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RESUMO

Respostas imunolégicas inatas séo Uteis para determm estado de
saude de peixes e avaliar o efeito de substamoimsomoduladoras no
cultivo destes animais. A maioria dos estudosesabresposta imune
inata de peixes baseia-se apenas nos efeitos t#es digplementadas
com imunoestimulantes. Em aquicultura, apenas algestudos
correlacionam os efeitos da suplementacdo dos Giicts,
especialmente envolvendo espécies nativas. Asste, estudo teve
como objetivo avaliar a modulacdo de alguns par@amehemato-
imunoldgicos e a suscetibilidade do junéihamdia quelem infeccéo
da bactéria patogénideromonas hydrophilapds a suplementacdo ou
nao com probidtico na dieta. Os probidticos tesgddmmLeuconostoc
lactis, Q2 (ndo identificado) d.actobacillus plantarumisolados e
selecionados do trato intestinal de jundias e iigprespectivamente,
com a capacidade de colonizar e inibir possiveiggemosn vitro e in
vivo. A cepa que apresentou o melhor desempenho feuaonostoc
lactis foi utilizada no ensaidn vivo. O experimento consistiu de seis
tratamentos com trés repeticées cada: Grupo AeBeikmentados com
racdo nao suplementada com probiotico: T1 — Peides injetados
(NiC); T2 — Peixes injetados com 1mL de solucamaatstéril 0,65%
(SalC) e T3 — Peixes injetados com 1XIDFU/mL de Aeromonas
hydrophiladiluida em 1mL de solu¢éo salina esterilizada (AeGrupo
B: Peixes alimentados com rag¢édo suplementada cobidgico: T4 —
Peixes nao injetados (NiP); T5 — Peixes injetados ¢mL de solucao
salina estéril 0,65% (SalP) e T6 — Peixes injetanms 1x10 CFU/mL
de Aeromonas hydrophildiluida em 1mL de solucao salina esterilizada
(AerP). Vinte quatro horas ap0s as injecbes, oepeiforam
anestesiados com benzocaina e 0 sangue coletadpa@metros
examinados incluiram as contagens totais de dtisddRBC), de
leucdcitos (WBC) e de trombdcitos, o percentual hdematdcrito,
contagem diferencial de leucécitos, atividade aghte e
antimicrobiana do soro dos peixes contra bacté&Bigsn negativas e
Gram positivas. A utilizacdo desuconostoc lactisomo probiético na
dieta promoveu a colonizacdo do intestino de jumdidas nado
influenciou os pardmetros hemato-imunolégicos qoacwmparado ao
tratamento controle. Como perspectivas futuragpgeese a realizacao
de ensaiosn vivo e in vitro para verificar a possivel atuacao das
bactérias probidticas isoladas como inibidoras aldérias patogénicas
ou na melhoria do sistema imunoldgico e desempeobtgcnico.

Palavras-chave: parametros  hemato-imunol6gicogieromonas
hydrophila, Rhamdia queleprobidticos.



ABSTRACT

Supplementary feeding with lactic acid bacteria orsome haemato-
imunological parameters of silver catfish Rhamdia quelén
experimentally infected with Aeromonas hydrophila

The resistance of fish to microorganisms challetgeends mainly on
the efficacy of the immune response. Most studiastlte natural
immune response of fish have focused on the efééctiets and
immunostimulants. Few studies correlated the effemft probiotics
supplementation in aquaculture, especially invajvirative fish species.
Thus, this study aimed to investigate the modutatib some hemato-
immunological parameters and susceptibility ofesilgatfish Rhamdia
quelen to Aeromonas hydrophilanfection, after fed or not probiotic
supplemented diet. The experimental probiotics etestwere
Leuconostoc lactisQ2 (non- identified)and Lactobacillus plantarum,
isolated and select from the grastrointestinalttadcsilver catfish and
Nile tilapia, evaluating the capacity to colonizedainhibit possible
pathogendn vitro andin vivo. The kind which that showed the best
performance l{euconostoc lact)swas utilized in then vivo test. The
experiment consisted of six treatments in tripesaiGroup A: Fish fed
unsupplement diet: T1 - non injected fish (NI), -Ti&sh injected with 1
mL of sterile saline solution 0.65% (SAL); T3 -Hisnjected with 1 x
10" and 16 CFU/mL of Aeromonas hydrophildiluted in 1 mL sterile
saline. Group B: Fish fed probiotic supplementest:di4 - non injected
fish (NI), T5 - fish injected with 1 mL of sterilgaline solution 0.65%
(SAL) and T6 - fish injected with 1 x f0and 10 CFU/mL of
Aeromonas hydrophildiluted in 1 mL sterile saline. Twenty-four hours
after injection, the fish were anesthetized andidloed collected. The
examined parameters were: red blood cell (RBC)wahite blood cell
(WBC) counts, hematocrit, number of total thromkesy differential
counting of WBC, agglutinating titer and antimicrabactivity of the
serum against Gram-positive and Gram-negative bacte
Supplementation with probiotic did not influence turvival, red blood
cell (RBC) and white blood cell (WBC) counts, heatait, number of
total thrombocytes, differential counting of WB@gdutinating titer and
antimicrobial activity. However, the results not numstrate the
effectiveness of probiotics supplementation foresilcatfish, it provided
for the settling of the intestine of this, as wesl the modification of its
microbiota. These results suggested that the sdarchlternatives as
probiotic bacteria may be performed.

Keywords: hemato-immunological parametekgromonas hydrophila,
Rhamdia quelemrobiotics.
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1 INTRODUCAO
Aspectos relacionados ao cultivo de peixes nativos

A producdo de pescados no Brasil em 2007 foi d&01000
toneladas (IBAMA, 2009). De acordo com estas esiedls, foram
cultivadas aproximadamente 114 mil toneladas deepegxaticos e 58
mil toneladas de peixes nativos, respectivameni@p & 33% da
producdo total de peixes no pais. O Brasil aprasemndicdes
favoraveis para a expansao de sua producao peldatinia de recursos
hidricos, clima predominantemente tropical, e témyia pesqueira em
desenvolvimento (PEREIRA, 2007) Além disso, umaaci@ristica
importante do potencial da piscicultura brasiléra grande nimero de
espécies cultivadas, cada uma com suas peculiesdaddiferentes
formas de cultivo (BALDISSEROTTO e GOMES, 2005). Batanto,
diante do grande numero de espécies e hibridoseidespque estdo
sendo cultivados, a participacdo das espéciesasatia piscicultura
nacional ainda é modesta (KUBITZA et al., 2007).

As espécies nativas de grande difusdo no Brasias@zodnicas,
ndo sO6 devido ao porte, crescimento ou sabor daecamas
principalmente porque estas espécies evoluiramnebieate hipéxico,
ou andéxico em determinado periodo. Com o passagefagdes, essas
espécies desenvolveram adaptacdes para convivepoooo oXigénio
dissolvido na agua, principal dificuldade encordraem tanques de
criagdo (CRESCENCIO, 2005). Nos Ultimos anos agyisas sobre as
espécies nativas de diferentes bacias hidrografiéas aumentado
consideravelmente no pais, devido a grande dialsidie espécies e
capacidade de crescimento, entre elas destacam-dambaqui
(Colossoma macropomympacu Piaractus mesopotamicys surubim
(Pseudoplatystomaorruscan$, pirarucu Arapaimas gigas dourado
(Salminus brasiliensjs trairdo Hoplias lacerdag jundia Rhamdia
quelen), entre outras espécies que compbem nossa fauna
(BALDISSEROTTO e GOMES, 2005).

Neste contexto, o cultivo de espécies nativas € alteanativa
racional, de grande valor econémico e ecolégicstovijlue as criagdes
de espécies aléctones em ambientes tropicais podasar alteracdes
no habitat e na estrutura da comunidade, hibridizagerda do
patrimdnio genético original, alteracdes tréficamtroducdo de
enfermidades e parasitos. Tais modifica¢cdes podamedar reducdo da
biodiversidade em ambientes naturais, ou ainda,obeneizacdo da
biota (VITULE et al, 2009).
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O jundig,Rhamdia quelerfQuoy e Gaimard 1824, Siluriforme:
Heptapteridae) € um bagre nativo da América Lapresente em bacias
hidrogréaficas desde o sudeste do México até o @eddr Argentina
(ZANIBONI- FILHO, 2004). A sistemética do génerm@hamdia é
confusa desde que foi descrita e a revisdo de HESRIP (1996) ja
apresenta algumas contestacbes (BALDISSEROTTO, )20@4
coloracgao do jundia varia de marrom-avermelhada @ecinza ardésia.
A pigmentacédo da parte inferior da cabeca é vdri&equelervive em
lagos e pocos fundos dos rios, preferindo os ardsietle dguas mais
calmas com fundo de areia e lama, junto as margemegetacao.
Escondem-se entre pedras e troncos apodrecidosidgesaem a noite,
a procura de alimento (BALDISSEROTTO, 2004).

Esta espécie vem despertando interesse na aqiacudevido a
caracteristicas zootécnicas favoraveis, habito ovojv adaptado a
diferentes ambientes (BALDISSEROTTO, 2004) e suaneaé
apreciada devido a qualidade e auséncia de espintiasusculares,
além de apresentar boa aceitacdo no mercado ca@@uf@OMES et
al., 2000; TOWNSEND e BALDISSEROTTO, 2001; FRACALSIS:t
al., 2007; SILVA et al., 2008). O cultivo deste pe&enarcado pelo
rapido crescimento, boas taxas de conversdo almensobretudo pela
tolerdncia a baixas temperaturas, garantindo conestdo continuo
inclusive no inverno (FRACALOSSI et al.,, 2004). Hongdo destas
caracteristicas, o jundia é considerado uma daéciesp de peixes
nativos com grande potencial para o cultivo intemsi

O Brasil é o principal produtor mundial de jundi@presentando
cerca de 1,4% do total de pescado produzido peior smjliicola
brasileiro no ano de 2000 (BOMBARDELLI et al. 2006) cultivo de
jundid esta mais concentrado na regido sul, pittiente no Rio
Grande do Sul (LAZZARI et gl 2006). Em Santa Catarina, das
22.917,5 toneladas produzidas de peixes de agua mime@stado, 7%
representam o cultivo de bagres, incluindo bagrerigano “catfish”
(Ictalurus punctatus)jundia e bagre african@larias gariepinus)atras
apenas da criacao de tilapi&réochromis niloticuse carpas (comum -
Cyprinus carpip capim - Ctenopharingodon idella; prateada -
Hypophtalmichthys molitrix;cabeca grande Aristichthys nobilis
(EPAGRI/CEPA, 2009). Na regiao Sul do Brasil fregi@genente é
realizado sua criacdo em policultivo (jundia, carpa tilapia)
(BALDISSEROTTO, 2009). Segundo estatisticas do IBXA009), a
producdo de jundias em Santa Catarina foi de 3®3adas no ano de
2007. Entretanto, em cultivo comercial, o jundidaesubmetido a
situacBes de estresse como variaces bruscas gertgura e baixas
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concentraces de oxigénio na agua, que afetam stabofismo e,
consequentemente, comprometem sua imunidade (BRANRAO04).

Enfermidades bacterianas nas pisciculturas

Com a intensificacdo do cultivo na piscicultura, snémento da
incidéncia e severidade de doengas bacterianasm assmo a
introducdo e disseminag¢do de novas enfermidadesNDENBERG,
2004). Durante o processo de cultivo, 0s peixes csfstantemente
submetidos a diferentes procedimentos de manejo aeacbes
ambientais, que alteram o equilibrio organico eepodevar a inibicao
do crescimento, podem determinar mudancas na cagapoda
microbiota intestinal, falhas na reproducéo e tésta que induzem a
proliferacdo de patdgenos, tornando os peixes rsageetiveis as
enfermidades, com consequente prejuizo para o famoRAGUNDES,
2009). Com isso, existe um crescente interesseis@alde solucdes que
permitam minimizar os danos causados pelo manggioeambiente.

Dentre as enfermidades diagnosticadas em peixeg asologia
bacteriana estdo entre as mais impactantes, dasiddtas taxas mor-
talidade e ao custo elevado para sua prevencaot®leo Destacam-se,
neste sentido, os génerogderomonas Pseudomonas Vibrio,
Flavobacterium Edwardsiella Streptococcus e Enterococcus
(PAVANELLI et al.,, 2002; MARTINS et a) 2008). Estas bactérias
podem ser encontradas nos orgaos internos comdigmalo, intestino,
coracdo, cérebro e baco (PLUMB, 1997; SHOEMAKER LEKIUS,
1997; CAl et al 2004; LIM e WEBSTER, 2006) e estdo presentes na
superficie corporal e branquias dos peixes (KOZINSKO07).

A Aeromonas hydrophil&@ um dos mais importantes patégenos
descritos na aquicultura brasileira (GODOY et2008). A enfermidade
causada por esta bactéria pode comprometer asuméntegumento e
intestino de exemplares perfeitamente saudaveislosespecialmente
abundantes em aguas com qualidade alterada, dspati@ com baixos
niveis de oxigénio e altos niveis de matéria oghré poluentes
(MERINO et al., 1995; KIROV et al, 2002; WHO, 2004
FIGUEIREDO et al.,, 2008). Estas bactérias sdo Grempativas e
tipicamente oportunistas, organismos patogénicosultiivos, e
manifestam-se em hospedeiros enfraquecidos e atagaot outros
agentes etiologicos. S&o, portanto consideradossames secundarios
que se estabelecem em condic¢des particularesstaéaim rapidamente e
se desenvolvem ao mesmo tempo em que outras iefecgéndo estas
exacerbadas pelo desenvolvimentoAgeomonasque sdo geralmente a
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causa Ultima da morte do hospedeiro (PAVANELLI &t &2002;
FIGUEIREDO et al 2008). Os sinais clinicos de infec¢cdo podem waria
de lesdes de pele, superficiais ou profundas, argsatipicos de
septicemia. As lesGes de pele podem se apresemtan @reas de
hemorragia e necrose de extensdo variada, que ppdmredir para
Ulceras que acometem geralmente o tecido musdutar.quadros de
infeccdo sistémica sdo observados a exoftalmiadrabd distendido
contendo liquido serosanguinolento e presenca deééquias
hemorragicas nas visceras (PAVANELLI et al., 2002).

Os fatores de viruléncia desta bactéria estdoioelagos com a
invasao, replicacdo e evasdo do sistema imune teispg além de
provocarem as lesGes durante a patogénese da dShCHES et al.,
2004). Vérios fatores de viruléncia tém sido déssremAeromonas
hydrophila(ANGKA et al., 1995; VILCHES et al., 2004).

No Brasil, as bactérias do géneAeromonassao um dos
principais causadores de consideraveis perdasso@ydtura (BELEM-
COSTA e CYRINO, 2006). Em Sao Paulo, foi relatade ¢8% das
amostras de carne de "pintad®séudoplatystomap.), coletadas em
supermercados, foram positivas parromonas(RALL et al., 1998).
SHAMA et al (2000), isolando e identificando bactérias patag&nem
jundias criados em tanque em Santa Maria (RS),nodrsen queA.
hydrophilaapareceu em 6% dos animais examinados presergemao
e superficie corporal. BOIJINK e BRANDAO (2001) @xperimento
com jundias inoculados por injecdo intramusculam cbactéria
Aeromonas hydrophilaobservaram comportamento alterado, com perda
de equilibrio e movimentos respiratorios lentos nawas que
antecederam a morte. Os peixes mortos apresentseite contendo
fluido mucoso amarelado, exoftalmia, coloracdo emabre erosdo nas
nadadeiras, além de apresentarem Ulceras com bardaselhadas no
local da inoculacdo e brénquias e demais 6rgaesnog pdlidos e
flacidos.

HIRSCH et al.(2006), estudando a distribuicao daseees de
Aeromonagem tilapiculturas localizadas na regido do Alto Bi@ande,
Minas Gerais, verificaram a ampla distribuicdo derdntes espécies
entre as propriedades estudadas, foram encontrasgmcies
potencialmente patogénicas aos peixés fydrophila, A.sobria,
A.veronii, A. caviae, A. schubejtiiforam isoladas também espécies
potencialmente patogénicas a seres humafosydrophila, A.sobria,
A. caviae, A. veronii bt veronii, Achubertii,e A. jandae), implicando
em risco ao consumidor.
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Algumas considerac¢des sobre o sistema imune desspei

A imunidade dos organismos aquaticos € ainda pentandida,
envolvendo um conjunto de barreiras e mecanisrs@®$§, quimicos ou
celulares de um ser vivo capaz que prevenir ou atenlagressoes de
origem fisica, quimica ou biolégica provenientesasobiente que os
cercam (FIGUEIREDO et al.,, 2008). Em contribuicadiyersos
compostos imunoestimulantes derivados de planigas anarinhas etc,
(DUGENCI et al., 2003; FARIAS et al., 2004; RODRIES et al.,
2009), as vacinas (FIGUEIREDO et al., 2009) e mridms (ALY et al.,
2008; JATOBA et al., 2008), tém sido empregadogrevencdo do
estresse e enfermidades em peixes, de maneira t@rntaestado de
equilibrio homeostético (TAVARES-DIAS e MORAES, 200

O sistema imunoldgico dos peixes esta intimamesigecionado
ao sangue. O sangue é um tecido fluido compostordplasma liquido
e componentes celulares (RANZANI-PAIVA, 2007), respavel pela
distribuicdo de calor, transporte de gases regpioat nutrientes e
produtos de excrecdo. A presencga, quantidade engdgpdas diferentes
células no sangue periférico (vascular) refletesstado fisioldégico do
organismo, apresentando ampla variacdo em funcdatales externos
e internos (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004).

Os peixes possuem um sistema imunolégico composto p
sistema imune inato (do préprio animal ou espéeigldaptativo ou
adquirido (ligados a imunidade dos peixes e adtpsrao longo de sua
vida e exposicdes a patdégenos e parasitos) quenpegiede dois tipos:
a imunidade mediada por células e a imunidade halmoSegundo
IWANA e NAKANISHI (1996), fatores celulares e hurmaig de ambos
0s sistemas, inato e adquirido, promovem nos p@r@ecao externa e
interna contra agentes infecciosos. Apesar dand&ti na classificacdo
desses dois sistemas de defesa, deve-se enterdguapdo um agente
patogénico entra em contato com o hospedeirosegdefende mediante
a interacdo da maioria dos elementos que compdsisteama imune,
sendo que os fatores de cada sistema podem agiademente ou em
combinacdo (FERNANDEZ et al., 2002).

O mecanismo de defesa inato ou natural pode sexdatipor
diversos estimulos como patdégenos (bactérias, ,vifusgos, ou
parasitos) ou uma susbstancia estranha ao organ@®rsistema imune
inato é considerado como a primeira linha de defgsa consiste de
barreiras fisicas que incluem escamas, muco, bid@aq epiderme,
imundcitos incluindo as células fagociticas, c&utatotoxicas nao-
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especificas, células endoteliais e uma ampla \&diedle componentes
humorais tais como transferrina, lisozima, sistes@mplemento,
inibidores de protease, anticorpos naturais, feasti pentraxinas,
citocinas, quimiocinas e peptideos antimicrobiat®ssecrecdo interna
de varios tecidos e tipos de células (MAGNADOTT2RP6; AOKI et
al., 2008).

Considerado uma das principais barreiras de detesdra
organismos patogénicos, o muco também possui arigdape de
reduzir o atrito do corpo do peixe com a aguajifantdo, ndo apenas
sua hatacdo, mas também contribuindo na funcao resgutatéria do
animal (KUBITZA e KUBITZA, 1999). O muco de supeift contém
diversos compostos como lectinas, lactoferrinagzimas, enzimas
proteoliticas, fosfatase alcalina e esterase, coemes do sistema
complemento, peptideos antibacterianos, hemolisimamoglobulina M
e pentraxinas que inibem ou dificultam a infeccadisseminacdo de
patégenos (FIGUEIREDO et al., 2008) e sdo substarmtim atividades
biostaticas ou biocidas (PALAKSHA et al., 2008)qeanto aquele
conhecido como mucopolissacarideo se faz presentpele, o qual
encontra-se, na sua grande maioria, na forma cmagos complexos
denominados de proteoglicanos (RODRIGUES e BENE\A[ID10).

Os receptores envolvidos na resposta da mucoseli@piéo
receptores tipo “Toll” e “NODs” (dominio de oligon®acdo de
nucelotideo) (MEDZHITOV, 2007). O reconhecimento patdégeno
ocorre por meio de “células apresentadoras deeartifj e das células
epiteliais que constituem a barreira celular priemdFRITZ et al.,
2007).

Outra barreira fisica importante sdo as branquissuyem como
propriedade a regulacdo do equilibrio osmoticoxaegéo de parte do
nitrogénio dos residuos compostos e gas, aguza deions (TORT et
al., 2003).

Quando um patégeno entra em contato com o hospepeia
primeira vez, os mecanismos inatos sdo usualmeriieiestes para
prevenir a infeccao, através das atividades dosot#os, os quais
possuem uma elevada atividade fagocitica, destvuosd organismos
patogénicos e que podem ser auxiliados pelo sist@maplemento.
Durante este ato, acionam os mecanismos adaptatvatefesa que
produzirdo a memoria imunoldgica, bloqueando o medeimento de
uma nova infec¢do causada pelo mesmo patégeno SHRERN et al.,
2001; MAGNADOTTIR, 2006).

As respostas imune adaptativas sdo dependentestiddades
dos linfocitos T e B, que atuam na producdo de aylobina
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especifica, atividade citotoxica e imunomodulagdia eitocinas
(SHOEMAKER et al.,, 2001), que contribuem para goost mais
eficiente contra a infeccdo (MCGUINNESS et al.,2ZQUEDZHITOV,

2007) leva a formacao de anticorpos e memoria ildgima apdés o
reconhecimento do agente invasor pelas célulasigien® imune e
também se apresenta dividida em resposta imune raliraocelular
(SECOMBES, 1996; IWAMA E NAKANISHI, 1996; BERNSTEIMNt

al., 1998).

No sistema imune adaptativo, macréfagos e, espemide, as
células dendriticas agem como “células apreserdadide antigenos”,
apresentando antigenos aos linfocitos T. Estes digenando fatores
soliveis (citocinas) que ativam os fagocitos, oaisjupor fagocitose,
destroem os patdgenos. Em outro tipo de interdegocitos utilizam
anticorpos liberados pelos plasmocitos derivadoinfiécitos B a fim
de permitir o reconhecimento mais eficiente dosnel#os agressores
pelas células de defesa (WEDEMEYER, 1996). Uma empincia
destas interacbes é que a maioria das respostazesma agentes
infecciosos € realizada por uma variedade de n&oasi inatos e
adquiridos, ou seja, nas fases iniciais da infech@opredominio das
respostas inatas, e nas fases mais tardias, osilos passam a gerar
respostas imunes adquiridas (NAYAK, 2010).

A resposta imunolégica adaptativa desenvolve-ss apéontato
entre as células do sistema e um patégeno comoexamnplo, virus,
bactérias ou protozoarios, o que lhe confere cadeeespecificidade
(ROITT et al., 2003). Estas células sdo capazeigattdificar e reagir
somente com as moléculas que séo estranhas agsanga@utro fator
que colabora para a ativacdo do sistema imunig@aptativo é o fato da
agressao pelo agente ser reincidente, pois umatedstica especifica
deste sistema é a producdo de uma memdria imunal@ipartir da
primeira infecgcdo (PARHAM, 2001).

Ja quando h4 a ativacdo do sistema humoral, peldande um
antigeno no organismo chegando a um 64rgéo linf@ddjnfécitos B
dividem-se e formam células que sofrem diferenciagéiginando os
plasmdcitos (linfocitos B ativados) e células demdBa, que produzem
anticorpos especificos para cada antigeno. Estalasde memodria
estdo aptas a responder prontamente a um préxim@teocom o
antigeno (SECOMBES, 1996; KAATTARI e PIGANELLI, 189

A via celular é representada pelos linfécitos Thf@citos T
auxiliares, linfécitos T citotoxicos, linfocitos Supressores e linfocitos
T memodria) que possuem a capacidade de reconheibgersos que se
ligam aos marcadores de superficie de macréfaggsiengromover a
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sua proliferagdo (SECOMBES, 1996).

Os principais componentes do sistema imune doepea#io as
células brancas do sangue, os leucécitos, prodsjzidimcipalmente, no
rim cefélico, timo e baco (HRUBEC e SMITH, 2000; RO et al.,
2003). Os leucdcitos descritos em peixes tele6s@ons neutrdfilos,
mondcitos/macrofagos, células B, plasmécitos, aélull, células
“natural killer”, eosinéfilos e baséfilos (SECOMBE$996; WHYTE,
2007; ALVAREZ-PELLITERO, 2008). Alguns estudos retes
confrmam a funcdo de determinados leucdcitos cofoélulas
apresentadoras de antigenos” ou células dengit{gdRAKI et al.,
2008; ALVAREZ-PELLITERO, 2008).

Como os peixes sdo desprovidos de medula 6sseforoldos,
os tecidos mieldides e linfoides estdo, geralmerssgciados ao mesmo
orgdo e podem apresentar fungdo imuno-enddcrinaandd na
producdo de anticorpos e catecolaminas (TORT et 24103). A
mielopoiese geralmente ocorre no rim anterior &ago, considerando
gue o timo, rim e bago sao os principais 6rgadsities (ZAPATA et
al., 2006).

O rim anterior é considerado o 6rgdo primario drilag B,
servindo também como o6rgdo linféide secundario I¢goa ao
linfonodo) e no “clearance” de antigenos sollveipaeticulados da
circulacdo, sendo este o principal local de produgé& anticorpos
(WHYTE, 2007).

O baco dos teledsteos também esta incluido nanelgéo de
antigenos transportados pelo sangue e complexawegrem elipsoides
vasos sanguineos, além de apresentar os antigenasiniciacdo da
resposta imune adaptativa (WHYTE, 2007). O baco renoanterior
apresentam agregados de macréfagos, os quais tasebéesenvolvem
em associacdo com les@es inflamatérias crénicasoetmos 6rgaos
(AGIUS e ROBERTS, 2003).

O timo, 6rgdo linféide pouco conhecido nos teledsteonstitui
o local de desenvolvimento e maturagéo dos lindéck. O timo pode
ser considerado como agregacdo de encapsuladosciéfagos que
processa a proliferacdo de células T (ALVAREZ-PHIERO, 2008).

O tecido linféide associado ao intestino (GALT)tdkedsteos é
constituido principalmente por diferentes tamanhdes linfécitos,
plasmadcitos e macréfagos, além de diversos tipogrdauldcitos,
células PAS positivas e eosindfilos granulares (ZAR e AMEMIYA,
2000). Os eosindfilos sé@o células frequentementeledas na resposta
a doencas parasitarias (ALVAREZ-PELLITERO, 2008).

Embora praticamente todos os tipos de leucdcitodribaam
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para a defesa do hospedeiro, ha trés tipos quengesbam funcdes
especialmente importantes. Os neutrofilos e a s#eiemondcitos-
macréfagos séo células fagociticas, que atuam pamente ingerindo
e digerindo bactérias, restos celulares e outra®rias particulados
(VALE et al., 2002).

Os mondcitos sao provavelmente as células sanguimeds
importantes da resposta imune devido a capacidafegdcitar material
estranho ao hospedeiro, assim como restos celulda@egesposta
inflamatdria e de outros processos degeneratiiés) de secretarem
radicais livres de oxigénio e nitrogénio e destdiferentes tipos de
patdogenos (FALCON, 2007). Os mondcitos possuemaaatividade
citotoxica ndo-especifica e sdo consideradas célefa transito no
sangue e, durante o processo inflamatério, migraama ptecido
conjuntivo onde se transformam em macréfagos (WHYZ®D7). A
guantidade de mondcitos no sangue pode variar coafo sexo e/ou o
estadio de maturacdo gonadal. O aumento do nunessasl células
pode ser interpretado como uma reacéo do peixteféesuscetibilidade
de adquirir alguma enfermidade, devido ao desgasieocado pela
reproducéo e todas as suas implicagfes (RANZANNMAAE SILVA-
SOUZA, 2004).

Os macroéfagos séo células multifuncionais, poismalde
participarem da fase cronica da reacdo inflamatdeésencadeiam e
modulam varios eventos da fase aguda. Quando afivgobr
endotoxinas ou linfécitos T convertem a arginina @tiwo nitrico que
exerce acdes bactericidas, tumoricidas e fungicidsscretam mais de
cem substancias biologicamente ativas (SECOMBESE, 2001).

A reacao inflamatéria inespecifica e a respostanoitgica nas
quais ocorre a fagocitose sdo de extrema impodéamus mecanismos
de defesa do hospedeiro, pois os mondcitos do eapeguférico
transformam-se em macréfagos e migram para o fdtamatério. Na
aquicultura h4 interesse especial em aumentaistéresa a doencas e 0
incremento da atividade fagocitaria de células efesh € um aspecto
importante. Aumento da atividade fagocitica degamibs bacterianos
induzida pela liberacdo de fatores ativadores derdfegos resulta da
inoculagdo de patdégenos mortos ou de seus prodstisi como da
aplicagdo de imunoestimuladores e adjuvantes (TAEKBBIAS e
MORAES, 2004).

O terceiro grupo, constituido pelos linfécitos e lutas
relacionadas, sao responsaveis pela resposta iespeeifica humoral e
celular, promovem a producdo de anticorpos, aumdatcapacidade
citotoxica, atuam no processo de memoria imuno&gipromovem a
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liberagdo de fatores reguladores da funcdo imu@SEMNAGA et al,
1996). Ainda sdo muito variados os dados sobre reeptagem de
linfécitos sangliineos encontrados nos experimergaizados com
peixes, podendo receber influéncia de muitos fafdeds como espécie,
condi¢cBes de coleta e armazenamento do sanguéedes ambientais
(FERNANDEZ et al., 2002). Os linfécitos se caraiegtm em dois
grupos distintos de popula¢des chamados linfé@tesT. Os linfécitos
B se diferenciam em plasmécitos (linfécitos B alivs) e células de
memoria e participam da resposta imune humoral,uarq os
linfécitos T possuem diferentes tipos e desempenHam;des
especificas:

- Linfécitos T auxiliares: reconhecem antigenosalquer substancia
estranha que possa induzir a resposta imune) &spscligados a
marcadores e liberam mensageiros quimicos queldatima atividade
de células como os fagocitos, os linfocitos B easulinfécitos T;

- Linfécitos T citotoxicos: reconhecem e destroeflulas infectadas,
quando ativos, migram para o local de infecgcdo ata timo e
segregam substancias tdxicas que matam as céhaamas;

- Linfécitos T supressores: por meio de mensagejudsicos, ajudam a
moderar ou a suprimir a resposta imune quando ecgab j4 esta
controlada;

- Linfécitos T memaria: vivem em estado inativo, sma@spondem de
imediato quando em contato posterior com 0 mesmbgearo
(TIZARD, 2002).

Os fagocitos sdo as células mais importantes dcamsno
celular ndo-especifico e sao auxiliadas por véatsres sollveis tais
como complemento e lisozima. As células fagocitioas fagodcitos
(granulécitos (neutrdfilos), mondcitos e macrofggbssempenham um
papel importante na regulagdo do sistema imune pelcanismo de
fagocitose, que constitui como a primeira linha digesa contra a
invasdo de microrganismos. Estas células sdo capbzesnglobar a
bactéria e maté-la pela geracdo de anion super@f) e seus
derivados, tais como peréxido de hidrogénigQ}) e radicais livres
(OH) em um processo conhecido como “burst” respiratogque
culmina com a inibicdo do crescimento ou a complstruicdo dos
microrganismos invasores. Os intermediarios reatiam oxigénio
possuem potente atividade bactericida (SAKAI et, a001;
HERNANDEZ e TORT, 2003; SELVARAJ et al., 2006; Ala., 2007,
MAITA, 2007; LIN et al., 2009; SIWICKI et al., 2009

Nos peixes, os trombdcitos também sao referidooamulas de
defesa, pois contém arsenal préprio para fagogitws®mo glicogénio
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associado ao fornecimento de energia devido ao r@omelo

metabolismo dos carboidratos pela glicdlise (PASEIND et al.,

2005; TAVARES-DIAS, 2006), fosfatase acida (SCHUatTal., 1997)
e alcalina (PASSANTINO et al., 2005) e fagocitanctéaas e outros
antigenos (KOLMAN et al., 2003).

A lisozima é uma enzima litica de origem leuco@tdle grande
importancia na defesa do organismo contra patdégeps peixes,
encontra-se amplamente distribuida em locais onde nimior
probabilidade de ocorrer uma invasdo bacteriananetegidos com
grande quantidade de leucdcitos (neutréfilos, mibos@ macrofagos)
como pele, muco, baco, figado, mlsculo, branqurasy intestinal,
soro, tecidos linfoides e outros fluidos corpord®AURABH e
SAHOO, 2008). A lisozima divide os peptideoglicampe compdem a
parede celular das bactérias gram-positivas ediledjumas bactérias
Gram-negativas em conjunto com o sistema complem@iZARD,
2002). Os niveis de lisozima podem apresentar variacOeglae
sazonalidade, sexo, maturacao sexual, alimentter@iperatura da agua,
estresse, poluicdo e infeccbes (HERNANDEZ e TORUIQ32 A
mensuracao da lisozima pode ter valor diagnésticdeterminacédo da
condi¢do imunoldgica e resisténcia a doencas (SARHRA SAHOO,
2008).

Em alguns estudos, temperaturas fora da zona deesa que o
peixe estd aclimatado, em geral inibem as funcdms fdgdcitos.
Situacbes de estresse, caréncia alimentar e algdoescas podem
diminuir a atividade do sistema imunoldgico dosxgsj como também,
a presenca de certos poluentes na agua tem efaposssores sobre a
atividade dos fagocitos dos peixes (HERNANDEZ e TOR03).

A ativacdo do sistema complemento é um caminhmailti®o em
situacbes de emergéncia, sendo uma potente defiesa contra
organismos invasores como bactérias, fungos, erparasitos (LIN e
SHIAU, 2005). O sistema complemento é um conjurgoptbteinas
sollveis e outros componentes no plasma que estémvielos nos
processos biolégicos de fagocitose, opsonizacadamiataxia de
leucacitos e inativacdo de toxinas liberadas potéoas (SECOMBES,
1996; CLAIRE et al., 2002; BOSHRA e SUNYER, 200&km de ser
considerado um dos principais mediadores do prodefiamatorio e na
resposta imune. Estas proteinas normalmente sentesmtona forma
inativa na circulacdo ou em baixos niveis de afivagspontanea, e sua
ativacdo ocorre de maneira sequencial, em efegoata gracas a um
estimulo inicial em que cada componente contrilawa @ protedlise do
préximo componente a ser ativado (RUS et al., 2005)
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O sistema complemento pode ser ativado por trés digtintas
denominadas vias classica, alternativa e da ledfit@LLAND e
LAMBRIS, 2002). A via classica é ativada principalme por
complexos antigeno-anticorpo e agregados de imabolijhas, em
enquanto que a via alternativa ndo depende da nuasele
imunoglobulinas para ser ativada, mas da presemgafudgos e
bactérias, alguns tipos de virus e helmintos sdwientes para a
producdo das proteinas sollveis no plasma. Em feieatividade
bactericida é decorrente principalmente de ativat@wia alternativa
(BOSHRA e SUNYER, 2006).

Dentre as acdes das proteinas do sistema comptenzentais
conhecida é a capacidade de destruir patdgenaslorizerfuracdes em
suas membranas, acdo que caracteriza a via altarolat sistema. As
proteinas do sistema complemento também estdo véda®l nos
mecanismos de recrutamento de células fagociticas reacdes
inflamatdrias e na exposicdo de antigenos aosclin&) atividades
relacionadas com a via classica do sistema (CLAHREI., 2002;
BOSHRA e SUNYER, 2006).

As lectinas e/ou aglutininas sdo proteinas ou gliateinas com
capacidade de ser ligar especificamente a acUckresuperficie de
diferentes células, causando sua aglutinacdo.pEspaiedade deriva do
fato de estas moléculas, assim como os anticorpssvdrtebrados,
possuirem pelo menos dois sitios de ligagdo (migsiéchivalentes),
sendo assim capazes de aglutinar células que erpregeterminados
acucares na sua superficie. Estudos com estasina®t¢éém sido
realizados, entretanto sua relagdo com a imunidasigeixes ainda néo
estd bem esclarecida. As pentraxinas séo lectirgemqes nos fluidos
corporais dos vertebrados e estdo associadas a@spasta aguda e
podem ocasionar um aumento nos niveis do soro api@s lesdo
tecidual ou infeccdo através da ativacdo do sisteomaplemento e
desempenham um papel no reconhecimento e elimindg&células
apoptéticas (MAGNADOTTIR, 2006).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sao amplamente
distribuidos na natureza como mecanismos de defasgoeixes e
podem ser ativados contra bactérias (CUESTA eR@08; MAIER et
al., 2008).

Os anticorpos (imunoglobulinas) sdo parametros @sun
adquiridos que também podem ser classificados aomponentes do
sistema inato. A importancia dos anticorpos nasumas peixes tem sido
demostrada em varios estudos através da manutdacBomeostase e
na remocao de células apoptoéticas (MAGNADOTTIR,&00
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Segundo SHOEMAKER et a(2007) e SAURABH e SAHOO
(2008) a resposta imune dos peixes pode ser imflagda por varios
fatores dentre os quais se destacam:

a) Genética: variagdo individual da resposta imuimga e
adquirida;

b) Ambiente: fotoperiodo, temperatura da 4guaagéstdo ano;

c) Estresse: qualidade da agua, poluicédo, densifla@stocagem
e manejo de modo geral;

d) Nutricdo: qualidade e quantidade da dieta fodeedatores
antinutricionais, concentragdo dos microingredente uso de
imunoestimulantes, vacinas e probiéticos;

e) Patogeno: nivel de exposicao, tipo (parasitctéba, virus) e a
viruléncia.

O entendimento e compreensdo da biologia dos pemes
particular da resposta imune é importante para uanejo sanitario
apropriado. O sistema inato dos peixes tem gernatgoesse crescente
nos ultimos anos e considerado um fator chave fesae@rimaria e na
organizacao da imunidade adquirida (WHYTE, 200Wréfanto, ainda
existem importantes lacunas no conhecimento de mIOE
mecanismos imunes, além da disponibilidade e \&vide informacdes
de acordo com a espécie de peixe (ALVAREZ-PELLITERDOS8).
Recentemente, iniciaram-se o0s estudos sobre inginolde peixes
nativos como o pacuP(aractus mesopotamicysmatrinxd Brycon
amazonicup e tambaqui Colossoma macropomynfABREU, 2007;
BILLER, 2008; OLIVEIRA, 2008; CHAGAS et al., 200CHAGAS,
2010). Contudo, a maioria dos estudos sobre imgielde peixes,
incluindo espécies nativas, tem sido relacionadaeste a imunidade
inata (SECOMBES, 1996; MAGNADOTTIR, 2006; ZAPATA at.,
2006; WHYTE, 2007; ALVAREZ-PELLITERO, 2008).

Parametros hemato-imunolégicos como indicadores idéeccao
microbiana em peixes

As variaveis hematoldgicas representam uma impertan
ferramenta na identificagdo do estresse ocasiopattp ambiente de
cultivo e pelos parasitos, utilizados como indicadobiolégicos no
monitoramento da sanidade dos peixes e das bodg@es ambientais.
(DE PEDRO et al., 2005; ISHIKAWA et al., 2008; MARIS et al.,
2008; TAVARES-DIAS et al., 2009). Essas informac@eslem ser
utilizadas para avaliar o estado fisiolégico dexggi padronizando as
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condi¢bes ideais para o seu cultivo. Estudos sasreparametros
hematoldgicos de peixes brasileiros em condi¢cdescudtvo, tém
aumentado nas Ultimas décadas (ARAUJO et 2009), pois as
variaveis relativas ao eritrograma auxiliam na fifieacéo de processos
anemiantes, enquanto o leucograma auxilia no d&igedde processos
infecciosos e outros estados de desequilibrio het@igeo. Assim, faz-
se necessario o conhecimento dos parametros deiesps diferentes
tipos de cultivo para o estabelecimento de um bdeatados confiavel,
uma vez que a composicdo sanguinea dos peixesspodaluenciada
por fatores bioticos (espécie, sexo, estadio dendesvimento gonadal,
status nutricional, estresse, infeccbes, peso eprimento corporal,
nivel de parasitismo) e abidticos (temperaturantidade de oxigénio
dissolvido e gés carbbnico, pH e sazonalidade) ARES-DIAS e
MORAES 2004; TAVARES-DIAS et al., 2009).

Em espécies nativas como o jundihémdia quelen tambaqui
(Colossoma macropomygmo pirarucu Arapaima gigay a matrinxa
(Brycon amazonicys o pacu Piaractus mesopotamicyso pintado
(Pseudoplatystoma  corruscgns varias alteragbes hormonais,
metabdlicas ibnicas e hematoldgicas, em decorré&lwiastresse foram
registradas (BARCELLOS et al., 2001; GOMES et 2003; GOMES
et al., 2006; TAKAHASHI et al., 2006; BRANDAO et,aR008;
FAGUNDES e URBINATI, 2008; CARNEIRO et al., 2009HBGAS,
2010).

Os eritrocitos séo as células mais numerosas dgusarmgue
contém o pigmento respiratério, hemoglobina, que por funcdo o
transporte de oxigénio e gas carbbnico por meicatabinacdo da
hemoglobina com oxigénio formando oxihemoglobinay érgéos
respiratérios, ocorrendo posterior troca de,G€xridual (RANZANI-
PAIVA, 2007). Qualquer deficiéncia no eritrécitor&eraduzida por
uma falta de @ nos tecidos (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA,
2004). A elevacéo do valor de hematdcrito podeobservada como
resposta hematolégica a eventos estressantes,dpar@as espécies
(BARTON e IWAMA, 1991), especialmente em relacadoxia.

Observacdes em relacdo ao hematdcrito, a concaotrde
hemoglobina e a contagem de eritrécitos podem @es indicadores
sobre a capacidade de transporte de oxigénio daespepermitindo
estabelecer relacbes com a concentracdo de oxigisponivel no
habitat de origem do animal (TAVARES-DIAS e MORAE3)04;
TAVARES-DIAS et al., 2009).DUCCINI et al. (2004)lagaram que
alteracbes nos niveis de glicose estdo relacionaedas o nivel de
atividade da espécie e do ambiente em que estai saitivadas.
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CAVERO et al.,, (2004) utilizaram a glicose plasmegticomo um
indicador indireto de estresse em peixes e ressaltgue 0s niveis
aumentaram quando foram realizadas as praticasotitea,r como
biometria e sifonagem, reduzindo-se a medida gsigeixes foram se
adaptando as condi¢cbes experimentais. Esses demiltemonstram
que a glicose pode ser usada como indicador dessstem peixes em
condicbes adversas. No entanto, MARTINS et al. §00uscando
encontrar a diferenca no quadro hematoldgico @sosta inflamatoria
aguda induzida em Tilapia do Nilo observaram o lrdeeglicose e ndo
obtiveram diferenca entre os tratamentos, o qussipeimente, deve-se
a adaptacéo dos animais as devidas condi¢cOes memesis.

Agentes estressores como: ectoparasitas, variacdes
temperatura, hipoxia, transporte, o tempo de egfosimétodo de
exposicdo do patdégeno e manuseio estéo relaciontrdemente com
a mobilizacdo de energia enddgena pelo peixe, ja, d@mentos nos
niveis de glicose sanguinea (URBINATI et al., 20@4jnobilizacdo da
glicose tem por objetivo fornecer energia extraaparanimal resistir,
durante o periodo de disturbios (CAVERO et al., 200

O titulo algutinante e a atividade antimicrobianas doeixes
podem constituir importantes parametros imunol&giagma vez que
alteracBes nestas atividades podem refletir coedicde estresse
provocadas por alteragcbes ambientais, fisiologimaspor infeccdes
(NAYAK, 2010). Em tildpias do Nilo @reochromis niloticus
vacinadas intraperitonealmente coieromonas hydrophila titulo de
aglutinacdo foi significativamente maior quando pamdo a outras
vias de aplicacdo. No mesmo estudo, 0 soro doepar todos os
tratamentos ndo apresentou atividade antimicrobiaoatra A.
hydrophilae Enterococcus duranSILVA et al., 2009).

A resposta imunolégica dos peixes pode sofrerasfeitibitdrios
de estresse agudo ou crénico, causando significatducdo na sua
resisténcia a doencas (BARTON e IWAMA, 1991; TAVARDBIAS e
MORAES, 2004; BARCELLOS et al, 2004). Por essagapnéstresse é
conhecido por aumentar a suscetibilidade do hospeds doencas
infecciosas. Isso tem sido documentado em peixeMP&RTINS et al.
(2008) que inocularam 1x 40OFC/mL deEnterococcusp. em tilapia
do Nilo e apés 24 horas observaram aumento no Bertat do
numero de trombdcitos e leucdcitos totais, numeeolidfécitos e
diminuicdo do numero de mondcitos, porém sem g@f@sno numero
de neutrdfilos. GARCIA e MORAES (2009) ao infectarepacu
(Piaractus mesopotamicuintraperitonealmente com 6 x 2lOFC/mL
de A. hydrophila observaram apds 24 horas, anemia normocitica-



30

hipocrémica, reducdo dos niveis de proteinas plésmsatotais e
globulinas, numero de trombdcitos, leucécitos tdinfocitos e
eosindfilos, mas um aumento do nimero de neutsdéilonondécitos. A
diferenca nessas alteragbes entre os dois estuatles ger devido a
guantidade de bactéria inoculada, que foi 6 vezdsrrem pacu que em
tilpia do Nilo. Em carpa comunCyprinus carpio)infectadas com
Aeromonas hydrophilafoi descrita diminuicdo do hematdcrito,
hemoglobina e contagem de eritr6citos, acompanldad#&ucocitose
(HARIKRISHNAN et al, 2003).

As alteragdes dos padrBes hematolégicos e das vewmria
imunoldgicas, bem como os distirbios morfolégices atlulas do
sangue podem ser utilizadas para avaliacdo pragadshn peixes aos
diferentes desafios do ambiente, principalmentecugvo, visto que
estas alteragbes ocorrem em resposta aos dan@loaysor agentes
agressores (SATAKE et al., 2009).

Probidticos e o sistema imune

Com o desenvolvimento dos cultivos intensivos eseqoente
aumento da producdo, surge a necessidade de tiltasngara o
controle de enfermidades. O uso de antibidticostratamento de
patologias bacterianas na aquicultura deve setalimi a fim de se
reduzir a disseminacdo de resisténcia aos mesmoshantérias
patogénicas ou da microbiota dos peixes e, desssafaepresentar
risco para saude publica e ao meio ambiente (CHANGU, 2002;
NAYAK, et al.,, 2007), além do elevado custo e efeibarginal
(GARCIA, 2008). As restricbes ao uso de antimicaobis, mediante
imposicdes legais, aliadas a maior conscientizgganto a necessidade
de garantir produtos saudaveis e in6cuos ao codsumfinal
(BALCAZAR et al., 2006; NAYAK, et al., 2007).

Uma das solu¢Bes adotadas para controlar o apamcinie
microrganismos patogénicos em ambientes de cubiéon de permitir
a reducdo do uso de antibidticos, foi o desenvawmim de
microrganismos com atividade antagonista aquelésg@aicos, o0s
microrganismos probiéticos. (BALCAZAR et al., 200BATESOUPE,
2008; KESARCODI-WATSON et al., 2008; TINH et alQaB).

Os probidticos sdo microrganismos fornecidos rmaeaitacdo de
capazes de colonizar e se multiplicar na microbiotestinal do
hospedeiro resultando em melhoria nas condicbeshedas nos
processos de digestdo e absor¢cdo dos nutrientesmefuncédo de
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imunomodulacdo dos sistemas biolégicos e prevededdoencas em
peixes (VERSCHUERE et al., 2000; BURR et al., 2007)

Entretanto para que exista esta colonizacdo é swtmsa
aplicacdo constante e frequente do probidtico. Mssios
microrgansimos que estiverem presentes em maiorntigade
influenciardo a microbiota do intestino do hospereApds a instalagéo
definitiva de uma microbiota no ambiente, somertasadoses de
probidticos provocardo sua colonizacdo artificelgual serda apenas
temporariamente dominante (FULLER, 1992; NAYAK, 2Dn1

A utilizacdo de probidticos no cultivo de organismaquaticos
estd aumentando devido a maior necessidade de awamedis
ecologicamente corretos, na tentativa de evitdiliaagdo excessiva de
antibidticos (GATESOUPE, 1999; SAHU et al., 200&spécies
probidticas tém inibido bactérias patogénicas tamtatro e in vivo por
diferentes mecanismos. Os probiéticos atuam indbimgroliferacdo de
bactérias patogénicas pela producéo de componaitigdrios como as
bacteriocinas, sideroforos, lisozimas, proteaseixido de hidrogénio,
formacg&o de aménia e diacetil, &cidos organicasdoa graxos volateis
de cadeia curta (propidnico, acético, butiricoti¢tag, alteracdo nos
valores de pH, competicdo por nutrientes, podemmelkstr a producéo
do linfécito B, sitios de adesdo e enzimas que ltegau no
melhoramento nutricional do cultivo animal. A adigdireta de material
organico dissolvido mediado pelas bactérias moduitéenacdes com o
ambiente e o desenvolvimento de respostas imumedites (GOMEZ
et al., 2007).

Através da producao do acido latico, provocam uedigdo no
pH intestinal, tornando o meio impréprio para a tiplitacdo dos
agentes patogénicos. As bactérias produtoras d d&iico podem
estimular a producdo de anticorpos e a atividadmcitica contra
patdégenos no intestino e em outros tecidos do ddpYAK, 2010).

Estudos sobre o0 uso dos probiéticos na aquicuéioradiversas
espécies de peixes e crustaceos de interesse acondreeus efeitos
sobre o desempenho e sanidade podem ser encongadosvisdes
sobre 0 assunto realizado por IRIANTO e AUSTIN @00
KESACORDI-WATSON et al. (2008), WANG et al. (2008NAYAK
(2010).

Entre os efeitos benéficos dos probioticos, a naadd do
sistema imunoldégico é um dos principais efeitoataelos em estudos.
Os probiéticos podem interagir com as células dieisia imunolégico,
tais como células fagociticas mononucleares (mtogainacrofagos), e
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leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos) e c#uNK para melhorar
as respostas imunes inatas (KUMAR et al., 2008).

A atividade fagocitica é responsavel pela ativagéeroce da
resposta inflamatéria antes da producao de antis@pmlesempenha um
papel importante na defesa antibacteriana. Muitastébas com
potencial probiético sao isoladas de peixes, taimocLactobacillus
plantarum, L. brevis, L.acidophilysara inibir bactérias patogénicas e
colonizar o trato intestinal e promover resposesirecifica do sistema
imune com a estimulacdo da atividade fagocitariE\RER et al.,
2006; ALY et al., 2008; JATOBA et al., 2008).

Estudos em relacdo ao processo conhecido como t"burs
respiratorio em tratamentos utilizando probiotisée muito insipientes
e muitas vezes contraditérios (DIAZ-ROSALES et aRp09;
SHARIFUZZAMAN e AUSTIN, 2009).

A lisozima é uma importante enzima bactericida anidade
inata e indispensavel aos peixes contra agentegcinos. Alguns
estudos relatam o aumento do nivel de lisozima neosa da pele e
soro em peixes suplementados com probiéticos (KWMUSTIN, 2006;
SONG et al., 2006; TAOKA et al., 2006). Os proliés podem induzir
a transcricdo da lisozima em varias células diretaenpela combinagéo
de receptores ou indiretamente por inducdo de ic#ec Como 0s
macrofagos sdo as mais provaveis células prim&ésetoras de
lisozima em peixes, o rim anterior é provavelmemtgrincipal 6rgéo
secretor de lisozima (NAYAK, 2010).

Em teledsteos, o sistema complemento desempentatimie
papel na resposta imune inata e adaptativa, ectsimas deste sistema
também estdo envolvidas na quimiotaxia, opsonizafa@gocitose e
degradacdo de agentes patogénicos. Os probiotmenp auxiliar o
sistema complemento e assim promover respostasesnefetivas
contra agentes infecciosos (PANIGRAHI et al., 200FANG et al.,
2008).

As citocinas sdo mediadores da proteina produzidaddulas do
sistema imunolégico e contribuem para o crescimentiferenciacédo
celular e os mecanismos de defesa do hospedettaldssindicam que
0s probiodticos podem efetivamente modular a praaudé citocinas
antes da inflamacéo (PEDDIE et al., 2002).

O sistema imunoldgico do intestino é conhecido cdewdo
linféide associado ao intestino (GALT) e que osbpiticos e seus
componentes interagem e podem afetar de maneiéfitems células
imunes, como o0s leucdcitos. No intestino, 0s mganismos
probidticos realizardo uma rapida metaboliza¢asutbstratos (acucares,
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vitaminas, aminoacidos, proteinas), tornando-osispuhiveis aos
patdbgenos e, por consequéncia, impedindo a pmajfer destes
(PICCHIETTI et al., 2007).

Alguns autores sugerem que cepas bacterianas asoldd
intestino de juvenis da propria espécie ou do ambbjgossuem Otimo
potencial para ser utilizado como probiético, devid atividade
antimicrobiana natural ou atuando como imunomoduks] podendo
prevenir infec¢cdes e enfermidades nos cultivosmatie apresentar
adaptabilidade muito maior as condi¢cfes intesti(i@sisténcia a sais
biliares, baixos pHs e proteases) (VINE et al.,20®AMIREZ, 2005;
KESARCODI-WATSON et al 2008).

Os probiodticos apresentam efeitos na maturacadnake juvenis
e adultos, para diversas espécies (RINGO e GATEEDWSI8). Nos
ultimos anos, diversos trabalhos demonstram suaacogile de
melhorar o sistema imune e desempenho zootécnied paa Unica
espécie cultivada (GILL e RUTHERFURD, 2001; NEWAJAUJL et
al., 2006; ALY et al., 2008; JATOBA et al., 2008UKIAR et al,
2008), promovem uma melhora no ganho de peso, iw@limentar
e aproveitamento dos nutrientes da racéo, aléneulefibiar o ambiente
de cultivo com a melhoria da qualidade de agua (E2QUPE, 1999;
BALCAZAR et al., 2006; WANG et al., 2008). A meli@da qualidade
de &gua pode estar associada a presenca de ls=aGésim positivas,
pois estas convertem a matéria organica emdeé®@orma mais eficiente
do que as bactérias Gram-negativas. Durante o d&lproducédo, altos
niveis de bactérias Gram-positivas na agua podernmizar o acimulo
de carbono orgénico dissolvido (NAYAK, 2010). Asctimias lacticas
adicionadas a racdo de maneira profildtica poderdaabeneficiar a
aquicultura, principalmente nas fases iniciais ddtivo, quando os
peixes estdo mais susceptiveis a doencas (PORUTZ).20

Entre os microorganismos empregados como probgtico
destacam-se as bactérias pertencentes aos g@ifidobacterium(B.
bifidum, B. breve, B. lactis, B. longura B. thermophilurp e
Lactobacillus(L. acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus, lasei, L.
fermentum, L. reuteri, L. johnsonii, L. plantaruin, rhamnosuse L.
salivariug e, em menor escala, as bactérhias#erococcus faecium,
Streptococcus thermophiluse Leuconostoc spp podendo ser
encontradas na microbiota de peixes saudaveis (NQ2A10). Apesar
dos testes ja realizados, a acdo antagonista enimexade colonizacdo
destas bactérias ndo foram satisfatoriamente esitlas, sendo
necessarios novos desafios, especialmantgivo, para um melhor
entendimento (GATESOUPE, 1999).
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KUMAR et al. (2006) observaram maior sobrevivérea carpa
Labeo rohitaalimentada conBacillus subtilis submetida a injecao
intraperitonial comAeromonas hydrophilaPANIGRAHI et al. (2005)
observaram o efeito da dieta do probidtiactobacillus rhamnosusem
em truta,Oncorhynchus mykisselatando a inducéo dsistema imune.
KUMAR et al. (2008) ressaltaram que o uso de becBacillus subtilis
aumenta a resposta imune dos peiddJOBA et al. (2008) isolaram
bactérias 4cido-laticas do intestino de tilapia Nito, Oreochromis
niloticus e observaram seu efeito probitdtico e a melhoraigiema
imune apés uma infec¢do experimental coEmderococcussp. Além
disso, a adi¢do deactobacillus plantarunma racdo de tildpia provocou
aumento no numero de neutrdfilos e potencializomigracao de células
para a bexiga natatéria apds inflamacao induzida carragenina
(DOTTA et al.jn press).

De acordo com VINE et al. (2004), a selecéo deiptiocbs para
a aquicultura ¢é usualmente baseada no antagonismo entre
microrganismos e agentes patogénicos. Estesmos autores ainda
salientam que esta selec@o pode ser realizad#@sti@voutrosritérios
como: 0 género ao qual pertence a bactéria, ailetadle frente ao
acido gastrico e a bile, a capacidade de aderir a muictsstinal, a
capacidade de colonizarao menos temporariamente o trato
gastrintestinal, a capacidade de produzir compaattisnicrobianos a
ser metabolicamente ativo no intestino (COLLINS adt, 1998;
SAARELA et al., 2000). VINE et al. (2006) propusaram protocolo
para a selecdo de microrganismos probidticos ieslaal partir do
préprio organismo hospedeiro que esta sendo, quretende cultivar.
Apesar de ndo haverem evidéncias demonstrando cplgEoticos
isolados do préprio organismo hospedeiro apresentam melhor
desempenho quando comparados com os probiéticdadaéso de
espécies ou ambientes diferentes, supdem-se quecos apontados
acima sdo consideravelmente menores.

Os mecanismos pelos quais os probiéticos afetanistensa
imunolégico ainda ndo estdo totalmente esclarecidtzuns fatores
como a origem e a fonte de probidticos, a viabd@a dose e a duracdo
da suplementac&o podem regular sua atividade. B&hividas que os
probidticos podem estimular o sistema imunol6giotas a dose
inadequada e/ou duragdo da suplementacdo de [cobjétinética da
dose e método de administracdo em relacdo aosspsixeos fatores
criticos que podem regular a resposta imune desteisnais
(BALCAZAR et al., 2006; NAYAK, 2010).
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A dose de probiéticos ministrada pode ser um fatutante nos
hospedeiros, dependendo da concentragéo, podestdo @trescimento
e prote¢do contra enfermidades, além de influentdamtividade de
imunomodulacdo. Na aquicultura, a dose de probi$ti@ria de 10'°
UFC/g de racdo. Portanto, a dose ideal a ser madstdeve ser
adequada a espécie (hospedeiro) e ao tipo de gasdmanoldgico que
se pretende analisar, ja que doses insuficien@snpmao demonstrar o
real efeito sobre o sistema imunoldgico enquanaiias doses podem
exercer efeitos deletéreos na salude dos  hospedeiros
(NIKOSKELAINEN et al., 2001).

A duracdo dos probidticos na alimentacdo € outrtor fa
importante que pode afetar a resposta imune des$edila maioria dos
peixes, os efeitos benéficos tais como ganho de, pesinidade e
melhora da resisténcia a doencas foram registraglos dietas
suplementadas durante 1-10 semanas. O tempo idealinducédo da
resposta imune difere com relacdo ao probidticangbém o tipo de
parametro imunologico. Da mesma forma, a diferemgaparametro
especifico imunolbgico também € dependente do tefepduracéo da
alimentacdo (CHOI e YOON, 2008). Apesar de alguesgpisadores
acreditarem que o regime alimentar utilizando midds por muito
tempo ndo é necessario, 0 regime alimentar curtie @easionar um
declinio acentuado da resposta imune de peixes IGRAHI et al.,
2005). Este tipo de declinio pode estar ligadorsoidesso das cepas
probidticas para se estabelecer e se multiplicanioebiota dos peixes.
Embora um regime alimentar muito longo € vantajum® o hospedeiro
em muitos aspectos, sdo necessarios mais estuchestabelecer os
efeitos benéficos do regime de curta duracdo (NAY2AKLO).

A eficiéncia dos probitticos depende do sucessocottmizacdo
no trato intestinal. Varios fatores podem influana@ estabelecimento e
atividade dos probidticos como parametros de cadéidde agua
(dureza, oxigénio dissolvido, temperatura, pH, ggesosmdtica, friccio
mecéanica) (DAS et al., 2008) e estresse devidocipalmente as
elevadas densidades de estocagem, encontradaslinssadntensivos
(MEHRIM, 2009).

Estudos sobre os efeitos da suplementacdo de peolsieem
aquicultura com intuito de aumentar a resisténgidaencas e melhorar
0 sistema imune dos peixes ainda s&o promissorasitas vezes de
dificil interpretacao, ja que os beneficios daiz&gdo nem sempre séo
evidentes. Isto pode ocorrer devido as variaveiardbiente em que os
animais estdo expostos e fatores intrinsecos quenpoafetar o
desempenho destes animais, mascarando a atividgaeluotico.
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A influéncia dos mecanismos de acédo e protecao dtagita
proporcionada pela suplementacdo dos probiotitodaando estdo bem
esclarecidos, surge a necessidade de estudos prasinalados. O
desenvolvimento de alternativas para o controleeegm¢do de doencgas
em piscicultura deve servir como ferramenta pareindiir as
mortalidades atribuidas a agentes infecciososu@ a conhecimento
acerca da utilizagdo dos probiéticos pode contriboim a melhora do
desempenho zootécnico e resisténcia dos animaisn ale nao
comprometer o meio ambiente. A proposta deste edhidcontribuir
com as pesquisas na area de sanidade animal, Hoseampliar o
conhecimento sobre a utilizacdo de probiodticos eqiiicaltura
principalmente em relacdo a espécies nativas, copnadia.
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1.1 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementacdo de probidticmiconostoc
lactis sobre as respostas hemato-imunoldgicas de jundféstados
comAeromonas hydrophila

Objetivos Especificos
- Isolar e selecionar bactérias acido-laticas al tintestinal de jundias;

- Testar o potencial de utilizacdo de bactériaglaaldticas como
probidticos adicionadas na racéo de jundias;

- Verificar a influéncia da suplementacdo das bedéacido-laticas
adicionadas na racao de jundids sobre os parantedroatoldgicos e
imunolégicos antes e apds infeccdo experimental é@romonas
hydrophila.
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“Suplementacao alimentar com bactérias lacteas sobrlguns
parametros hemato-imunolégicos de jundidRhamdia quelen
infectado experimentalmente conAeromonas hydrophifa

Giselle Mari Speck Adolfo Jatob8 Gabriela Tomas JerdnifydBruno
Correa Silv, Fabiola Santiago Pedr6tlosé Luis Pedreira Mourifio
Mauricio Laterca Martirfs

@ Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)afimpento de Aquicultura,
Laboratério de Pesquisas em Sanidade de Organi&maiticos, Rodovia SC 404,
Km 3, CEP 88040-900 Floriandpolis, SC. E-mail: tésespeck@yahoo.com.br,
gabrielatj@hotmail.com, mlaterca@cca.ufsc.br

) (UFSC), Departamento de Aquicultura, Laboratégchmardes Marinhos, Beco
dos Coroas, Barra da Lagoa, CEP 88062-601 Flor@isopSC. E-mail:
adjatoba@yahoo.com.br, bcs85@hotmail.com, morino@ifsc.br
(b) (UFSC), Departamento de Aquicultura, Laboratde Biologia e Cultivo de
Peixes de Agua Doce, Rodovia SC 406 Km 3, CEP 88066 Floriandpolis, SC.
E-mail: fabiolapedrotti@hotmail.com

RESUMO

A resisténcia dos peixes ao desafio de microrgariséninfluenciada
pelos mecanismos de resposta imunoldgica. A mailosaestudos sobre
a resposta imune inata de peixes baseia-se apesadaitos de dietas
suplementadas com imunoestimulantes. Em aquiculiyr@nas alguns
estudos correlacionam os efeitos da suplementag&optbbidticos,
especialmente envolvendo espécies nativas. Asste, estudo teve
como objetivo avaliar a modulacdo de alguns par@amehemato-
imunoldgicos e a suscetibilidade do junéihamdia quelem infeccao
da bactéria patogénideeromonas hydrophilapds a suplementacéo ou
ndo com probidtico na dieta. Os probidticos tesddmmLeuconostoc
lactis, Q2 (ndo identificado) d.actobacillus plantarumisolados e
selecionados do trato intestinal de jundias e iigprespectivamente,
com a capacidade de colonizar e inibir possiveiggemosn vitro e in
vivo. A cepa que apresentou o melhor desempenho fidadé no
ensaioin vivo. O experimento consistiu de seis tratamentos com tré
repeticbes cada: Grupo A: Peixes alimentados cogéorando
suplementada com probiotico: T1 — Peixes nao idgstgNiC); T2 —
Peixes injetados com 1mL de solucéo salina eS&t@&3% (SalC) e T3 —
Peixes injetados com 1x1E@FU/mL deAeromonas hydrophildiluida
em 1mL de solucdo salina esterilizada (AerC). Grugio Peixes
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alimentados com racdo suplementada com probidfide: Peixes nédo
injetados (NiP); T5 — Peixes injetados com 1mLalacio salina estéril
0,65% (SalP) e T6 — Peixes injetados com 1xTFU/mL de
Aeromonas hydrophilailuida em 1mL de solucdo salina esterilizada
(AerP). Vinte quatro horas ap0s as injecbes, oxepeiforam
anestesiados com benzocaina e o sangue coletadpa@metros
examinados incluiram as contagens totais de atasdRBC), de
leucécitos (WBC) e de trombécitos, o percentual hdematdcrito,
contagem diferencial de leucdcitos, atividade augute e
antimicrobiana do soro dos peixes contra bacté&Bigsn negativas e
Gram positivas. A utilizacdo desuconostoc lactisomo probiético na
dieta promoveu a colonizacdo do intestino de jumdidas nado
influenciou os parametros hemato-imunolégicos qoaswmparado ao
tratamento controle. Como perspectivas futurag)geese a realizacao
de ensaiodn vivo e in vitro para verificar a possivel atuacdo das
bactérias probioticas isoladas como inibidoras aldérias patogénicas
ou na melhoria do sistema imunoldgico e desempeobtgcnico.

ABSTRACT

The resistance of fish to microorganisms challetdgeends mainly on
the efficacy of the immune response. Most studiastlte natural
immune response of fish have focused on the efééctliets and
immunostimulants. Few studies correlated the effemft probiotics
supplementation in aquaculture, especially invgviative fish species.
Thus, this study aimed to investigate the modutatib some hemato-
immunological parameters and susceptibility of esileatfishRhamdia
quelento Aeromonas hydrophilanfection, after fed or not probiotic
supplemented diet. The experimental probiotics etestwere
Leuconostoc lactisQ2 (unidentified) andLactobacillus plantarum,
isolated and select from the grastrointestinalttadcsilver catfish and
Nile tilapia, respectively, evaluating the capadtiycolonize and inhibit
possible pathogenas vitro andin vivo. The kind which that showed the
best performance was utilized in the vivo test. The experiment
consisted of six treatments in ftriplicates: Group Aish fed
unsupplement diet: T1 - non injected fish (NiC2, -Tfish injected with
1 mL of sterile saline solution 0.65% (SalC) and-T&h injected with
1 x 10 and 10 CFU/mL of Aeromonas hydrophilaiiluted in 1 mL
sterile saline (AerC). Group B: Fish fed probidigplemented diet: T4
- non injected fish (NiP), T5 - fish injected withmL of sterile saline
solution 0.65% (SalP) and T6 - fish injected withx 10° CFU/mL of
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Aeromonas hydrophildiluted in 1 mL sterile saline (AerP). Twenty-
four hours after injection, the fish were anesttesti and the blood
collected. The examined parameters were: red btmiid(RBC) and
white blood cell (WBC) counts, hematocrit, numbef total
thrombocytes, differential counting of WBC, agghatiing titer and
antimicrobial activity of the serum against Gransigige and Gram-
negative bacteria. The uselagfuconostoc lactias probiotic in diets for
silver catfish resulted in intestine settling with effect in the hemato-
imunological parameters, when compared to all gsodhese results
suggested that the search for alternatives as qiioliacteria may be
performed.

1. INTRODUCAO

A aquicultura é o ramo da pecuaria brasileira conmaior
crescimento atualmente, tendo apresentado um ddEgEnento
bastante significativo principalmente na ultima atéc (FAO, 2009).
Comumente a este avanco, surgiu a necessidade telgsificar a
producdo e implantar novas técnicas de manejo adiracompanhar a
demanda por um pescado de qualidade. No entamatoteddo grande
numero de espécies e hibridos de peixes que emst@lo sultivados, a
participacdo das espécies nativas na piscicultagional ainda é
modesta (Kubitza et.ak007).

O jundia, Rhamdia queler(Siluriforme: Heptapteridae) € um
peixe nativo da America Latina, amplamente distdaunas bacias
hidrograficas das Américas Central e Sul, desdedoeste do México
ao centro da Argentina (Zaniboni-Filho, 2004; FeoesPauly, 2009).
Esta espécie é considerada promissora por gramtedus produtores
de peixes em funcédo de apresentar rapido cres@médl manejo,
além de uma ampla aceitacdo do mercado consuniithdretanto,
gquando em cultivo comercial, o jundia é submetidsitaaces de
estresse pelas condi¢cdes ambientais desfavoravelsrante o periodo
reprodutivo, ocasionando alta suscetibilidade ecigiies bacterianas por
Aeromonas hydrophil§Barja e Estevez 1988; Kirkan et al., 2003) que
conseqlientemente comprometem sua imunidade es@ansaveis por
grandes perdas dos produtores acarretando entraveproducao
comercial da espécie (Branddo, 2004; Borba e2@0.7).

A enfermidade causada por esta bactéria pode comepeo as
branquias, tegumento e intestino de exemplaresitsrfente saudaveis,
sendo especialmente abundantes em aguas com dealalgerada,
especialmente com baixos niveis de oxigénio e altesis de matéria
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organica e poluentes (Merino et al., 1995; Kirovaét 2002; Who,
2004; Figueiredo et al., 2008). Estas bactériasG&@mn negativas e
tipicamente oportunistas, organismos patogénicosultiivos, e
manifestam-se em hospedeiros enfraquecidos e atagaot outros
agentes etiologicos. S&o, portanto consideradossames secundarios
que se estabelecem em condic¢des particularesstaéaim rapidamente e
se desenvolvem ao mesmo tempo em que outras iefecgéndo estas
exacerbadas pelo desenvolvimentoAgeomonasque sdo geralmente a
causa ultima da morte do hospedeiro (Pavanelli,e2@02; Figueiredo
et al, 2008). Os sinais clinicos de infeccao podem valéalesdes de
pele, superficiais ou profundas, a quadros tipidessepticemia. As
lesbes de pele podem se apresentar como areamdedgia e necrose
de extensédo variada, que podem progredir paraasl@ue acometem
geralmente o tecido muscular. Nos quadros de iafesistémica sao
observados a exoftalmia, abddébmen distendido coatetiquido
serosanguinolento e presenca de petéquias hemmasagas visceras
(Pavanelli et al., 2002).

Organismos com sistema imune comprometido séo ravass a
infeccbes bacterianas e nesses casos € comum keotitterapia.
Entretanto, como estratégia tradicional de tratamele infeccfes, os
antibidticos sé@o alvos de criticas, pois 0 usoegaddo tem elevado
potencial para desenvolver bactérias resistentggara destruir a
microbiota ambiental, além do elevado custo e @faiarginal (Garcia,
2008).

Existe, assim, uma crescente necessidade de savdese
meios de prevencéo e controle de bacteriosesgattvmonitoramento
das condicbes sanitarias dos animais e do ambintiltivo. Neste
contexto, um maior conhecimento do sistema imure mkixes e o
estabelecimento dos padrdes hemato-imunoldgicosfel€ncia, podem
certamente trazer uma importante contribuicdo par@nitoramento de
seu estado de salude e consequentemente para agaeeecontrole de
enfermidades, e contextualizam a relevancia de destusobre
probiéticos (Nayak et al., 2007).

Os probiodticos podem ser alternativos ao uso dtbiéticos e
para o controle de enfermidades bacterianas camdb com o
desenvolvimento de microrganismos benéficos nm tgatstrintestinal
(TGI), resultando em melhoria nas condi¢bes engdalvinos processos
de digestao e absor¢do dos nutrientes (Balcazdr, 006; Gatesoupe,
2008; Kesarcodi-Watson et al., 2008; Tinh et2008).

Segundo Verschuere et al. (2000), probiédtico € udjundo
microbiano vivo que tem efeito benéfico sobre o pedgiro, ao
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modificar a comunidade microbiana do ambiente oso@ada ao
hospedeiro, assegurando uso melhorado do alimergomentando seu
valor nutricional, ao acentuar a resposta do hasped doencas, ou ao
aumentar a qualidade de seu ambiente imediato. Gase nessa
definicdo, probidticos podem incluir adjuntos mhddicos que
impedem patégenos de se proliferarem no tratotinéésnas estruturas
superficiais, e no ambiente da espécie cultivada agseguram 0 uso
6timo da alimentacdo ao auxiliar na digestdo. Uns goincipais
desafios em se obter bactérias probidticas é ustvdwos de selecdo e
colonizacdo apropriados. Uma selecdo criteriosa pactérias
probidticas devera avaliar os métodos de coloniag&apacidade de
competicdo contra patdbgenos e crescimento imunogstiorio
eficiente em peixes (Nayak, 2010).

Vérios microrganismos sdo usados como probittiense eles
as bactérias acido lacticas, bactérias ndo acdicdd e leveduras
(Coppola e Turnes, 2004). Na aquicultura, bactéBeam-positivas e
Gram-negativas tém sido os principais alvos desagara 0 uso de
probidticos (Irianto e Austin, 2002). Bactérias dacilaticas Gram-
positivas tal coma_euconostoc lactisisolada do trato intestinal de
jundias, oferecem uma alternativa a terapia ariiilsio para a
piscicultura. O gérerbeuconosto@ngloba bactérias ndo formadoras de
esporos, produtoras das enzimas catalase e oxidayddiva, além de
serem bastante tolerantes as variagfes ambientpisdeizem acido
latico como principal ou Unico produto do metabulisfermentativo.
S&o bactérias muito exigentes do ponto de vistaciartal, requerendo
inUmeros substratos para sua sobrevivéncia. (N&EHK)). Apesar dos
estudos ja realizados, a acdo antagonista e o lmewade colonizagcao
desta bactéria no desempenho e resisténcia a dofgoy patdgeno em
jundias ndo foram satisfatoriamente esclarecidesd® necessarios
novos desafios, especialmentevivo, para um melhor entendimento
dos efeitos probioticos.

Desta forma, o presente estudo foi realizado coobjetivo de
isolar, selecionar, avaliar a colonizagdo de betédcido laticas do
trato intestinal de jundia e avaliar os pard@mebhesato-imunolégicos
apos o desafio experimental cédraromonas hydrophildestes animais
alimentados com racdo suplementada com bactérdslacticas.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Animais

Peixes juvenis de agua doRbamdia quelerfQuoy e Gaimard
1824, Siluriforme: Heptapteridae), aparentemented®eeis e sem
lesBes foram obtidos da Fundacdo Municipal para o Deseimehnto
Rural 25 de Julho (FMDR 25 de julho), localizadaregido Norte de
Santa Catarina, no Distrito de Pirabeiraba, muiticige Joinville
(Latitude 26° 18' 14" Sul e Longitude 48° 50' 4589f¢) no periodo de
abril a dezembro de 2009. Foram utilizados noseites ensaios um
total de 143undiés juvenis (20,04+8,03 a 79,50+26,10 g de pesddio
e 13,16%1,53 a 20,7+1,73 cm de comprimento médad)igpertencentes
a Bacia Hidrografica de Itapocu (Latitude 26° 112&° 32' Sul e
Longitude 48°38’ e 49° 31' Oeste). Os animais fot@nsportados para
0 Laboratério de Sanidade de Organismos AquaticoBepartamento
de Aquicultura da UFSC e mantidos em tanques dé&.180gua do
tanque foi mantida sob controle de temperaturayé@s de termostato e
aquecedor, de aeracdo e filtro biolégico. Para enant equilibrio
eletrolitico e prevencdo no surgimento de patofg@ tanque foi
mantido com 0,2% de NaCl/L. A qualidade da agua tdosjues foi
monitorada diariamente, sendo que foram analisadggénio
dissolvido, temperatura (Oximetro digital “AT-130° Alfakit),
pH(pHmMetro “AT-300" - Alfakit), e as concentractdes amonia, nitrito
e nitrato (Kitde aménia dgua doce - Alfakit). Aproximadamente %26
agua dos tanques foi renovada diariamente.

2.2. Ensaiain vitro
2.2.1. Isolamento de bactérias acido-laticas

Juvenis saudéaveis de jundia (16,65 + 3,58 g, 11), sem sinais
clinicos de doencas parasitarias, permaneceramnertangue por 10
dias. Foram submetidos ao jejum de 24 h, para eswanto intestinal,
antes de serem sacrificados

O isolamento das bactérias acido-lacticasdalizado através da
adaptacdo dos métodos descritos por Ramirez e(2@06). Os
exemplares foram dissecados assepticamente, sem@boointestinal
removido rapidamente e enxaguado com solucéo saditgail (0,65%)
externamente e internamente (limen intestinal). aCathostra foi
homogeneizada com solugéo salina estéril (1:1;/pelsmne), diluida
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serialmente (1:10 em solugéo salina estéril), eriD@as diluicdes de
10" a 10° foram semeadas em placas de petri contendo meiolulea
Agar Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Difco) com 2% d€INa 0,1% de
azul de anilina como indicador (colénias de baatéracido-laticas
crescem azuis). As placas foram incubadas por 838@ em estufa. As
colénias crescidas foram isoladas por método detasgnto em novas
placas de Petri, com meio de cultura Agar MRS.

2.2.2. Selecam vitro de bactérias isoladas do intestino de jundias

As cepas foram selecionadas e classificadasacordo com a
morfologia das coldnias viaveis, pelo método dergdo de Gram,
teste de antagonismo frente a patdégenos e cregoimevitro. A cepa
que apresentou melhor desempenho foi avaliada @uadt
patogenicidade, colonizacdo e inibicdo do cresdmem vivo de
bactérias patogénicas no trato digestério de jeveld jundia. Os
patégenos utilizados foraMibrio alginolyticus(BCCM 2068),Vibrio
anguillarum (ATCC 19264), Aeromonashydrophila (ATCC 7966),
Enterococcus sp., Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (D363), Micrococcus luteus (A270), e Yersinia
enterocolitica(ATCC 23715).

2.2.3. Antagonismo frente a patégenos

Neste teste qualitativo, foi utilizada arntiéa de halo de difusédo
para verificar a atividade antibacteriana das biastécido-laticas frente
a patégenos. Este método é utilizado para averigugsotencial
antimicrobianoin vitro das candidatas probioticas (Hjelm et al., 2004).
Segundo Vaseeharan e Ramasamy (2003), atividadeaetetiana €
definida como a zona inibitéria de crescimento fadm ao redor do
disco embebido com cultura bacteriana em teste digatas
probiéticas).

Cada cepa isolada de bactéria acido-Efbicincubada em 10 mL
de meio de cultura MRS liquido a 35°C por 48 h gitagdo continua.
Posteriormente, a cultura foi semeada em plac®etiecontendo meio
de cultura Agar MRS, com inéculo de 1X10FC mL*, e incubado por
48 h a 35°C. Passado este periodo, foram retididoss de 0,8 cm de
diametro do meio de cultura Agar MRS contendo agébas acido-
laticas e sobrepostas na superficie do meio Agptohia de Soja (TSA,
Difco), recém semeado com 100 de solucéo contendo 10FC mL*
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das cepas de bactérias patogénicas mencionadasmariterior (2.2.2)
e incubadas por 24 h a 35°C.

A inibicdo foi observada através da produg@ um halo inibitério
de crescimento das bactérias patogénicas ao redatiscos com meio
de cultura Agar MRS impregnados com as bactériadnddticas. A
cepa que apresentou os maiores halos de inibitaotro frente a
patégenos foi identificada bioquimicamente com A®l 50 CHL e
selecionada para o ensaio de colonizacdo do ttgstinal de jundias,
via suplementacéo na dieta. As cepas identificadaedecionadas para a
colonizacao foram as bactérias probidtitasiconostoc lactigQ11) e
Q2 (nao identificada).

2.3.Ensaioin vivo

2.3.1. Avaliacdo das cepas selecionadas como praicid através da
sua colonizacao do trato intestinal de jundias

Para a colonizacao do trato intestinalarffoutilizados 24 jundias
(79,5 £ 2,6 g) distribuidos em 8 tanques na prdmide 3 peixes por
tanque. Os peixes foram aclimatados por 5 diadbhmetidos a quatro
tratamentos, em delineamento inteiramente ao aeasauplicata, por
um periodo de 20 dias. Os peixes foram alimentddas vezes ao dia,
correspondendo a 5% da biomassa, com racdo coimeegia, sem
presenca de bactérias acido-lacticas, como congaeplementada, nos
demais tratamentos, com cultura ldeuconostoc lactisp. e Q2 (ndo
identificada) (isoladas do trato intestinal de japde Lactobacillus
plantarumCPQBA-007-07 isolada do trato intestinal de tidagd Nilo.

Durante o periodo experimental foi vedfla, diariamente, a
ocorréncia de mortalidade ou de sinais clinicogcd#p de alguma
enfermidade.

2.3.2. Preparo da dieta suplementada com bactéridasoladas de
jundias

A racdo comercial extrusada, 38% de pmatdiruta (Nutri), foi
suplementada através da aspersao de 100 mL deldndeuculturas
bacterianasL{euconostoc lactjsQ2 e Lactobacillus plantarunflx10
UFC mL?Y) crescidas previamente em meio liquido MRS polograma
de ragéo. A dieta controle foi aspergida com o neesmeio liquido, sem
adicao de bactérias. ApGs asperséo, as dietas foeantidas em estufa a
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35°C por 24 h, hermeticamente fechadas para oigresto bacteriano
(melhor colonizacdo do pellet). Posteriormenteagio foi mantida na
estufa para secagem a 35°C por 24 h e, finalmenteservadas sob
refrigeracdo a 4°C, durante o periodo experimeAtaloncentracéo de
bactérias &cido-laticas viaveis na dieta foi edfimano inicio do
experimento através de plagueamentos em meiososdliRlamirez et
al.,2006). Para isto, 1 g de ragéo foi trituradboenogeneizado com
solucdo salina estéril (1:1; peso/volume), dilusgoialmente $1:10 em
solucdo salina estéril) e 100 mL das diluicbes @& 4 10’ foram
semeadas em placas de petri contendo meio deax@gar MRS com 2
% de NaCl, suplementado com 0,1% de azul de ardbn@o indicador,
e incubados por 48h a 35°C através da adaptacamétoslos descritos
por Ramirezet al. (2006).

Para a infeccdo experimental, a dieta axgatal foi preparada
utilizando a mesma metodologia acima, com a bactacido-latica
Leuconostoc lactigisoladas do trato intestinal de jundia) e incoaplor
na racdo & uma concentracéo de 1kIFC mL™.

2.3.3. Avaliacao da microbiota do trato intestinatlos jundias

Apéds os 20 dias do inicio do periodo experital, foi realizada a
coleta dos jundids, com a finalidade de verificacaonizacdo das
bactérias acido-lacticas, fornecidas através d@,deea populacdo de
Vibrio spp., Pseudomonaspp. e bactérias totais. Para a coleta, os
animais permaneceram 24h em jejum antes da amestrgmara
esvaziamento intestinal. Os tratos intestinais nfioraacerados e
semeados, conforme metodologia descrita descridofkRpmirez et al.
(2006), em meio MRS com 2% de NaCl com pH ajustpa@ 5,5,
suplementado com 0,1% de azul de anilina (meiotigelgpara o
crescimento de bactérias acido-lacticas), e tamidnplacas de Petri
contendo meio de cultura Agar Tiossulfato CitratbS&carose (TCBS,
Difco — seletivo para o crescimento dirio spp.) e incubadas a 35°C
por 24h, para posterior contagem de coldnias teidigeis em placas
com meio TCBS e Agar MRS.

2.3.4. Preparo do in6culo

As colbnias de Aeromonas hydrophila utilizadas eram
provenientes do Setor de Microbiologia do Laborat@le Camardes
Marinhos, retiradas de exemplares@®ochromis niloticug€om sinais
clinicos caracteristicos de septicemia hemorragica.
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O in6culo bacteriano contendo foi incubao tubos de ensaio
com meio de cultura liquido Brain Heart Infusiorofr (BHI) a 30°C
por 24h. Apoés este periodo, centrifugado por 30 anib800 xg e o
precipitado ressuspenso em 10mL de SSE. Para ageontde bactérias
presente no inoculo, foram realizadas 5 diluicGmtadas fator 1:10,
semeadas em placas contendo meio de cultura T$&Anpaa diluicdo
em SSE objetivando atingir a concentracdo IxLFC/mL de
Aeromonas hydrophila

2.3.5. Infecgé@o experimental

Foram utilizados 108 jundias (22,6 + 2)pdistribuidos em dois
tanques-rede de 4,8 ®miispostos em dois viveiros de 135ma
proporcdo de 54 peixes por tanque-rede, de modongaehouvesse
influéncia da alimentacéo entre os tanques-redés Agste periodo os
peixes foram transportados ao laborat6rio e peroggiam por mais trés
dias, em 18 tanques, em delineamento interamest@lizado, com trés
repeticbes por tratamento: (1) racdo ndo suplemiantapeixes nao
injetados  (NiC); (2) racdo suplementada com Ix10FC de
Leuconostoc lactlg de racdo e peixes nao injetados (NiP); (3) ragéo
nao suplementada e peixes injetados com 0,1mL &e0F5% (SalC);
(4) racdo suplementada e peixes injetados com S8P) (5) racdo
ndo suplementada e peixes injetados com AXIFEC de Aeromonas
hydrophila dissolvidos em 0,dmL de SSE (AerC); (6) racéo
suplementada e peixes injetados deanomonas hydrophil@AerP).

Os peixes foram alimentados duas vezes ao diap@2a dias,
com racdo controle ou suplementada com a cepa déribaécido-
latica. Apds este periodo, deixados 24h de jejura peexperimentacao
e coleta das amostras 24h ap0s as injecdes de salimactéria.

2.3.6. Observacdao de sinais clinicos

Diariamente os animais foram cuidadosaeneréminados para o
diagnostico de eventuais alteragcfes clinicas, ¢aimo septicemia
hemorragica, petéquias localizadas na superficipocal, lesdes
ulcerativas, corrosdo das nadadeiras, exolftalofiacidade da cornea e
distensdo abdominal por ascite (Kirov et al., 20BRpitza, 2005;
Barcellos et al., 2008). Também foram feitas olesges de alteragbes
comportamentais, morbidade e mortalidade.
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2.3.7. Analise hematoldgica

Vinte quatro horas apos a infeccdo erpammtal procedeu-se a
coleta sanguinea. Apds a biometria, os animaisrf@aestesiados com
benzocaina (50mg/L) até a perda do equilibrio eug&o dos
movimentos operculares (Baldisserotto, 2004).

Foram retirados aproximadamente 2,0 mlsahgue por puncdo
do vaso caudal com auxilio de seringas contendoAEDd% e com
seringas sem anticoagulante (Comissdo de FEtica LACH’
23080.006733/2008-76). Para a obtencdo de soroangus sem
anticoagulante permaneceu em temperatura ambiardecpagulacéo, e
apos duas horas a 25° C foi centrifugado em 1480por 10 min e,
apos separacgédo, foi armazenado a 20°C negativas digé da analise.
Este soro foi utilizado para determinacéo do tiadutinante, atividade
antimicrobiana. Uma aliquota do soro foi utilizg#aa determinacéo do
indice glicémico em espectrofotdmetro (kit Biotéa®).

No sangue contendo anticoagulante foram rm@ados o
hematécrito (Goldenfarb et al., 1971), nimero dkedertos, nimero de
células total (eritrécitos, leucdcitos e trombdgjtoe diferencial
(linfécitos, neutréfilos, mondcitos, célula grancitica especial (CGE)
ou leucdcito granular PAS (LG-PAS), eosindfilo esdfdo) em
extensdes sanguineas submetidas a coloracdo pwldotie Rosenfeld
(1947)

A contagem total dos leucécitos foi realizgae método indireto,
através da quantificacdo das células em cada 2000cikos e, por
estimativa, considerando o valor total de céluleamelhas obtido no
contador de células (Ishikawa et al., 2008). Jdevahcial de leucdcitos
foi quantificado contando-se 200 células e estimapara o total de
leucdcitos.

2.3.8. Capacidade aglutinante do soro

Os titulos de aglutinagdo foram feitos seguo método descrito
por Yildirim et al. (2003) para a cepga hydrophilaATCC 7966. A
concentracdo das células inativadas utilizadaseste tfoi de 0.8 no
comprimento de onda de 550 nm (£&nm). O teste foi feito em
microplaca de 96 pocos de fundo U onde o soroiligids na propor¢céo
de 1:1 em solucdo tampao fosfato salino (PBS; OdM Fosfato
monobasico, 0,2M de Fosfato dibasico, 0,11M dedftode Sdodio, pH
7,4) no 1° poco (5QL de solucdo PBS:50L do soro), sendo diluido
serialmente em fator 2 para os demais pogos ap8.d\bs controles, o
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soro foi substituido por solucdo salina estéril5®6 Depois disso,
foram adicionados 5QL da bactéria inativada em todos os pocos. A
microplaca foi incubada a 25°C durante 18 horasémara Umida. A
aglutinacado foi confirmada com a observacéo de ‘oszta” no fundo

do poc¢o a olho nu. O titulo aglutinante natural sdwo foi expresso
como o reciproco da maior diluicdo ainda capaz @essantar
aglutinagdo. Os ensaios foram realizados em duiglica

2.3.9. Determinacgéo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada enicroplaca de 96
pocos (fundo chato) adaptada de Schleder et al8j2@ soro dos
peixes foi avaliado quanto a sua atividaalgimicrobiana contra a
bactériaA. hydrophila Esta bactéria faiultivada em BHI (Brain Heart
Infusion Broth), a 30°C por 24 horas, preparadasamgentracdo de 0,5
na escala de Macfarland e diluidas em PB (PoohBidt de peptona,
0,5% NacCl, pH 7,4) 100.000 vezes. O soro filtradofiéro milipore de
22 um para eliminacdo de possivel contaminacéo baater@ada poco
recebeu entdo 100L de PB e 10QuL do soro adicionado apenas ao
primeiro poco. Posteriormente, foi realizada unhaigho seriada fator 2
até o 12° poco. Nos controles, o soro foi subsiityjor solucdo salina
estéril 0,65%. Cada poco recebeu entdoll%sla suspenséo bacteriana
em crescimento logaritmico (AOFC/mL). A microplaca foi incubada a
25°C por 24 horas sob agitacdo orbital. O cresdinbacteriano foi
determinado em leitora de microplaca @§). A atividade
antimicrobiana do soro foi reciproca da ultima iglio que apresentou
atividade bactericida ou bacteriostatica.

3. Analise estatistica

Os valores das contagens microbiolégicas que apsraen
heterogeneidade de variancia pelo teste Barlettraf transformados
para log (x+1) para homogeneizagdo da varianciae®dtados foram
avaliados por andlise de variancia fatorial 2x80(05), sendo o fator 1
alimentado com dieta suplementada com probiéticodieta controle; e
o fator 2 basal, inoculado com SSE ou c@eromonas hydrophila
Uma vez encontrada diferenca entre os tratameatosdlizado o teste
SNK (Student-Newman-Keuls) de separacao de médes 2009). A
andlise estatistica foi realizada com o auxilio g@oograma
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computacional Statistica 7.0. Os valores das veisadeste trabalho sao
expressos como média + desvio padrao.

4. RESULTADOS
4.1. Isolamento e selecda vitro

Os resultados obtidos nos ensaios de artagon frente a
patdgenos e crescimeritovitro, sugerem que a cepa QlEconostoc
lactis), identificada posteriormente com 78% de probd&de, possui o
maior potencial para ser utilizada como probiétdentre as cepas
isoladas, com média de 10,3mm (Tabela 1). Sendm,assta cepa foi
selecionada para o ens#iovivo.



Tabela 1: Valores médios dos halos de inibicdo (mm) de biastéacido-laticas contra cepas de bactérias
patogénicas.

Vibrio Vibrio  EnterococcudMicrococcus Escherichia Aeromonas Pseudomone  Yersinia o
Cepa ; : 8 . . . . . Media
anguillarum alginolyticus: sp. luteos coli hidrophila Aeroginosa enterocolitica
Q11 9 13 0 19 19 0 9 14,7 10,3
Q7 0 8 0 0 0 8 13,7 9 4,3
Q5 0 8 0 0 0 8 14,3 0 4,9
Q2 0 8 3 10,3 0 8 13 0 5,3

TS
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4.2. Colonizacao do trato intestinal de jundias

Nas contagens do trato intestinal, ndo foram obsew diferencas
significativas (p >0,05) para bactérias totaBseudomonasntre todos
os tratamentos (Figura 1).

No trato intestinal de jundias do grupotoale, foram observadas
as menores contagens de bactérias acido-lacticasetamto, estes
apresentaram numero de colénias/d®io spp. maior (p <0,05) que os
alimentados com racdo suplementada com as badciérthsl|acticas.

Os jundias alimentados com dieta suplendentamL. plantarum,
Leuconostoc Lactis Q2 (ndo identificada) apresentaram maior (p>0,05)
contagem de bactérias acido latinagtrato intestinal.

o
=]
1

Contagem de bactérias do trato intestinal de jundia

LI B
o o o o
1 1 1 1

w
w

>
[=]
1

a
I 3 O Controle

mQz

log(x+1)

L
=}
1

mall

I
=}
1

L.Plantarum

=
=]
1

=
=}

P'LE o nas

| Bactérias totais Vibrionaceas® Bactérias dcido-
lacticas**

"
(=]

I
=]
L

Figura 1: Contagem de bactérias do trato intestinal de ju(Ridamdia
quelen com ragcdo suplementada cdractobacillus plantarumQ11
(Leuconostoc lactis)Q2 (ndo identificada) e controle. Diferentesagtr
indicam diferenca significativa (p<0,05) no testeTdikey.
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4.3. Indicadores hematolégicos

Nos tratamentos com suplementacado de piods) durante 25
dias de alimentacdo experimental, nao apresentdifarenca estatistica
(p>0,05) entre o numero total de eritrocitos, aceotagem de
hematdcrito, as contagens total e diferencial dedeitos (linfocitos,
neutrofilos, mondcitos, baséfilos, eosindfilos e-BAS) e a glicose,
guando comparados com 0s tratamentos sem suple@entde
probidticos (Tabela 2).



Tabela 2: Parametros hematoldgicos de jundiBhgmdia quelénalimentados com racdo comercial (controle)
racao suplementada cdoeuconostoc lactigprobidtico) apds desafio comeromonas hydrophilaOs tratamentos
consistiram emNiC: animais ndo injetados alimentados com racdo coahefdiP: animais ndo injetados
alimentados com ragdo suplementada com probi@ai&: animais injetados com 0,1 mL de solucéo salinaikaté
0,65 % por via intraperitoneal e alimentados cogd@acomercialSalP: animais injetados com 0,1 mL de salina e
alimentados com racdo suplementada com probictienC: animais injetados com 0,1 mL de salina contendo 10
UFC deAeromonahnL alimentados com ragdo comerciderP: animais injetados com 0,1 mL de salina contendo
10’ UFC deAeromonaénL alimentados com probiético. Diferentes letnagdi¢éam diferenca significativa (p<0,05)
no teste de Tukey.

Parametros Tratamento
hematolégicos NiC NiP SalC SalP AerC AerP
Glicose (mg dLt) 28,83+29%1 | 30,14+29%1 | 2852+2,8% | 28,33+2,42 | 29,06 +29%1 | 30,93 +3,37
Hematdcrito (%) 30,71+7,97| 27,78+6,68 | 31,76 +4,97 | 29,72+8,23 | 31,7+4,82 | 29,88+599
Eritrécito (x 16mL™) 1,55 +2,48 1,51 +1,63% 1,47 +3,28 1,35 +2,8% 1,41 +1,58 1,43 +1,97
Trombdcito (x 16mL™) 6,09+1,79 | 4,95+0,81 5,42 +1,03 6,15 + 2,02 5,21 +0,6% 5,23+0,98
Leucécito (x 16mL™) 1196+328 | 945+1,19 | 12,71+2,83 | 1321+431 | 997+192 | 10,87+1,42
Linfécitos (x 1GmL™) 9,13+2,08 | 887+11% | 11,26+2,61 | 10,4+3,38 9,02+2,1% 9,09 + 1,89
Neutréfilos (x 16mL™) 2,24 +1,43 2,22 +0,58 1,86 +0,78 2,29+1,33 2,14+1,18 2,24 +1,48
Mondcitos (x 16mL™) 0,53+0,18 0,47 +0,58 0,36 +0,33 0,37 +0,28 0,31 +0,2% 0,39+0,18
Baséfilos (x 16mL™) 0,00+0,00 | 0,00+0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,01+ 0,0%
Eosinéfilos (x 16mL™) 0,00+0,00 | 0,00+0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
LG — Pas (x 18mL?) 0,07+ 0,08 0,06+ 0,01 0,01+ 0,07 0,07+0,0f 0,04+ 0,08 0,05+ 0,08

al
IS
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4.4. Titulo aglutinante do soro

O titulo aglutinante do soro dos jundias tepna bactéria
Aeromonas hydrophilam&o apresentou diferenga significativa entre os
tratamentos com infeccdo salina ou bacteriana &ae aos peixes do
grupo controle.

4.5, Atividade antimicrobiana do soro

O soro dos peixes dos diferentes tratamearéiosnostrou atividade
antimicrobiana contra a bactéria Gram negatigeomonas hydrophila

4.6. Monitoramento dos parametros de qualidade de gha e
biometria

Os parametros fisico-quimicos de qualiddelégua (temperatura,
pH, oxigénio dissolvido, ambnia total, nitrito etrato) entre os
tratamentos nos ensaiwsvivo e in vitro ndo diferiram estatisticamente
e permaneceram dentro dos valores recomendados gab®mm
desempenho da espécie (Baldisserotto, 2004) comeseapado na
Tabela 3. Os valores médios do peso e comprimeidocapresentaram
diferenca significativa (p>0,05) entre os trataroemtos ensaids vitro
e in vivo. Entretanto, nos diferentes ensaios, os peixesseptavam
tamanhos distintos.

Tabela 3: Pardmetros de qualidade de 4gua nos engaio#ro e in
vivo. Valores apresentados em me dias + desvio padrdolethas
representam as diferencas significativas de aamdoo teste de Tukey.

Parametros de Ensaios
qualidade de agua Isolamento | Colonizagéo Infeccéo

Temperatura®C) 2144 +1,12 2,13+0,24 | 25,08+0,71
pH ,67 +0,29 6,9 +£0,3F 6,34 £ 0,
Oxigénio Dissolvido (mg &) 8,27 + 23 8,4 +0,4F 8,51 0,158

Nk, (mg L) 0,2 +0,0% 0,2 + 0,08 0,14 + 0,

Nitrito (mg ) 0,2 +0,02 0,2 + 0,08 0,14 + 0,

Nitrato (mg ™) 0,24 +0,02 0,2 + 0,08 0,14 +0,@
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5. DISCUSSAO

Em experimentos, uma pratica comumentdizada é o
acompanhamento da qualidade da agua dos vivebissaariagcdo em
um dos parametros fisicos e quimicos pode intenfies resultados. Os
parametros fisicos e quimicos da agua foram mawits em todos os
experimentos, ndo apresentaram diferencas esasistentre o0s
tratamentos (p>0,05) e, mantiveram-se dentro dolsdpa aceitaveis
para a espécie (Melo et,a2002; Baldisserotto, 2004). Em laboratério,
os teores de amoénia foram mantidos em niveis baigesido a
renovacdo constante de 4gua e filtragem biol6dicaifonamento do
fundo dos tanques e a renovacdo constante de aguediram o
acumulo de matéria organica, garantindo a manutedg&ualidade da
agua.

Os valores médios do peso e comprimentoaingcfinal, bem como
a sobrevivéncia dos jundidas das unidades expet@senhao
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) endratamentos nos
diferentes experimentos. Entretanto, em relacdo aosaios de
colonizacdo e infeccdo, 0s animais apresentaraneredifas
significativas de peso e comprimento (p<0,05), deyirincipalmente a
as diferentes épocas do ano em que estes peiges fotetados.

Observa-se que os valores relacionados &\&@wéncia encontrados
neste trabalho apés a infeccdo experimental estdacdrdo com os
dados apresentados por Meurer et al. (2006) que veéficaram
diferenca entre o tratamento que recebeu supleg@ntade
Saccharomyces cerevisiaeo tratamento controle. O mesmo resultado
foi encontrado por Graeff e Mondardo (2006), quidizahdo cinco
diferentes percentuais do probidtico (0,02%; 0,04%56%; 0,08% e
0,10%) além do controle, ndo verificaram diferesggnificativa no
crescimento dos animais entre os tratamentos. Bewessaltar que,
animais mantidos em boas condicdes de manejo diuais e
sanitarios), muitas vezes ndo apresentam respdstatesempenho a
inclusdo de probidticos na dieta (Meurer et al.p8)0 Uma das
possiveis explicacbes é que, nessas condi¢bessibitidade de contato
dos animais com microrganismos patogénicos é memnigo pouco
eficientes as acbes probioticas. Além disso, oprim® parametros
ambientais, nutricionais e sanitarios mantidas amfiitrole, adequados
ao desenvolvimento dos peixes, faz com que ndoregassidade da
acdo complementar dos probidticos, uma vez que mimass,
teoricamente, jA se encontram em condicdes sasittavoraveis, com
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sua competéncia imunoldgica em equilibrio com a&@a® agressdes do
meio (Meurer et al., 2006).

Segundo Boijink e Brandao (2001) para gisvede jundid as
concentracbes de 1@ 10 UFC de Aeromonas hydrophilanL™ s&o
letais apos 24 horas. Neste trabalho, as concéesagesta mesma
bactéria foram ministradas em "16élulas/mLn&o sendo observados
sintomas da infeccdo corroborando com Martins et(2008) que
infectaram tilapia do Nilo com @ 1 de Enterococcusp. na bexiga
natatdria. A resposta do sistema imune provocaldagtimentacdo com
probiéticos em jundias neste estudo manteve-sellsante a encontrada
no controle, o que pode estar associado a bai@ntmacdo ministrada
das bactérias nos peixes.

Usualmente, testeis vitro de antagonismo frente a patégenos,
baseados na producdo de compostos inibitorios otomgeticdo por
nutrientes, séo utilizados para selecionar potenbactérias probidticas
(Gildberg et al., 1995; Vine et al., 2004; Vasqagal., 2005).

Neste trabalho, duas das cepas isoladastarttestinal de juvenis
de jundid apresentaram inibicdo do crescimemtgitro frente a oito
cepas patogénicas corroborando com Jatoba et08i8Y2 Souza et al.
(2010). As cepas Q11 ¢uconostoc lactise Q2 (n&o identificada)
apresentaram maior crescimento em 24h em relacdenrasis cepas o
gue pode facilitar a sua producéo industrial, fiesthdo a sua escolha
para a realizacao do experimento de coloniza¢caquddsas.

As bactérias patogénicas oportunistas, particulaten&eromonas
spp. fazem parte da microbiota no trato intestiegbeixes de agua doce
e sdo agentes causadores de doencas e elevadadidanes em
cultivos intensivos (Belém-Costa e Cyrino, 2006} Mscolha dos
probidticos, a capacidade de ades&o, e consequelueizacdo das
bactérias no trato intestinal, e a habilidade eihirirou reduzir a
colonizacao de bactérias nocivas no intestino, carAeromonasspp.
sao importantes propriedades (Gatesoupe, 2008 kN2940).

Inimeros estudos tém demonstrado o intereasetilizacdo de
bactérias &cido-lacticas como potenciais probiétiemn aquicultura.
Nageswara e Babu (2006) e Sahu et al.(2008) ratatar melhoria da
flora microbiana intestinal de peixes. A estimutagh sistema imune
pela utilizacdo de cepas probitticas foi relatada@ill et al., (2000);
Gullian et al., (2004) e Nayak (2010) para mantsistema de defesa
ativo, aumentando a resisténcia a virus, ou camtdal populacdes
bacterianas patogénicas que podem afetar a sallesdedeiro. Nayak
et al.,, (2007) estudando carpas indianasheo rohita alimentadas
durante duas semanas com o probibticactobacillus rhamnosus
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observaram a estimulagéo na atividade fagocitdatba et al. (2008),
utilizando bactérias acido laticas em tilapias olmzam alteracdes na
microbiota bacteriana melhorando a resposta indg@edestes animais
contra a infeccao experimental c&@nterococcusiurans

A colonizagdo das bactérias acido-lacticatrato intestinal, obtida
neste ensaio, foi semelhante em todas as cepasapeoatagem de
bactérias totais. Em relagéo as bactérias acid@a$tforam observados
valores superiores nos jundias alimentados comemgitacdo de
probidticos quando comparado ao controle, corrotaraom Jatoba et
al. (2008).

A colonizagdo potactobaccilus plantarume Leuconostoc lactis
diminuiu a populacdo d¥ibrio spp. no trato intestinal destes peixes,
indicando que ambas as cepas podem exercer unmvelosshtrole
antimicrobiano, no estabelecimento de bactériasenp@imente
patogénicas no trato intestinal de jundidas. Adigioente, sinais
clinicos de enfermidade pdractobacillus plantarum e Leuconostoc
lactis em peixes ndo foram observados durante o fornetingestas
bactérias aos jundias. Assim, estas cepas podeomsealternativa na
prevencdo de infec¢Oes bacterianas e elevadaslinetezs no cultivo
de juvenis de jundia, obtendo peixes saudaveis ra qoalidade
(Gatesoupe, 2008).

O quadro hematolégico em uma situacéo de estresseidvel e
depende da espécie estudada. O hematdcrito refaeseercentual do
volume de sangue correspondente aos glébulos Jeomet seu
aumento pode estar relacionado a condi¢des esttesgBrandéo et al.,
2006). Os niveis de suplementacgdo do probidteeconostoc lactisdo
influenciaram os valores de hematdcrito e eritoscito presente estudo,
corroborando com Jatob4 et al. (2008) e Martirad. ¢2008) em tilapias
infectadas comEnterococcus duransRehulka (2002), observou
aumento na percentagem de hematécrito de peixestadbs por
Aeromonassobriae A. caviae Garcia e Moraes (2009) observaram um
aumento do numero de eritrcitos eMaractus mesopotamicleEpos a
infeccdo experimental corA. hydrophila. Entretanto,alguns estudos
mostram que a reducdo no percentual de hematéeribdmero de
eritrocitos no sangue podem ser sinais de infebg&teriana (McNulty
et al., 2003; Benli e Yildiz, 2004; Shoemaker et 2006).

Os niveis de glicose plasmatica tém siddabées utilizados como
bons indicadores de estresse em peixes teledstenas variacdes estio
relacionadas as respostas secundérias de estiidsslenieyer, 1996;
Barton, 1997; Martins et aR004). Nos peixes estressados as alteracdes
hematoldgicas, geralmente sdo acompanhadas de gliupaiia,
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decorrente da liberagdo aumentada de cortisoljmgluz incremento da
glicogénese hepatica (Tavares-Dias et al., 200Xbinati e Carneiro,
2001). Neste estudo, a glicose ndo apresentoled{as significativas
entre os tratamentos apés a infec¢do ¢orhydrophila Os niveis de
glicose encontrados foram inferiores aos deternosigubr Barcellos et
al. (2003) e Borges et al(2004) em jundias ndo infectados
experimentalmente. A nao alteracéo da taxa desglieodo hematdcrito
nos peixes alimentados cobeuconostoc lactisndica que todos os
animais sofreram o mesmo efeito do estresse prdequalo manejo da
injecao.

Neste estudo os pardmetros hematolégicos da seérimeiha
dizem respeito ao estado geral da saude dos pExe&i0 apresentarem
alteragcbes significativas, indicando que o0s mesmasontram-se
saudaveis e corroborando com estudos de Ishikawala (@007); Barros
et al. (2009) e Harikrishnan et al. (2010).

Os trombdcitos sé@o células envolvidas efesh organica nos
processos de coagulagéo e inflamacéo, além ddadivifagocitaria em
processos de infeccdo (Tavares-Dias, 2003; Gartial.e 2007)
freqUentes nas extensdes sanguineas do presamde.eSs valores do
numero de trombécitos nao apresentaram diferengatse eos
tratamentos, mostrando que tanto a dose de battédalada quanto a
suplementacdo com probiético ndo influenciaram esultados.
Entretanto, os valores foram semelhantes aos camlifis por Tavares-
Dias et al. (2002) com variacdo do numero de tranibd® entre
38,540.00-100,800.00L™ para jundias n&o infectados.

Para a contagem diferencial de leucéaits foram observadas
diferencas significativas em relacdo aos niveissalglementacdo de
Leuconostoc lactisa dieta do jundia apds o desafio cAmrhydrophila
em relacéo ao tratamento contrdls valores de linfécitos, leucécitos e
trombdcitos foram superiores aos relatados poriGardloraes (2009)
em Piaractus mesopotamicusfectados com a mesma bactéria. Esses
resultados sdo contrarios aos esperados, poistengdd de estresse 0s
peixes apresentam diminuicdo dos leucdcitos towidinfécitos
circulantes em fungcdo da liberacdo de catecolamina®rtisol que
ocasionam a constricdo esplénica, aumento do flewguineo e
migracdo de alguns leucécitos, com prejuizo nagdem fagocitarias
das células (Barton e Ilwana, 1991; McDonald e W&, 1992;
Wendelaar Bonga, 1997), sugerindo que as concéesag a
suplementagcdo com probidtidoeuconostoc lactispromoveram boa
resposta de leucocitos contra o agente patogénmmp observado
também pela ndo mortalidade apés o desafio expetainéu ainda, a
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infeccdo pode néo ter causado estresse suficianeapobservacdo de
uma possivel imunomodulacéo causada pelo probiético

Linfopenia e neutrofilia sdo comumente eslbados em peixes
expostos a agentes agressores (Secombes, 1996¢taRiut, neste
estudo, os valores de neutréfilos apresentaranuseertados apés o
desafio bacteriano nos tratamentos suplementadosdegia controle e
probiética, mas ndo apresentaram diferencas ds@asi€ntre os demais
tratamentos. Estes resultados corroboram com asna@gdes de
Martins et al. (2004) e Garcia et al. (2007), apéftesse e desafio
experimental com. hydrophila.

Contrariamente, a falta de resposta noemdnde mondcitos
circulantes neste estudo, diferiu dos resultados peixes desafiados
com A. hydrophila os quais apresentaram aumento nos valores
mondcitos no sangue daractus mesopotamicy&arcia et al., 2007;
Garcia e Moraes, 2009) éabeo rohita (Kumar et al.,, 2008),
Oncorhynchus mykisafectadas conVibrio anguillarum(Lamas et aj
1994) e Oreochromis niloticusinfectadas comnEnteroccocus durans
(Jatoba et al., 2008). Estas células possuem adieiflagocitaria, além
da habilidade de se transformarem em macréfagogyenem para o
foco inflamatério (Ranzani-Paiva et al., 2003), esgntando um
importante papel no sistema imune de peixes (lvadakanishi, 1996).

Os basdfilos e eosindfilos s&o célulasbdixa frequéncia em
muitas espécies de peixes, e suas frequéncias tatasrpodem estar
relacionadas a quadros de estresse (Ueda et @ll). 2Qeste estudo,
houve a presenca de basofilos apenas nos peixasngidos com
probidticos e infectados cof hydrophila.

As células PAS positivas ou granuloagi especiais (LG-PAS)
neste estudo apareceram em todos os tratamentesndmasofreram
influéncia da suplementacéo de probiético na dietmere-se que estas
células podem ter migrado para o sitio inflamadta @plicacdo do
agente flogdgeno, proporcionando o aumento peraedessas células
na circulagéo (Garcia Leme, 1989).

A bactériaAeromonas hydrophilaé o agente etiolégico da
septicemia hemorragica. Nos jundias inoculados essa bactéria, apos
as 24 horas iniciais da inoculacdo, ndo foram ebders sintomas desta
enfermidade. Caso houvesse demanda energética tadimepelo
estresse, na ocasido do desafio, a condicdo poelda refletida nas
variaveis hematologicas, mas néo foi o que acoateoafirmando a
resisténcia organica e a boa condi¢do de saldeeies. O modo pelo
qual o probidtico aumenta a resisténcia a doengataelo aumento

de
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dos mecanismos nédo especificos de defesa, maisedpedo aumento
das respostas imune especificas (Nayak, 2010).

Em relagdo aos parémetros imunolégicosliamas, o titulo
aglutinante ndo apresentou diferengas estatisticae os tratamentos
com e sem suplementacdo de probibticos em jun@i@imento deste
indice parece estar relacionado com sinais sevdeosnfeccdo e
associado a uma maior carga bacteriana, devidociabpente a
infeccdes secundarias por bactérias oportunistas.

A atividade antimicobiana do soro cdostitambém um
importante parametro do sistema imune dos peixesteNestudo, o soro
de R. quelenndo apresentou atividade antimicrobiana coma
hydrophila corroborando com os resultados obtidos por Silvalet
(2009) em Oreochromis niloticusap6és a administragcdo da vacina
polivalente contra a mesma bactéria por diferevitessde aplicacdo.

As condicdes de cultivo podem influenaig forma direta na
eficiéncia da adicdo de bactérias acido-laticasrgBm et al., 2004).
Praticas adequadas de manejo, como as utilizadds arperimento,
podem levar a resultados que ndo mostrem efeitoifisEtivo dos
probiéticos sobre o desempenho dos animais.

Segundo Nayak (2010) os resultados de umsss com
probidticos, até o momento, sdo bastante contramit@uanto a sua
eficiéncia. Essa contradicdo observada entre dmltras justifica-se
mediante os dados obtidos em relacdo a idade duoakntipo de
probidtico utilizado, viabilidade de microrganismaserem agregados
as racdes e as condicdes de armazenamento delaesmME009) e
Nayak (2010) afirmam que varios aspectos como @psdgadequada
dos microorganismos que compdem os probidticosa faé desafio
sanitario em condicfes experimentais e uma possivepeticdo com o
hospedeiro por nutrientes podem contribuir parade-axpressao de
respostas favoraveis ao desempenho quando da acéitiz de
probidticos.
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6. CONCLUSAO

Em aquicultura, a acdo probiotica é nefésiva na prevencgédo de
doengas do que no tratamento. Baseando-se notwadesutio presente
estudo, pode-se concluir que uma cepa de bacigéda Hatica isolada
do trato intestinal de juvenis de jundias posscapacidade de inibir o
crescimentoin vitro de Aeromonas hydrophilaLeuconostoc lactis
isolado do trato intestinal de jundids coloniza@ainato intestinal desta
espécie, diminuindo a populacéo\dério spp., apresentando potencial
para ser utilizado como probiético no cultivo destapécie. A
suplementacao do probiodtico potendialuconostoc lactima dietando
influenciou as varidveis hemato-imunoldgicas apo6s desafio
experimental conAeromonas hydrophilanas certamente aumentou a
resposta imune e o estado de saude do animal,ejprunoveu alta
resisténcia dos peixes a doenca e nenhuma modalidéo entanto,
sugere-se que sejam testados maiores concentragiagres tempos
de exposicao destes peixes a infec¢do aliado caaresaoncentracdes
de bactérias probidticas e periodos de alimentadiferentes vias de
aplicagdo como inoculagdo em alimento viassim como coletas
periédicas de sangue fim de se obter melhores resultados sobre a
influéncia deste probiético na imunocompeténciguddia e viabilidade
em escala comercial.
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CONSIDERACOES FINAIS

A piscicultura é uma atividade que tenscido muito nos Gltimos
anos no pais, pois o Brasil possui um grande piategrm consequéncia
do seu vasto territorio e de suas condi¢Oes cliastjue favorecem a
implementacgédo do cultivo de peixes de agua doce.

O cultivo de peixes pode ser feito utilidarse diversos sistemas:
extensivo, semi-intensivo, intensivo e super-irtemsSendo que nos
cultivos intensivos e super-intensivos had um gramdenento de
produtividade, quando comparadas com as populagtesais, e iSso
implica em densidades populacionais muito elevadasma sobrecarga
de alimentacao artificial, modificando o ecossistem

Esse desequilibrio do ambiente favoreagrgimento de doencas,
devido a presenca de diferentes agentes patogéditton disso, em
regime de confinamento, os peixes ficam submetdosstresse cronico
resultante do manejo inerente ao cultivo e da diegéo do ambiente.
Esses fatores tém aumentado a ocorréncia das dfdelen e,
consequentemente, da mortalidade levando as gramogdas
econdmicas no setor.

Em razdo das grandes perdas econdmicasadzsl pelas
enfermidades bacterianas hd a necessidade do deéemnto de
produtos que aumentem a resisténcia dos peixee edjunulem o seu
crescimento.

Os probidticos sédo reconhecidos por seengpil para melhorar a
funcdo imune e aumentar a resisténcia a doengadp sena alternativa
ao uso de antibidticos na aquicultura. As pesquises probidticos
ainda séo recentes na aquicultura mundial. No Brasi areas de
aplicacdo tém se expandido e o uso desses prodatodieta das
espécies nativas vem sendo avaliado. Contudo, algumestfes ainda
necessitam ser elucidadas para a obtencéo de e®liempostas, visto
gue as informacdes disponiveis sdo muitas vezérddirias.

Estudos que contribuam para reforcar oerghinento do
mecanismo de acéo do sistema imune do jundia edigé@ms adversas
encontradas em sistemas de criacdo intensiva, gudmditilizacdo da
suplementacdo de probidticos em sua dieta, sdo ss@Es,
principalmente em fungéo das divergéncias de extndtobtidos com as
espécies nativas, havendo a necessidade de padi@midos protocolos
de administracdo, da quantidade de suplementopoata a dieta e da
duracdo da administragcdo para a promog¢ao da pooteEpeixes para
o desenvolvimento da atividade, especialmente dtnasiintensivos.
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ANEXO

Figura 2: Atividades realizadas na Fundacdo 25 de Julho: dati@a
dos peixes; B: Colocacdo dos tanques-redes; C: adesl

experimentais; D: Arracoamento dos peixes.
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Figura 3: Atividades realizadas no Laboratério AQUOS: A: ladds
experimentais; B: Biometria; C: Coleta de sangug; Contagem de
células sanguineas.



