
et al. 2008; Van Loo 2007).

Avaliando o crescimento microbiano de Lactobacillus plantarum
e Lactobacillus delbrueckii durante um periodo de 48h na presenca de
diferentes substratos como betaglucanos, xylo-oligossacarideos,
arabinoxylo-oligossacarideos, inulina, oligofrutose e  glicose,
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Rurangwaet al.(2009) observaram maior crescimento das bactérias em
todos aqueles substratos exceto nos que continham somente glicose.
Neste caso, a fermentacdo de carboidratos por estes micro-organismos
foi dominada pela producéo de acidos, como os acidos graxos de cadeia
curta, resultado que reflete a mesma viabilidade de incorporagdo na
dieta encontrada no presente resultado, com valor de pH 3,8 nos meios
de cultura com W. cibaria e aumento de colonizagéo das bactérias acido
laticas.

O aumento na concentracdo de bactérias &cido laticas no trato
intestinal de surubim alimentado com dieta contendo inulina neste
ensaio, estd de acordo com as observacdes de Burr et al. (2008), os
guais avaliaram os efeitos da levedura de cerveja, fruto-
oligossacarideos, e GroBiotic-A, sobre a comunidade microbiana
intestinal de “red drum”.

A suplementagdo com W. cibaria influenciou o sistema
imunolégico dos peixes neste experimento, fato comprovado pela
producdo de imunoglobulinas totais no soro sanguineo dos animais. Este
resultado foi uma evidencia que corrobora diversos trabalhos sobre o
uso de bactérias cido-laticas como probidtico para peixes, podendo
existir abundancia na microbiota intestinal de peixes de dgua doce e que
estas bactérias podem estimular o sistema imunolégico dos peixes
(Gatesoupe 2008; Jatoba et al. 2008; Nikoskelainen et al. 2003;
Panigrahi et al. 2007; Panigrahi et al. 2005; Panigrahi et al. 2004).

Buentello et al. (2010) estudaram os efeitos de dieta adicionada
com fruto-oligossacarideos, manangoligossacarideos, transgalacto-
oligosaccharidios e GroBiotic-A sobre o ganho de peso, eficiéncia
alimentar e imunidade inespecifica de “red drum* (Sciaenops ocellatus
Linnaeus 1766), encontrando valores de atividade de lisozima sérica
superiores nos animais suplementados com1% de prebi6tico na dieta.
Similarmente, Panigrahi et al. (2009), observaram aumento da atividade
da lisozima em truta arco-iris alimentada com Lactobacillus rhamnosus,
contrariamente ao observado neste estudo. Porém, estes autores
observaram maiores valores de imunoglobulinas totais em animais
suplementados com L. rhamnosus, corroborando as observacfes do
presente estudo. J& Wang et al. (2008) analisando o efeito de
Enterococcus faecium ZJ4 sobre o crescimento e resposta imunolégica
de tilapias, observaram que ap6s 40 dias, 0s peixes suplementados com
a bactéria ndo apresentaram diferenga significativa na concentracdo de
proteina total sérica, bem como na concentracdo de imunoglobulina.
Porém, neste estudo os autores observaram maior peso final e ganho de
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peso didrio das tilapias suplementadas com E. faecium do que aqueles
alimentados com a dieta basal.

Cerezuela et al. (2008), ao avaliar a resposta imunologica inata in
vitro em “gilthead seabream” (Sparus aurata Linnaeus 1758)
suplementados com inulina, ndo verificaram influéncia sobre a
incubacdo de leucécitos medida pela peroxidase, fagocitose, burst
respiratorio e atividade citotdxica natural. Porém, em seus estudos in
vivo, a suplementagdo inibiu a fagocitose e o burst respiratorio de
leucécitos.

Os aditivos alimentares e/ou suplementos, atualmente constituem
uma promessa na substituicdo do antibi6ticos, sendo que os prebidticos
possuem grande potencial na manutencdo da salde dos peixes
(Merrifield et al. 2010).

Li & Gatlin (2005), estudaram o efeito do prebidtico Grobiotic®-
(R), para hibridos de “white bass” (Morone chrysops Rafinesque, 1820
X M. saxatilis Walbaum 1792) expostos a infeccdo cronica por
Mycobacterium marinum e verificaram melhor desempenho de
crescimento em peixes alimentados com as dietas suplementadas. Neste
trabalho, os peixes alimentados apenas com 2% do prebiotico comercial
apresentaram maior sobrevivéncia (80%) em comparagdo aos
tratamentos suplementados com 1 e 2% de levedura de cerveja e 2%
GroBiotic (R)-A (72-73%) ap6s 21 dias de tratamento. A conclusdo
destes autores reflete a melhoria do desempenho zootécnico sob
condicBes de infec¢do cronica, sendo esta uma etapa a ser estudada em
futuros trabalhos com peixes para Se ter uma resposta precisa e mais
bem estudada sobre a suplementacdo de prebidticos ou conjunta com
probioticos.

Em conclusdo, os surubins hibridos do género Pseudoplatystoma
quando suplementados com W. cibaria juntamente com prebioticos tem
potencializado os efeitos probidticos da suplementagdo conjunta,
havendo alteracdo da microbiota intestinal como também dos
pardmetros hemato-imunoldgicos sugerindo uma imunomodulagéo
positiva.
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26 RESUMO

O presente trabalho investigou o efeito de diferentes simbidticos
na alimentacdo de surubim hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x P.
fasciatum) apo6s desafio com Aeromonas hydrophila. 336 peixes foram
distribuidos em 24 caixas circulares de 100L e alimentados durante 20
dias com dieta sem suplementacdo, suplementada com Weissella
cibaria, com inulina e com Lactobacillus plantarum e inulina,
totalizando 9 tratamentos, 3 tratamentos sem desafio e 3 tratamentos
para o desafio com Aeromonas hydrophila e mais 3 para o desafio com
solucdo tamponada. Ap6s 24 horas do desafio os animais tratados com
W.cibaria apresentaram indices de mortalidade inferiores aos do grupo
controle e tratados com L. plantarum (7,55+3,78; 31,4849,32 e
33,06+7,94% respectivamente). Houve aumento nos numeros de
eritrdcitos, trombdcitos, leucdcitos, linfocitos, LG-pas e neutrofilos
circulantes nos animais suplementados. Observou-se aumento na
atividade de lisozima e proteina sérica total nos peixes suplementados
em relagdo aos ndo suplementados. As concentragfes de
imunoglobulinas totais séricas dos peixes alimentados com simbiético
W. cibaria foram maiores do que os alimentados com L. plantarum
(8,34+0,19 mg.mL™ e 7,36+0,95 mg.mL™). O efeito da suplementagdo
com diferentes simbidticos em surubim alterou os parametros hemato-
imunol6gicos. Quando avaliada a sobrevivéncia ap6s o desafio com A.
hydrophila, os animais alimentados com o simbi6tico W. cibaria isolada
de surubins apresentaram maior sobrevivéncia, cerca de 20% maior do
que os alimentados com L. plantarum isolada de tilapias.

PALAVRAS CHAVE: Infeccdo experimental, Probioticos, Prebidticos,
Hematologia, Imunologia.
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27 ABSTRACT

This work investigated the effect of different simbiotics on the
feeding of the hybrid surubim (Pseudoplatystomacorruscans x P.
fasciatum) after challenge with Aeromonas hydrophila. 336 fish were
distributed in 24 tanks of 100 L capacity and fed for 20 days with
unsupplemented diet, diet supplemented with Weissella cibaria, with
inulin and Lactobacillus plantarum and only inulina prior to challenge.
Twenty four hours after challenge, fish fed W.cibaria showed lower
mortality than unsupplemented ones and those fed L. Plantarum
(7.55+3.78, 31.48+9.32 and 33.06+£7.94% respectively). There was an
increase in the numbers of erytrocyte, thrombocytes, leukocytes,
linphocytes, special granulocytic cells and neutrophils in supplemented
fish. It was also observed increased lysozyme and serum protein in
supplemented fish compared to unsupplemented ones. Immunoglobulin
concentration in fish fed with the simbiotic W. cibaria was higher that
that observed in those fed L. plantarum (8.34+0.19 mg.mL™ e
7.36+0.95 mg.mL™). The effect of dietary supplementation with
simbiotics in surubim did alter the hematological and immunological
parameters. When analysing the survival after challenge with A.
hydrophila fish fed W. cibaria which was isolated from surubim showed
higher survival rate about 20% than fish fed L. plantarum isolated from
tilapia.

KEY-WORDS: Experimental infection, Probiotics, Prebitics,
Hematology, Immunology
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28 INTRODUCAO

No desenvolvimento de estratégias para producdo de peixes
nativos brasileiros, destaca-se a nutricio em relacdo a salde dos
animais, a manutencdo da capacidade imunitaria e de resistir as
enfermidades (Merrifield, Dimitroglou, Foey, Davies, Baker, Bogwald,
Castex & Ringo 2010a)(Raniero, Aguas, Pereira, Fortunato, Ferreira &
Martins 2004).

Uma das alternativas ao uso de quimioterapicos na aquicultura,
onde seu uso indiscriminado gera diversos problemas ja conhecidos, é a
prevencdo de enfermidades de origem bacteriana utilizando probi6ticos
e prebidticos. Diversos trabalhos descrevem as alteragbes causadas por
probidticos e prebidticos nos cultivos e sobre parametros hemato-
imunoldgicos em peixes (Kim & Austin 2008, Balcazar, Vendrell, de
Blas, Ruiz-Zarzuela & Muzquiz 2009, Newaj-Fyzul, Adesiyun, Mutani,
Ramsubhag, Brunt & Austin 2007, Burr, Gatlin & Hume 2009, Burr,
Hume, Ricke, Nisbet & Gatlin 2010, Grisdale-Helland, Helland &
Gatlin 2008, Mahious, Gatesoupe, Hervi, Metailler & Ollevier 2006,
Merrifield, Burnard, Bradley, Davies & Baker 2009).

De acordo com (Merrifield et al. 2010a), como todas as
caracteristicas desejadas na selecdo de um micro-organismo probi6ticos
sdo dificilmente alcancadas, pode-se tentar utilizar para ampliacdo dos
efeitos esperados os prebidticos, que sdo substancias ndo digeriveis que
beneficiam o balanco entre as bactérias benéficas e as patogénicas no
trato intestinal promovendo o balanco das bactérias probiéticas,
especificamente as bactérias acido laticas , (Salomao, Brunialti, Martins,
Fernandes, Silva, Rigato & Kallas 2004). Sendo assim, pode-se utilizar
a incorporacdo conjunta do prebidticos e probidticos em dietas,
denominando-as de dietas simbidticas (Patterson & Burkholder 2003).

Os parametros hematoldgicos sdo ferramentas de extrema
importancia para o monitoramento do estado de sadde animal. Muitos
estudos em peixes tem sido avaliados relacionando o efeito de bactérias
patogénicas sobre o estado de salude do animal (Martins, Mourifio,
Amaral, Vieira, Dotta, Bezerra, Pedrotti, Jerdnimo, Buglione-Neto, &
Pereira Jr. 2008, Martins, Vieira, Jerdbnimo, Mourifio, Dotta, Speck,
Bezerra, Pedrotti, Buglione-Neto & Pereira Jr 2009, Ghosh &
Homechaudhuri 2010, Yu, Han & Park 2010, Kumaran, Deivasigamani,
Alagappan & Sakthivel 2010, Hosoki, Nakamura, Nagao, Hiraguchi,
Tokuda, Wada, Nobori & Fujisawa 2010, Sharifuzzaman & Austin
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2010, Skinner, La Patra, Adams, Thompson, Balfry, McKinley
&Schulte 2010, Overturf, LaPatra, Towner, Campbell & Narum 2010,
Harikrishnan, Balasundaram & Heo 2010).

Desta maneira, as pesquisas com peixes nativos envolvendo
probidticos e/ou simbidticos constituem estratégia de combate a
enfermidades de origem bacteriana como as causadas por Aeromonas
hydrophila em surubim hibrido de pintado (Pseudoplatystoma
corruscans Spix & Agassiz 1829) e cachara (Pseudoplatystoma
fasciatum Linnaeus 1766).

O presente trabalho investigou o efeito da suplementagédo
dietética com diferentes simbidticos, isolados de surubim hibridos de
pintado e de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus Linnaeus 1758),
apos desafio com Aeromonas hydrophila em surubins hibridos.

29 MATERIAL E METODOS

29.1 MATERIAL BIOLOGICO

As cepas bacterianas probidticas utilizadas neste ensaio foram:
Weissela cibaria (CPQBA 001-10 DRM 02) e Lactobacillus plantarum
(CPQBA 001-10 DRM 01). Weissella cibaria foi isolada de hibridos de
Pseudoplatystoma sp., sendo que L. plantarum foi isolada e reconhecida
como probidtica para tilapias por Jatoba, Vieira, Neto, Silva, Mourino,
Jeronimo, Dotta & Martins (2008). As cepas foram repicadas e
incubadas & 35°C por 48 h em Caldo MRS (Difco®), para a manutengo
da viabilidade. A cepa patogénica para hibridos de pintado e cachara, A.
hydrophila hydrophila (CPQBA228-08 DRM) foi mantida e repicada
em meio de cultura TSA a 30°C por 24 h até o preparo do inéculo para a
infeccdo experimental em meio de cultura caldo BHI por mais 24 h a
30°C.

Foram utilizados 336 hibridos sadios entre pintados machos
(Pseudoplatystoma corruscans) e cacharas fémeas (Pseudoplatystoma
fasciatum) com aproximadamente 22,92+0,91 cm de comprimento e
69,26+5,94 g de peso, provenientes da Empresa Mar e Terra Ltda
(Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil).

29.2 PREPARO DA DIETA EXPERIMENTAL

Para a fabricacdo das dietas experimentais, a dieta comercial
(Douramix®-Revolution Alevino-Tabela 13) foi previamente moida e
adicionada a concentragdo de 0,5% de inulina (Orafti® HPX) e
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realizada a homogeneizagdo em misturador Y durante 15 minutos. Apds
homogeneizadas as misturas passaram por um processo de peletizacdo e
secagem por 18h a 45°C com circulagéo de ar. A dieta controle passou
pelo mesmo processo de moagem, peletizacdo e secagem, sem adicdo de
inulina.

Tabela 12 - Niveis de garantia da dieta experimental utilizada
Douramix®-Revolution Alevino.

Composicdo informada gr/kg de dieta
Calcio (max.) 35,0
Extrato Etéreo (min.) 120,0
Fésforo (Min.) 20,0
Matéria Fibrosa (méx.) 30,0
Matéria Mineral (max.) 120,0
Proteina Bruta (min.) 400,0
Umidade (méax.) 120,0

Sobre os peletes foi aspergido 200 mL-Kg™ da dieta do inoculo
de cada cepa probiética, em separado, possuindo uma concentracéo final
de 10° UFC-mL™. As dietas entéo foram secas em estufa com circulagéo
de ar a 35°C por 18 h. Trés amostras de 1g das diferentes dietas ja
contendo o inoculo foram maceradas com 1 mL de solucéo salina estéril
a 0,65% e diluidas serialmente 9 vezes (1/10). As diluicdes 10°a 10°
%foram plaqueadas em meio de cultura Agar MRS (Difco®) a 35°C e
incubadas por 48 horas. As contagens na ragdo suplementadas com o0s
dois diferentes simbiéticos permaneceram entorno de 10’ UFC-g™.

29.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizadas 24 caixas circulares de 100L, com aeragdo e
aquecimento constante (26°C) e sistema de filtracdo bioldgica com
cascalho independente dos demais para assegurar a manutencdo da
qualidade da agua, sendo efetuada diariamente a renovagdo de 30% e a
retirada dos sedimentos do fundo dos tanques. Durante o periodo do
experimento a qualidade da agua foi a seguinte: pH 6,8+0,3, amdnia
total 1,1+0,6 mg.L™" e oxigénio dissolvido 8,7 mg.L™. Os peixes foram
distribuidos em nimero de 14 animais por caixa, aclimatados por 5 dias
antes de receberem as dietas experimentais. Apdés a aclimatacdo, os
peixes foram alimentados 4 vezes ao dia, durante 20 dias com as
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seguintes dietas: sem suplementacdo, dieta suplementada com
simbiotico (W. cibaria e inulina a 0,05%) e dieta suplementada com
simbidtico (L. plantarum e inulina a 0,05%), quatro repeticdes por
tratamento, e apdés os 20 dias de alimentacdo, quatro animais por
unidade experimental foram anestesiados com benzocaina (1g.10L) para
coleta de sanguinea e microbiolégica do trato intestinal, constituindo os
tratamentos basais. O restante dos animais foram alimentados por mais 5
dias para entdo serem inoculados e desafiados com cepa patogénica
Aeromonas hydrophila subp. hydrophila e com solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) como controle para o desafio, totalizando
assim 9 tratamentos experimentais.

Para a infeccéo experimental, o indculo de A. hydrophila recém
crescido em BHI por 24h em 30°C, foi centrifugado por 30 minutos a
1800xg. O sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em solugdo
PBS na Proporgéo para que a suspensdo se mantivesse em 2x108
UFC.mL™ segundo a curva de crescimento feita anteriormente por
espectrofotometria.

Ap0bs 24 horas das inje¢des na proporcdo de 1mL das solugbes
para cada 100 gramos de peixe, mais quatro animais por caixa foram
amostrados para as analises sanguineas. Os animais que sobreviveram
nas unidades experimentais, ou que ja haviam morrido em 24 horas,
constituiram a curva de mortalidade até 96 horas apds infeccéo.

29.4 PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

Os tratos intestinais extirpados dos peixes foram retirados com
0 auxilio de pincgas e bisturis para homogeneizacdo em solugdo salina
estéril em um graal para serem posteriormente diluidos serialmente
(1/10) e semeados em meio de cultura Agar TSA (bactérias
heterotroficas totais) e Agar MRS (bactérias acido-laticas) e incubadas
em estufa a 30°C. Apds este periodo foram efetuadas as contagens totais
de unidades formadoras de col6nias apds 24h da incubagdo no meio de
cultura Agar TSA e 48h depois no Agar MRS. As colbnias re-isoladas
em MRS foram caracterizadas fenotipicamente pela coloracdo e formato
de colbnia, coloracdo de Gram e perfil bioquimico através do kit de
identificacdo APl 50HL (BioMérieux).

Para confirmacgdo da infeccdo experimental pelo inéculo de A.
hydrophila foram coletadas amostras do cérebro e coragcdo de trés
animais por unidade experimental em pool para re-isolamento da
bactéria patogénica em meio de cultura TSA. Os tecidos foram
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macerados em gral de porcelana estéril na propor¢do de 1g de amostra
para 1 mL de solucdo salina estéril a 0,65%. Posteriormente, todas as
amostras foram semeadas em placas de Petri contendo TSA, e incubadas
a 30°C por 24 horas. Ap0s este periodo, as coldnias re-isoladas foram
caracterizadas fenotipicamente pela coloracdo e formato de col6nia,
coloragdo de Gram e perfil bioquimico através do kit de identificacdo
API 20E (BioMérieux).

29.5 PARAMETROS HEMATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS

As amostras sanguineas foram colhidas por pungdo do vaso
caudal com duas seringas de 3 mL (21G), uma contendo anticoagulante
EDTA e outra sem anticoagulante. O sangue coletado com
anticoagulante foi utilizado para realizar as analises hematologicas
ecomo sangue sem anticoagulante foi realizado um pool por unidade
experimental que permaneceu em repouso durante aproximadamente 1h
a 25°C para coagulagdo, sendo posteriormente centrifugado a 1400xg
por 10 min para obtencédo do soro sanguineo e armazenamento a -20°C.

O sangue coletado com seringa contendo anticoagulante foi
utilizado para confeccdo de duplicatas de extensdes sanguineas coradas
com Giemsa/MayGrunwald, para contagem diferencial de leucécitos e
contagens totais de trombdcitos e leucécitos. Uma aliquota foi utilizada
para a determinacdo do hematdcrito (Goldenfarb, Bowyer, Hall &
Brosious 1971)e o restante armazenado em frascos de vidro no gelo para
quantificar o nimero total de eritrdcitos em hemocitdmetro. Os nimeros
totais de trombdcitos e leucocitos foram obtidos na extensdo sanguinea
pelo método indireto descrito por Buentello, Reyes-Becerril, Romero-
Geraldo & Ascencio-Valle (2007). Aliquotas do soro foram utilizadas
para determinacdo do indice glicémico em espectrofotdmetro, 505 nm
de acordo com a recomendagdo pelo fabricante do kit glicose
Biotécnica®.

A atividade da lisozima no soro sanguineo foi determinada pela
metodologia adaptada de Mauad, Vieira & dos Santos (2007), onde uma
suspensdo de Micrococcus lysodeikticus (0.50mg.mL™) foi diluida em
solucdo tampdo PBS (0.04 M Na2HPO4, pH 6.2) imediatamente antes
de sua utilizacdo. Trinta microlitros do soro em triplicata do pool de
peixes foi semeado em microplaca (96 micropocos com fundo chato) e
200 pL de suspensdo de células de M. lysodeikticus adicionados em
cada micropogo. A lisozima de clara de ovos da galinha (HEWL) foi
utilizada para a curva padrdo. Apds incubar as microplacas por 20
minutos a 35°C, as absorvéncias iniciais e finais das amostras foram
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medidas em 490nm e a taxa de redugdo na absorvéncia das amostras foi
convertida para concentracdo de lisozima (pg/ml) determinada pela
curva padréo.

A concentracdo de proteina total sérica dos peixes foi
mensurada pela metodologia descrita por Bradford (1976) e a
concentracdo de imunoglobina total sérica foi mensurada de acordo com
0 método descrito por Coelho, Bastos, Resende, Silva, Sanches, de
Castro, Moretzsohn, Vieira & Trindade (2007), onde 100 pL do soro foi
misturado com 100 pL de solugéo de polyethylene glycol (PEG, 10 000
MW, Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) 12% e a mistura incubada
por 2 horas para precipitar as moléculas de imunoglobulina. O
precipitado de imunoglobulina foi removido por centrifugacdo (5000 g a
4°C por 10 minutos) e o sobrenadante retirado e mensurado a quantidade
de proteina total por Bradford (1976), utilizando soro-albumina bovina
como padrdo. A concentragdo de imunoglobulina total esti expressa em
mg.mL™, sendo calculada pela formula:

Total Ig (mg.mlI™) = (proteina total do soro — proteina total tratada com
PEG). VoI

Os titulos de aglutinacdo foram feitos segundo o método
descrito por Silva et al. (2009), para cepa de bactéria utilizada no
experimento. A cepa de bactéria utilizada no desafio foi inoculada em
BHI e incubada a 30°C durante 24 h, apds a confirmago do crescimento
das bactérias, as culturas foram acrescidas de formalina para que fique
em uma concentracdo de 0,5% para serem entdo incubadas a 30°C
durante 48 horas sob agitacdo continua para inativacdo. Apds este
periodo, o inéculo bacteriano foi centrifugado a 1800g por 30 minutos.
O sobrenadante, contendo a formalina, foi descartado e o pellet
ressuspenso em PBS. Para confirmacdo da inocuidade do processo, 300
ML das culturas ressuspensas foram semeadas em meio de cultura TSA e
incubadas a 30°C por 72 horas. Ndo havendo crescimento de colénias,
as suspensdes bacterianas foram ajustadas para uma concentragdo de 0.4
em um comprimento de onda de 505 nm para serem utilizadas nas
analises.

O titulo da atividade aglutinante sérica foi feito em microplaca
de 96 pocos de fundo U, onde o soro diluido na proporcéo de 1:1 em
solucdo tampdo fosfato salino (PBS, 0.04M de fosfato monobaésico,
0.16M de fosfato dibasico, 0.11M de cloreto de sédio, pH 7.2) no 1°
pogo (50 uL de solugdo PBS:50 uL. do soro), sendo dilvido serialmente
em fator 1:2 para os demais pocos até o 12°. Depois disso, foram
adicionados 50 plL. da édet inativada em todos 0s pogos. A
microplaca foi incubada a 25°C durante 18 horas em camara Umida. A
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aglutinacdo foi confirmada com a observacdo de um bottom no fundo do
poco a olho nu. O titulo aglutinante foi considerado como o reciproco da
Gltima dilui¢do que apresentou aglutinag&o.

A atividade antimicrobiana foi realizada em microplaca de 96
pocos com fundo chato, segundo metodologia adaptada de Silva et al.
(2009). O soro dos peixes foi avaliado quanto a sua atividade
antimicrobiana contra a bactéria utilizada no desafio experimental,
cultivada em BHI a 30°C. Ap6s 24 h a bactéria foi preparada na
concentracdo de 0,5 na escala de Macfarland e diluida em meio de
cultura Poorbroth (PB) 100.000 vezes. O soro foi filtrado em filtro
milipore 22 um para eliminacdo de possivel contaminagdo bacteriana.
Entdo, 150 pL de PB foi adicionado no 1° poco da linha e 100 pL nos
demais pocgos, e 50 pL do soro adicionado ao primeiro poco da linha.
Posteriormente, foi realizada uma dilui¢do seriada fator 1:2 até o 12°
poco. Para controle positivo e branco, a solucdo salina estéril foi diluida
em PB, da mesma forma do que para o soro. Finalmente, 20 uL da
bactéria foi adicionado em cada poco da amostra diluida do soro e do
controle positivo. A microplaca foi entdo incubada a 30°C por 12 horas
sob agitacdo orbital e o crescimento dos micro-organismos determinado
em leitora de microplaca no comprimento de onda de 550 nm. A
atividade antimicrobiana do soro é reciproca da ultima diluicdo que
apresentou atividade bactericida ou bacteriostatica.

29.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos tratamentos basais foram analisados separados do
desafio (peixes injetados com PBS ou Aeromonas hydrophila). Os dados
obtidos foram avaliados quanto a normalidade e homogeneidade de
variancia pelo teste Bartlett e observado heterogeneidade de varidncias
os dados foram transformados para logyo (x+1) (para os dados de
contagens microbiolégicas e hemogramas). Os dados de aglutinacéo e
antimicrobianos foram transformados em log, (x+1) antes de serem
analisados. Os dados foram avaliados por andlise de variancia fatorial
(3x2) com nivel de significancia de 5%, onde fator 1 era as diferentes
suplementac@es e o fator 2 o desafio com PBS ou A. hydrophila. Caso
detectado diferenca significativa na analise de variancia, foi realizado o
teste Tukey de separacdo de médias (a<0,05) (Knussmann 1984).

30 RESULTADOS

30.1 PARAMETROS MICROBIOLOGICOS
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As concentragcbes bacterianas no intestino dos peixes
suplementados com dietas simbioticas contendo W. cibaria e L.
plantarum, em meio de cultura seletivo para bactérias &cido laticas,
apresentaram valores superiores ao grupo controle sendo 4,67+0,85;
3,15+0,44 e 0,35+0,25 Log UFC.g™ de intestino, respectivamente. As
coldnias bacterianas isoladas do trato intestinaldos peixes
suplementados com as bactérias acido laticas foram caracterizadas
morfologicamente como bastonetes Gram positivos e com 99,8% de
similaridade com o perfil bioquimico tanto para a cepa de W. cibaria
como para a cepa de L. plantarum. Estes resultados influenciaram as
contagens de bactérias heterotrdficas totais presentes no trato intestinal
dos animais, aumentando a concentragdo das mesmas nos grupos
suplementados com W. cibaria e L. plantarum em relacdo ao grupo
controle, as quais foram de 6,50+0,05; 7,01+0,44 e 4,31+0,44 Log
UFC.g™ respectivamente (Tabela 14).

Tabela 13 - Contagens bacterianas (Log UFC.gr™) do trato intestinal de
surubins alimentados com dieta controle sem suplementacao, dieta
contendo Weissella cibaria (CPQBA 001-10 DRM 02)+0,5% de inulina
e dieta contendo Lactobacillus plantarum (CPQBA 001-10 DRM 01) +
0,5% de inulina.Médiastdesvio padrdo seguidas de letras iguais, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tratamento Bactérias totais  Acido laticas
Dieta controle 4,31 + 0,44° 0,35 + 0,25°
Weissella cibaria 6,50 +0,05® 4,67 + 0,85

Lactobacillus plantarum 7,01 +0,44° 3,15 + 0,44
Médiastdesvio-padrdo seguidas de letras iguais, ndo diferem entre si
pelo teste Tukey (P<0,05)

Apb6s 24 horas do desafio experimental com A. hydrophila,
houve alto indice de mortalidade em todos os tratamentos, porém 0s
animais tratados com W. cibaria e 0,5% de inulina apresentaram
mortalidade significativamente inferior do que os animais do grupo nédo
suplementado e suplementado com o L. plantarum e 0,5% de inulina
(7,55+3,78; 31,48+9,32 e 33,06£7,94% respectivamente). Este quadro
de mortalidade se manteve constante durante as 96 horas avaliadas
(Figura 4).
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Figura 4 - Mortalidade acumulada até 96 horas apds desafio
experimental em hibrido de Pseudoplatystoma alimentados com
Weissella cibaria (CPQBA 001-10 DRM 02) + 0,5% de inulina; com
Lactobacillus plantarum (CPQBA 001-10 DRM 01)+0,5% de inulina e
sem suplementacéo dietética (controle), inoculados com solugdo tampéo
estéril (PBS) e Aeromonas hydrophila(AHY). Médias + desvio padréo
seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

30.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS

Os animais referenciados como basais e alimentados com as
dietas simbidticas, ndo apresentaram diferencas significativas em todas
0s parametros hematol6gicos quando comparados ao grupo controle. Por
outro lado, quando submetidos a injecdo intraperitonial contendo PBS
e/fou A. hydrophila observou-se diferenga significativa (P<0,05) nos
nimeros de eritrocitos, trombdcitos, leucdcitos, linfocito, células
granulociticas especiais e neutrofilos (Tabela 3).

Também na Tabela 3, as contagens de eritrocitos nos animais
tratados com simbidticos e inoculados com A. hydrophila se mantiveram
superiores (P<0,05) aos demais submetidos a ambos estresses, seja por
solucdo tampdo ou mesmo A. hydrophila. Porém, quando avaliada a
contagemtotal de trombdcitos sanguineos em relagdo ao desafio nos
diferentes tratamentos, ndo houve diferenca significativa entre os
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desafiados com solucdo tampdo eos inoculados com A. hydrophila,
somente houve diferenca significativa (P<0,05) entre os diferentes tipos
de suplementagdo dietética.

A contagens total de leucécitos dos animais suplementados
com o simbidtico & base de W. cibaria e desafiados com A. hydrophila
foi maior do que os demais desafiados, 28,21+2,16x10° pL™,
25,14+2,17 x10% uL™* e 17,95+1,50 x10° pL™* para o simbiético com W.
cibaria, L. plantarum e grupo controle, respectivamente. Ja nas
contagens diferenciais de leucdcitos, o nimero de linfécitos diminuiu
(P<0,05) nos animais inoculados com A. hydrophila em relacdo aos
inoculados com PBS.

Nas contagens de mondcitos circulantes observou-se que 0s
peixes inoculados com PBS apresentaram valores médios inferiores aos
injetados com A. hydrophila (P<0,05). M mesmo nédo havendo interacdo
entre os desafios e os tratamentos, estes diferiram significativamente
entre si (P<0,05). O grupo tratado com W. cibaria desafiado com A.
hydrophila apresentaram a maior contagem celular de mondcitos de
7,97+0,99 x10° pL ™,

A maior média no nimero de neutréfilos ocorreu nos animais
injetados com A. hydrophila suplementados com o simbiético contendo
W. cibaria (P<0,05) quando comparado aos demais (Tabela 3).

Ao avaliar os parametros imunoldgicos em surubins
alimentados com a dieta simbidtica acrescida de W.cibaria em relagéo
as dietas contendo L. plantarum e dieta controle sem suplementacéo, foi
observado aumento na atividade sérica da lisozima nos tratamentos
basais significativamente diferentes (11,70+0,40 pg.mL™, 9,46+1,16
pg.mL™ e 7,06+1,80 pg.mL™, respectivamente). Os niveis de proteina
sérica dos animais suplementados com os simbioticos foram superiores
aos do grupo controle (P<0,05) (Tabela 4). No entanto, os demais
pardmetros como a glicose, imunoglobulina total, atividade
antimicrobiana e aglutinante sérica ndo foi possivel detectar diferencas
significativas sob condicGes basais. Somente foi possivel detecta-las sob
condigdes de estresse devido as inoculacdes de solucdo tampéo PBS e A.
hydrophila.

Apb6s 24 horas da inoculagdo de PBS e A. hydrophila foi
observado que a atividade antimicrobiana e as concentra¢fes de
imunoglobulinas totais séricas dos animais inoculados com a bactéria
patogénica foram aumentadas significativamente (P<0,05). As
concentragfes de imunoglobulinas totais séricas dos peixes alimentados
com simbidtico contendo W. cibaria foram maiores do que o0s
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alimentados com L. plantarum (8,34+0,19 mg.mL™ e 7,36+0,95
mg.mL, respectivamente).
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31 DISCUSSAO

31.1 PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

A colonizagdo da superficie da mucosa intestinal dos peixes por
uma microbiota saudavel possui efeito positivo sobre o sistema imune
intestinal, sendo que a perturbagdo dessas fungbes pode causar
desequilibrio na microbiota podendo contribuir para o desenvolvimento
de enfermidades (Sun, Yang, Ma & Lin 2010, Whyte 2007, Watts,
Munday & Burke 2001, Merrifield et al. 2010a)

A colonizacdo do trato intestinal é fator decisério no
desenvolvimento de probioticos. As bactérias acido-laticas, um dos
principais atores deste mecanismo, possuem esta capacidade, fato
comprovado neste trabalho em ambos os tratamentos suplementados.
Mesmo ndo havendo diferenga significativa entre 0s grupos
suplementados com as bactérias isoladas dos peixes nativos, Weissella
cibaria em comparacdo a bactérias isoladas de tilapias (Oreochromis
niloticus), Lactobacillus plantarum, a diferenga foi evidente quando
comparado aos animais ndo suplementados (Balcazar, Vendrell, de Blas,
Ruiz-Zarzuela, Muzquiz & Girones 2008, Gatesoupe 2008, Merrifield,
Harper, Dimitroglou, Ringo & Davies 2010b).

Na revisdo de Abelli, Randelli, Carnevali & Picchietti (2009), o
envolvimento dos probi6ticos na nutrigdo efou resisténcia a
enfermidades esta relacionado a modulacdo imunitaria, existindo relacdo
entre hospedeiro e cepas especificas provenientes do proprio animal,
diferenciando assim os modos de atuacdo de cada cepa. Apds o desafio
experimental, os animais tratados com W. cibaria provenientes de
surubins  hibridos  apresentaram  indices de  mortalidade
significativamente inferiores aos animais ndo suplementados e
suplementados com o L. plantarum isolado de til&pias.

Diversos trabalhos avaliaram o efeito positivo da
suplementacéo dietética de probioticos sobre a resisténcia & infecgdes
bacterianas (Vendrell, Balcazar, de Blas, Ruiz-Zarzuela, Girones &
Muzquiz 2008) descreveram a utilizacdo de Leuconostoc mesenteroides
e L. plantarum em truta arco-iris desafiadas com Lactococcus garvieae;
(Son, Chang, Wu, Guu, Chiu & Cheng 2009), avaliaram a
suplementacdo de Epinephelus coioides Hamilton 1822 com L.
plantarum contra Streptococcus. Segundo Merrifield et al. (2010a),
poucos avaliaram a utilizagdo conjunta de probidticos e prebidticos sob
condi¢Bes de infeccdo experimental ou que tenham comparado esta
utilizacdo com micro-organismos isolados do proprio animal em estudo.
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31.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS

Os peixes suplementados com W. cibaria apresentaram maior
nimero total de eritrocitos, trombdcitos, leucécitos, células
granulociticas especiais e imunoglobulina total quando comparado com
os nao suplementados injetados com A. hydrophila. Trutas arco-iris
suplementadas com a bactéria Kocuria SM1 isoladas do préprio animal
durante 2 semanas apresentaram reducdo de 20% de mortalidade
(Sharifuzzaman & Austin 2009 e 2010). Os autores observaram
aumento também no ndmero de leucocitos, eritrécitos e
imunoglobulinas totais apds injecdo i.p. com V. anguillarum e V.
ordalli, corroborando o presente resultado. O aumento no nimero de
trombdcitos na circulagdo em animais suplementados tanto com W.
cibaria como L. plantarum comprova a atuagdo deste tipo celular na
defesa do organismo conforme verificado por Martins et al. (2008,
2009) e Bozzo et al. (2007).

Como as respostas do sistema imune em peixes consistem na
interacdo de diferentes 6rgéos e tipos de células, pressupde-se que esta
interacdo de antigenos com as células induzem as respostas celulares
mediadas por anticorpos, resultando na resposta imune sistematica
mediada pelo lIg. O aumento no ndmero de leucdcitos € uma estratégia
para a migracdo dos mesmos aos sitios de infeccdo com o intuito de
aumentar a taxa de fagocitose e a atividade antimicrobiana frente a
infeccdo (Secombes, Hardie & Daniels 1996, Peddie, Zou, Cunningham
& Secombes 2001, Secombes, Wang, Hong, Peddie, Crampe, Laing,
Cunningham & Zou 2001, Secombes, Bird, Hong, Laing & Zou 2001,
Nayak 2010, Picchietti, Fausto, Randelli, Carnevali, Taddei, Buonocore,
Scapigliati & Abelli 2009, Abelli et al. 2009).

Quando comparados os efeitos da suplementacdo de W. cibaria
em relacdo a L. plantarum nos peixes, além da diminuicéo do indice de
mortalidade apés o desafio, observou-se aumento significativo no
nimero de neutrofilos e de leucécitos totais. Os peixes suplementados
com W. cibaria desafiados apresentaram maior numero total de
leuctcitos em relacdo aos animais controle desafiados. Estes resultados
mostram que a dieta contendo simbidtico melhorou a resposta de defesa
dos peixes quando em situacdo de infeccdo bacteriana. O aumento no
nimero de neutrdfilos pode estar relacionado a fagocitose por estas
células, uma das principais células envolvidas no mecanismo de defesa a
bactérias patogénicas como as Aeromonas (Ellis 2001). Os neutréfilos
podem além de fagocitar as bactérias invasoras e destrui-las pela
produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) durante o “burst”
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respiratério, conter lisozima e enzimas hidroliticas em seus lisossomos,
potentes agentes bactericidas (Secombes et al. 1996, Bandyopadhyay &
Mohapatra 2009, Balcazaret al. 2009).

Contrariamente ao observado por Martins et al. (2008) em
tildpia injetada com Enterococcuss intraperitonialmente, no presente
estudo os animais suplementados com W. cibaria apresentaram aumento
no nimero de mondcitos circulantes, tanto em relagdo aos basais como
0s animais controle injetados com A. hydrophila. A menor presenca
destas células, segundo (Martins et al. 2008) esta relacionada a
migracao ao sitio lesado. Porém, a mondcitose que ocorreu neste estudo
parece estar associada a suplementacdo dietética, melhorando a
populagdo destas células, as quais em algum momento se diferenciardo
em macréfagos em locais de infecgdo (Martins et al.(2009).

A protecdo contra A. hydrophila nos peixes suplementados com
W. cibaria pode estar associada também ao aumento do numero de
anticorpos presentes no soro sanguineo estimulado pela presencga das
bactérias probidticas (Kumar, Mukherjee, Prasad & Pal 2006)(Ringo,
Lovmo, Kristiansen, Bakken, Salinas, Myklebust, Olsen & Mayhew
2010).

A melhora na competéncia imunitaria causado pela adicdo dos
probidticos pode ser observado quando comparou-se 0Ss animais
injetados tanto com solugdo PBS como com A. hydrophila em relagdo
aos grupos hasais, pois quando ndo havia a presenga do agente estressor
A suplementacdo com o0s simbiéticos ndo alterou os pardmetros
hematoldgicos, mas aumentou os indices de proteina e lisozima sérica
corroborando as observacdes de Das, Pradhan & Sahu (2009), Son et al.
(2009), Sharifuzzaman & Austin (2010) e de Eyto, McGinnity,
Consuegra, Coughlan, Tufto, Farrell, Megens, Jordan, Cross & Stet
(2007).

32 CONCLUSAO

O efeito da suplementacdo dietética de simbidticos aumentou a
competéncia imunitaria em surubins hibridos, aumentando as contagens
de eritrocitos, trombdcitos, leucdcitos totais, células granulociticas
especiais, neutrofilos, atividade da lisozima e imunoglobulinas totais. A
suplementacdo com W. cibaria, isolada de surubins, aumentou a
sobrevivéncia dos animais em cerca de 20% quando comparado a cepa
de L. plantarum proveniente de tilapias ap6s desafio com Aeromonas
hydrophila subspécie hydrophila. Este estudo evidencia que a
suplementacdo com simbiotico melhora significativamente a resposta de
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defesa em peixes em situacdo de infeccdo bacteriana, podendo ser
utilizado para minimizar as perdas no cultivo decorrentes de
enfermidades.
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CONCLUSOES GERAIS

Foi possivel selecionar cepas bacterianas com potencial probi6tico
isoladas de peixes nativos do género Psedoplatystoma.

Das cepas bacterianas isoladas do trato digestivo, a cepa Weissella
cibaria apresentou maior potencial para ser utilizada como
probidtico, pois além apresentar 6timo crescimento in vitro
colonizou o trato dos animais avaliados.

Com utilizacdo de prebidticos como a inulina foi possivel alterar a
concentracdo de probidticos nas dietas e aumentar a colonizagdo do
trato intestinal de hibridos resultantes do cruzamento entre “pintado”
macho, Pseudoplatystoma corruscans e “cachara” fémea,
Pseudoplatystoma fasciatum.

A utilizacdo conjunta de probidticos e prebioticos, os chamados
simbidticos, alterou os parametros imunolégicos e hematol6gicos
dos peixes hibridos.

Apobs infeccdo experimental com Aeromonas hydrophila subsp
hydrophila, a suplementacdo dos animais pelos simbioticos alterou
os indices hemato-imunoldgicos, microbiol6gicos e aumentou a
sobrevivéncia.

A utilizacdo de probidticos com cepas isoladas do préprio
Pseudoplatystoma frente a cepas isoladas de tilapias Oreochromis
niloticus apds infeccdo experimental com Aeromonas hydrophila
hydrophila, propiciou aumento de 20% sobre os indices de
sobrevivencia.

Este estudo comprovou a viabilidade e a eficacia da suplementacao
dietética com W. cibaria isolado do préprio surubim hibrido e sua
utilizagdo conjunta com prebidticos.


http://www.google.com/search?hl=en&&sa=X&ei=FAqATNmmOoW0lQefn6gT&ved=0CBEQBSgA&q=oreochromis+niloticus&spell=1�
http://www.google.com/search?hl=en&&sa=X&ei=FAqATNmmOoW0lQefn6gT&ved=0CBEQBSgA&q=oreochromis+niloticus&spell=1�
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38. CONSIDERACOES FINAIS

A cepa Weissela cibaria, isolada do proprio peixe hibrido de
pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e cachara, (P. fasciatum).
comprovou a viabilidade e a eficacia da suplementacdo conjunta com
prebidticos, aumentando 20% os indices de sobrevivencia apds desafio
via infeccéo experimental com Aeromonas hydrophila subsp hydrophila
quando comparada a cepas isoladas de outros animais como a cepa
Lactobacillus plantarum isolada de til&pias Oreochromis niloticus.

No entanto ensaios a campo devem ser preconizados afim de
testar a utilizacdo desta cepa frente a realidade brasileira de cultivos
comerciais de surubins hibridos.

Finalmente, deve-se também em proximos estudos idealizar
juntamente com o auxilio das grandes areas da microbiologia e
imunologia ensaios que possibilitem a compreensdo da atuacdo desta
cepa no intestino desses animais relacionados a expressdo génica de
fatores antimicrobianos expressos bem como viabilizar a producdo desta
em larga escala, com estudos de cinética de producdo e selecdo de meios
de cultura propicios & producdo massiva.

Este projeto tornou-se realidade devido a parceria entre
instituicdes publicas e privadas, onde de um problema real
(enfermidades bacterianas em organismos aquaticos) foi possivel buscar
em institui¢cdes publicas a solucdo alternativa ao uso de antimicrobianos
a campo.


http://www.google.com/search?hl=en&&sa=X&ei=FAqATNmmOoW0lQefn6gT&ved=0CBEQBSgA&q=oreochromis+niloticus&spell=1�
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