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RESUMO 

A aeromonose é uma doença que causa septicemia hemorrágica e acomete 

frequentemente os peixes em sistemas de criação, resultando em altas mortalidades. 

Sabe-se que o intestino desempenha um papel importante no sistema imunológico e 

a composição de seu microbioma é afetada em indivíduos sépticos. Assim, a correção 

da disbiose pode ser uma estratégia para amenizar o agravo do processo séptico. 

Dessa forma, o trabalho objetivou analisar os efeitos na imunofisiologia e na 

microbiota em tambaquis, Colossoma macropomum, suplementados com cepas de 

bactérias probióticas autóctones durante a sepse induzida por Aeromonas hydrophila. 

As cepas probióticas foram isoladas em ensaios prévios do intestino (I10) e de um mix 

de intestino e fezes (M14) de tambaquis oriundos do rio Amazonas. Para o 

experimento, os peixes receberam ração suplementada com cada cepa probiótica 

separadamente uma (1) vez (M14 1x e I10 1x) ou 3 vezes ao dia (M14 3x e I10 3x), 

na concentração 3x109 UFC/mL e dose de 15 mL/kg de ração, durante 90 dias e com 

frequência de alimentação de 3 vezes ao dia para todos os grupos. O grupo controle 

não recebeu dieta suplementada. Após o período de suplementação, os animais foram 

desafiados pela inoculação na cavidade celomática com A. hydrophila (DL50% 

1,78x108) e 24 horas após desafio (HPD), o sangue e o intestino foram coletados para 

análises hematológicas, bioquímicas, imunidade inata e microbiota intestinal. No 

período de 24 HPD todos os peixes apresentaram sinais de hemorragia interna, com 

líquido hemorrágico na cavidade celomática e hemocultura positiva. Na análise do 

eritrograma não foi verificado diferença (p>0,05) em relação ao controle nas 

concentrações de hemoglobina (Hb) e concentração de hemoglobina corpuscular 

média (CHCM). Houve redução na contagem de eritrócitos e no volume 

globular/hematócrito (VG) no grupo controle em relação aos grupos suplementados 

(p<0,05). Em relação ao volume corpuscular médio (VCM), foi observado redução 

para os peixes suplementados com a cepa I10 (p<0,05) e redução nos níveis de 

hemoglobina corpuscular média (HCM) nos grupos suplementados (p<0,05). 

Observou-se leucopenia e trombocitopenia no grupo controle (p<0,05) em relação aos 

grupos suplementados. No bioquímico sérico observou-se aumento significativo nos 

níveis de triglicerídeos e redução (p<0,05) aspartato aminotransferase (AST) e alanina 

aminotransferase (ALT) para todos os grupos suplementados. As variáveis do sistema 

imune inato apresentaram aumento das concentrações de lisozima nos peixes 



 
 

suplementados com I10 3x e I10 1x e a MPO mais ativa nos suplementados com M14 

1x e I10 1x, sem alteração das ERO. Na aglutinação bacteriana, os grupos que 

receberam dieta suplementada com a cepa do mix tiveram maiores titulações de 

anticorpos. A análise metagenômica permitiu identificar maior abundância de espécies 

bacterianas nos grupos suplementados com probióticos, com destaque para bactérias 

como Cetobacterium somerae, que apresentam efeitos probióticos comprovados,  

enfatizando a capacidade de M14 e I10 em interagirem com a microbiota benéfica 

residente dos peixes. Além disso, a aeromonose induziu disbiose com maior presença 

de bactérias do gênero Enterobacter em todos os grupos. Os resultados indicam que 

as cepas autóctones, principalmente a cepa isolada do mix (M14), provocaram 

melhoras na resposta imunológica e melhora na disbiose dos tambaquis 

suplementados. 
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ABSTRACT  

Aeromonosis is a disease that causes hemorrhagic septicemia and frequently affects 

fish in farming systems, resulting in high mortality. It is known that the intestine plays 

an important role in the immune system and the composition of its microbiome is 

affected in septic individuals. Thus, correcting dysbiosis can be a strategy to alleviate 

the worsening of the septic process. Thus, the work aimed to analyze the effects on 

immunophysiology and microbiota in tambaquis, Colossoma macropomum, 

supplemented with strains of autochthonous probiotic bacteria during sepsis induced 

by Aeromonas hydrophila. The probiotic strains were isolated in previous tests from 

the intestine (I10) and from a mix of intestine and feces (M14) of tambaquis from the 

Amazon River. For the experiment, the fish received feed supplemented with each 

probiotic strain separately one (1) time (M14 1x and I10 1x) or 3 times a day (M14 3x 

and I10 3x), at a concentration of 3x109 CFU/mL and a dose of 15 mL/kg of feed, for 

90 days and with a feeding frequency of 3 times a day for all groups. The control group 

did not receive a supplemented diet. After the supplementation period, the animals 

were challenged by inoculating the coelomic cavity with A. hydrophila (DL50% 

1.78x108) and 24 hours after challenge (HPD), blood and intestine were collected for 

hematological, biochemical, innate immunity analyzes and intestinal microbiota. During 

the 24 HPD period, all fish showed signs of internal hemorrhage, with hemorrhagic 

fluid in the coelomic cavity and positive blood culture. In the erythrogram analysis, there 

was no difference (p>0.05) in relation to the control in hemoglobin concentrations (Hb) 

and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC). There was a reduction in 

erythrocyte count and globular volume/hematocrit (VG) in the control group compared 

to the supplemented groups (p<0.05). In relation to the mean corpuscular volume 

(MCV), a reduction was observed for fish supplemented with strain I10 (p<0.05) and a 

reduction in mean corpuscular hemoglobin (HCM) levels in the supplemented groups 

(p<0.05). Leukopenia and thrombocytopenia were observed in the control group 

(p<0.05) compared to the supplemented groups. In serum biochemistry, a significant 

increase in triglyceride levels and a reduction (p<0.05) in aspartate aminotransferase 

(AST) and alanine aminotransferase (ALT) were observed for all supplemented 

groups. The innate immune system variables showed increased lysozyme 

concentrations in fish supplemented with I10 3x and I10 1x and MPO was more active 

in those supplemented with M14 1x and I10 1x, without changes in ROS. In bacterial 



 
 

agglutination, the groups that received a diet supplemented with the mix strain had 

higher antibody titers. The metagenomic analysis allowed the identification of a greater 

abundance of bacterial species in the groups supplemented with probiotics, with 

emphasis on bacteria such as Cetobacterium somerae, which have proven probiotic 

effects, emphasizing the ability of M14 and I10 to interact with the beneficial microbiota 

resident in the fish. Furthermore, aeromonosis induced dysbiosis with a greater 

presence of bacteria of the genus Enterobacter in all groups. The results indicate that 

the autochthonous strains, mainly the strain isolated from the mix (M14), caused 

improvements in the immunological response and improved dysbiosis in the 

supplemented tambaquis. 

 

 

Keywords: probiotic, aquaculture, immunity, prophylaxis, dysbiosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

A aquicultura vem se destacando como um importante setor da produção 

animal nos últimos anos, atuando de forma relevante na produção mundial de 

alimentos e contribuindo para a geração de emprego e renda. Além disso, é uma 

atividade alternativa à pesca, reduzindo desta forma a sobrepesca de animais 

selvagens (ZORRIEHZAHRA et al., 2016; LIMA et al., 2018; ALONSO et al., 2019). 

Dentre as espécies com grande potencialidade de expansão de produção, destaca-se 

o tambaqui, Colossoma macropomum, em virtude de apresentar inúmeras 

características vantajosas como fácil adaptação aos alimentos formulados, tolerância 

a valores críticos de oxigênio dissolvido, elevado desempenho produtivo, fácil manejo, 

bom rendimento de carcaça (45%) e grande demanda do mercado por apresentar uma 

carne bastante apreciada e com alto valor nutricional (MENDONÇA et al., 2012; SILVA 

e FUJIMOTO, 2015). 

A crescente demanda por produtos com elevado valor nutritivo, como os 

preparados a base de pescado, implica na intensificação dos sistemas de criação 

(GHOMRASSI et al., 2016). Este fator, além de aumentar o risco de impactos 

ambientais, como alterações na qualidade da água dos ambientes naturais, pode 

também gerar estresse nos animais levando à disseminação de doenças (PRIDGEON 

e KLESIUS, 2012). 

Uma das doenças mais comuns em peixes na produção aquícola é a 

aeromonose, provocada por bactérias do gênero Aeromonas sp. e responsável por 

grande perda de produção (MARINHO-NETO, 2019). Este microrganismo está 

presente naturalmente na água de criação e na microbiota normal dos peixes. Porém, 

alterações ambientais bruscas, má qualidade da água e nutrição inadequada podem 

ser fatores cruciais para a multiplicação dessas bactérias que afetam 

consideravelmente o sistema imunológico dos animais. Como consequência, pode 

ocorrer o chamado processo séptico em função da resposta exagerada do organismo 

em contato com microrganismos invasores, resultando no comprometimento de 

muitos órgãos e podendo levar a altas mortalidades de peixes na produção (PÁDUA 

et al., 2010; NDUKA e PARRILLO, 2011; SINGER et al., 2016). 

Na tentativa de controlar a incidência dessa e de outras doenças, os produtores 

geralmente utilizam antibióticos na água de criação devido a sua rápida ação e ampla 

disponibilidade (RINGO et al., 2020; PEREIRA et al., 2020). Entretanto, o emprego 
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incorreto desses compostos químicos pode ser prejudicial aos animais uma vez que 

resíduos permanecem em seu organismo, induzindo a disbiose e afetando a nutrição, 

fisiologia e imunidade dos animais (LIU et al., 2015; RINGO et al., 2020). Além disso, 

o uso prolongado pode desencadear uma pressão seletiva de bactérias 

multirresistentes, tornando-se um problema de saúde pública (BANERJEE et al. 2017; 

XUE et al., 2020). 

Assim, os probióticos surgem como alternativas promissoras aos antibióticos 

pois inibem o crescimento de microrganismos patogênicos, sem provocar prejuízos à 

saúde do animal (AKHTER et al., 2015). Trata-se de microrganismos vivos que 

conferem benefícios à saúde do hospedeiro quando administrados em quantidades 

adequadas e, no caso dos peixes, podem ser administrados através da dieta ou água 

de criação (TACHIBANA et al., 2019). Os probióticos agem na modulação do sistema 

imunológico, atuando na maturação do tecido linfoide associado ao intestino, órgão 

que representa importante papel contra infecção associada a patógenos 

(YAMASHITA et al., 2017; RUIZ et al., 2019). Em virtude disso, estudos relacionados 

com a utilização de probióticos na aquicultura têm sido amplamente realizados, 

visando a obtenção de uma produção aquícola mais eficiente e sustentável (GENG et 

al., 2012; REIS NETO, 2012; AZEVEDO et al., 2016; SILVA et al., 2021; BARROS et 

al., 2022). Dentre os microrganismos potencialmente estudados como aditivo 

probiótico na aquicultura estão as bactérias ácido-lácticas, especialmente as 

pertencentes ao gênero Lactobacillus sp., demonstrando seu potencial inibitório em 

relação a patógenos e auxiliando na imunoestimulação do organismo (VIEIRA et al., 

2013; MERRIFIELD et al., 2014; HAI, 2015; JATOBÁ et al., 2017, PEREIRA et al., 

2019). 

Dessa forma, o presente estudo objetivou investigar os efeitos da 

suplementação com linhagens de bactérias lácticas isoladas da microbiota intestinal 

de tambaquis saudáveis com potencial probiótico na recria desta mesma espécie. A 

descrição desses mecanismos ampliará o entendimento da interação patógeno-

hospedeiro, que possibilitará a construção de estratégias voltadas para o 

desenvolvimento de novas linhagens de probióticos, assim como no controle e a 

profilaxia de doenças graves, como a sepse.  

 

1. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo Geral 

Analisar os aspectos fisiopatológicos em Colossoma macropomum, 

suplementados com probióticos autóctones em diferentes frequências na dieta, 

durante a resposta séptica induzida por Aeromonas hydrophila. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

1. Avaliar alterações nos parâmetros sanguíneos dos tambaquis suplementados 

com bactérias lácticas selecionadas e desafiados com Aeromonas hydrophila; 

2. Analisar o perfil bioquímico de tambaquis suplementados com cepas 

probióticas acometidos com aeromonose; 

 3. Investigar a resposta imune inata (burst oxidativo, concentração sérica de 

lisozima, atividade da mieloperoxidase e aglutinação bacteriana) após o processo 

séptico induzido por A. hydrophila; 

4. Avaliar a riqueza, abundância e diversidade da microbiota intestinal em peixes 

alimentados com as cepas probióticas autóctones; 

5. Verificar se houve diferença entre as cepas e frequências de alimentação 

administradas quanto as alterações clínicas e resposta imune dos tambaquis, após 

desafio com A. hydrophila 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Aeromonose em teleósteos 

O rápido avanço da aquicultura em decorrência da crescente demanda por 

seus produtos implica em novas tecnologias para a intensificação da criação, 

principalmente no setor da piscicultura (FERRAREZI, 2021).  A produção em alta 

densidade, por sua vez, pode ser um fator que além de causar impactos ambientais 

como alterações na qualidade da água, quando mal executada pode gerar ainda 

estresse nos animais, levando à disseminação de doenças que os acometem de forma 

severa, causando mortalidades em massa e grandes perdas econômicas (PRIDGEON 

e KLESIUS, 2012). 

As doenças nos peixes em pisciculturas muito comumente ocorrem devido a 

agentes patogênicos que são encontrados no meio natural de criação e que, devido a 
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um desequilíbrio no ambiente ou problema de manejo com a produção, passam a ter 

condições favoráveis à sua replicação e indução à doença (DEFOIRDT, 2013). Dentre 

estes agentes infecciosos podemos citar as bactérias, dentre as quais as do gênero 

Aeromonas, responsáveis por provocar grandes perdas na produção (FERRAREZI, 

2021). São bactérias Gram-negativas, não esporulantes, com respiração aeróbia ou 

anaeróbia facultativa, têm forma de bastonete móvel e possuem flagelos polares 

(STOSKOPF, 1993). Esses microrganismos estão presentes naturalmente no 

ambiente de criação e fazem parte da microbiota normal de organismos aquáticos 

saudáveis. Porém, o estresse gerado por alterações na qualidade da água e/ou nas 

práticas inadequadas de manejo na piscicultura intensiva pode ocasionar surtos 

infecciosos por essa bactéria (MARINHO-NETO, 2019).  

As Aeromonas spp. mais virulentas são as pertencentes à espécie Aeromonas 

hydrophila e os principais fatores de virulência estão relacionados à produção de 

enzimas extracelulares e toxinas associadas aos sinais clínicos de aeromonose, como 

as proteases, citosinas, elastases, amilases, nucleases, lípases e hemolisinas 

(RINCÒN et al., 2016). Ademais, por serem Gram-negativas, são constituídas de 

lipopolissacarídeos (LPS), descritos como potentes agentes quimiotáxicos de 

leucócitos e indutores do choque séptico tanto em mamíferos como em peixes 

(CAMPOS et al., 2020). De modo geral, são bactérias oportunistas responsáveis por 

provocar septicemia hemorrágica nos hospedeiros enfraquecidos (AUSTIN, 2012).  

Os metabólitos tóxicos de A. hydrophila são absorvidos pelo intestino e 

induzem toxemia no organismo do animal, provocando hemorragias capilares 

(petéquias), nas dermes das nadadeiras, na superfície do corpo e na submucosa do 

estômago com degeneração das células hepáticas e do epitélio dos túbulos renais 

(ETO et al., 2018). A transmissão se dá de modo horizontal na qual o agente infeccioso 

presente na água ou sedimento de viveiros infecta os peixes no momento de 

descargas do trato intestinal ou quando há lesões externas na pele. Ocorre com maior 

frequência em água mais quentes com grande quantidade de matéria orgânica ou 

fatores estressantes, condições que se encaixam, em geral, nos sistemas  de criação 

em alta densidade (PEIXOTO et al., 2012).  

Além disso, o manejo inadequado, oscilações de temperatura e transporte 

irregular são fatores que contribuem para o aumento na incidência de Aeromonas sp. 

na aquicultura (SILVA et al., 2023).  Uma vez que Aeromonas sp. é um patógeno 
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amplamente comum nos ambientes aquáticos e responsável pela alta mortalidade de 

peixes, quaisquer desregulações nos sistemas de criação podem ocasionar 

consideráveis perdas econômicas (LEÃO et al., 2020).  

Dentro deste contexto, a sepse ou processo séptico refere-se à inflamação 

exacerbada provocada por um agente patogênico relacionada com o consequente 

sinal do hospedeiro em relação a este agente agressor, ou seja, trata-se de uma 

reação inflamatória sistêmica desencadeada frente a uma infecção grave e que 

provoca disfunção orgânica (SHANKAR-HARI et al., 2016). 

O processo séptico é uma condição que se origina do contato do organismo 

com componentes microbianos que ativam o sistema de defesa, ocorrendo a liberação 

de mediadores inflamatórios (CARDOSO e BRAGA, 2018). Este processo é 

desencadeado pela multiplicação e liberação de endotoxinas ou LPS por bactérias 

Gram-negativas, como a A. hydrophila, onde, após a lise das bactérias, ocorre 

liberação de sua fração denominada lipídeo A, promovendo a grande reação 

inflamatória conhecida como choque séptico. Este choque, por sua vez, está 

associado a altas taxas de mortalidade em pequenos animais, em virtude de ser 

desencadeado a partir de qualquer doença pré-existente, de natureza infecciosa ou 

não, além de não apresentar sinais e sintomas patognomônicos, dificultando o 

diagnóstico  (TOMÁS, 2012; CANDIDO, 2012; RABELO, 2012).  

A inflamação é uma resposta normal do organismo contra agentes infecciosos, 

porém, no processo séptico há uma ativação excessiva de células inflamatórias que 

resultam em anarquia metabólica uma vez que as vias pró-inflamatórias aumentam 

suas atividades para eliminar patógenos e acabam provocando lesões (OLINDA et al., 

2014). A principal consequência dessa resposta inflamatória exacerbada e 

descontrolada é o quadro de choque com evolução para a síndrome da insuficiência 

de múltiplos órgãos, acompanhada de alta mortalidade (CAMPOS et al., 2020). Desse 

modo, a sepse pode ser definida como uma síndrome de resposta inflamatória 

sistêmica que tem como fator etiológico uma infecção (RABELO, 2012). 

 

3.2 Sistema imunológico em peixes 

O sistema imunológico possui um conjunto de componentes que defendem o 

organismo contra substâncias estranhas e patogênicas sendo, portanto, um 

importante mecanismo de sobrevivência a todos os animais (ZHU et al., 2012). O 
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sistema imunológico dos peixes compartilha similaridades com outros vertebrados, 

com exceção de não apresentarem linfonodos ou medula óssea (ETO et al., 2018). 

Ao invés, os responsáveis pela imunidade destes animais são os tecidos e órgãos, 

chamados de linfoides, e constituem os rins, timo, baço e tecidos linfoides associados 

à mucosa, todos desenvolvidos durante o período larval (BILLER-TAKAHASHI et al., 

2014). Nesses órgãos são formados os linfócitos, monócitos, trombócitos e 

granulócitos, além de eritrócitos (ETO et al., 2018). 

O rim cefálico apresenta papel fundamental na hematopoiese, responsável pela 

formação de várias células como os macrófagos, monócitos e granulócitos (BILLER-

TAKAHASHI e URBINATI, 2014). No timo é onde ocorre o desenvolvimento e 

maturação dos linfócitos T (BOWDEN et al., 2015). Já o baço, é dividido em duas 

regiões, a polpa branca que está relacionada a formação das células de defesa, e a 

polpa vermelha responsável pela fagocitose das células anormais ou velhas e está 

relacionado com a formação de anticorpos (RODRIGUES et al., 2020). Os tecidos 

linfoides associados a mucosas, que incluem pele e brânquias são responsáveis pela 

produção de muco que contém importantes proteínas, como a lisozima e proteínas do 

sistema complemento, atuando como barreira inicial contra os invasores (SILVA, 

2021).  

Ainda, outras células estão relacionadas com a resposta à resistência 

patogênica em teleósteos, como as células epiteliais e caliciformes. Dessa forma, a 

integridade da mucosa está associada diretamente com a renovação celular do 

epitélio, e o aumento do número de células caliciformes com a boa qualidade da 

microbiota natural, uma vez que estas células têm papel fundamental na produção de 

muco (SCHWARZ et al. 2010). O muco produzido impede o contato de 

microrganismos patogênicos com as células epiteliais, além de possuir efeito 

bactericida pela presença de lisozima e ácidos graxos de baixo peso molecular 

(MELLO et al., 2013). A lisozima, por sua vez, é uma substância importante no sistema 

inato de defesa dos peixes e a dosagem de sua concentração e/ou atividade é 

imprescindível visto que possui a capacidade de lisar bactérias. Sua ação bactericida 

está associada principalmente à hidrolização do peptidoglicano das paredes celulares 

bacterianas (URIBE et al., 2011). 

Os parâmetros hematológicos constituem um dos principais indicadores no 

monitoramento da saúde dos peixes (BARBIERI e BONDIOLI, 2013; PEREIRA et al., 
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2016). Autores relatam que o sangue pode revelar condições internas de forma mais 

precoce em relação à manifestações clínicas externas (RANZANI-PAIVA  et  al., 

2013; TELLI et al., 2014; TAVARES-DIAS et al., 2015). Isso ocorre porque o sangue 

apresenta propriedades que devem estar equilibradas com os demais tecidos, 

desempenhando papel na hemostasia, respiração, transporte, osmorregulação, 

defesa e nutrição (COSTA et al., 2014, PEREIRA et al., 2015). Além disso, a análise 

hematológica representa um diagnóstico rápido, prático e de baixo custo (TAVARES-

DIAS et al., 2015; WEINERT et al., 2015). 

A resposta imune inata ou inespecífica é uma modalidade de resposta 

inflamatória dirigida contra antígenos no primeiro contato do organismo 

(MARCUSSO et al., 2021). As células fagocíticas ou fagócitos (neutrófilos, 

eosinófilos, monócitos e macrófagos) desempenham importante papel no sistema 

imunológico uma vez que além de contribuírem nos mecanismos inatos estão 

também envolvidas com a parte específica de defesa (RODRIGUES et al., 2020). No 

que diz respeito à suas atividades na resposta inata, essas células são capazes de 

reconhecer patógenos e degradá-los através de um processo conhecido como 

fagocitose. Este processo ocorre quando a célula engloba o patógeno pela emissão 

de pseudópodes e, uma vez que este encontra-se totalmente incluso dentro de um 

vacúolo (fagossomo) ocorre uma série de eventos microbicidas que culminam na sua 

morte e digestão (BILLER-TAKAHASHI et al., 2014). Durante o processo de 

fagocitose há um grande aumento no consumo de oxigênio molecular, conhecido 

como burst oxidativo (DEGASPERI et al., 2019).  

 A atividade de explosão respiratória de leucócitos, também conhecida como 

burst respiratório ou burst oxidativo é também um dos indicadores da imunidade 

inata, tendo sido enfatizada pela primeira vez por Baldridge e Gerard (1933) ao 

constatarem que a fagocitose era associada ao consumo elevado de oxigênio. 

Atualmente está correlacionada também com a liberação de citocinas e resposta 

inflamatória em peixes (RIEGER et al., 2010). O consumo elevado de oxigênio ocorre 

devido a capacidade dos fagócitos em produzir espécies reativas de oxigênio (ERO) 

durante o processo de fagocitose, atuando contra agentes invasores (TELLI et al., 

2014; URBINATI et al., 2015; LIU et al, 2017). Sabe-se que a enzima 

mieloperoxidase (MPO) atua como importante catalizador na formação das ERO e 

sua atividade antimicrobiana está ligada principalmente à capacidade de oxidar o  
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ânion cloreto (Cl-) em ácido hipocloroso (HOCl), importante agente oxidante, além 

da produção de outras espécies reativas na presença de H2O2, como o ácido 

hipobromoso (HOBr) e o ácido hipotiocianoso (HOSCN), radicais de tirosil e espécies 

reativas intermediárias de nitrogênio (ARATANI, 2018; KOCH et al., 2021). 

Entretanto, apesar da MPO desempenhar papel fundamental no combate à 

microrganismos patogênicos, quando há exacerbação da produção de agentes 

oxidantes, ela também pode contribuir para o aumento da inflamação, prejudicando 

os tecidos (CASCIARO et al., 2017; KHAN et al., 2018).  

 

3.3 Probióticos na piscicultura 

Na tentativa de controlar a disseminação de doenças nos organismos aquáticos 

criados, os produtores recorrem à utilização de antibióticos, o que despertou a 

motivação dos pesquisadores na busca por outros mecanismos de controle uma vez 

que o uso prolongado destes compostos químicos pode afetar negativamente os 

animais pela permanência de resíduos em seu organismo ou ainda pelo aumento do 

índice de resistência antimicrobiana (RINGO et al., 2020; PEREIRA et al., 2020).  

A detecção de anticorpos específicos encontrados na mucosa intestinal em 

peixes se tornou a primeira evidência da associação do sistema imunológico 

associado à integridade da mucosa, abrindo margens para estudos sobre a aplicação 

de imunoestimulantes (XU et al. 2013). Dessa forma, como alternativa aos 

antibióticos, surgem os probióticos, descritos como microrganismos vivos que quando 

administrados em quantidades adequadas conferem benefícios à saúde do 

hospedeiro. Assim, a administração de probióticos pode ser um método sustentável e 

promissor para o controle de doenças em peixes (AKHTER et al., 2015; HILL et al., 

2014). 

O principal fator que permitiu a introdução dos probióticos na piscicultura foi o 

sucesso de sua aplicação em outros setores animais (XUE et al., 2020). Tachibana et 

al. (2019) sugerem que, na piscicultura, os probióticos podem ser definidos como 

“microrganismos vivos ou viáveis que, fornecidos via alimentação ou água, 

proporcionam benefícios no desempenho zootécnico, imunológico e digestivo, 

combatendo os agentes patogênicos e promovendo a diminuição do estresse do 

hospedeiro e/ou atuando como biorremediadores do ambiente aquático onde vivem.”. 
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Os probióticos fortalecem o sistema imunológico melhorando a homeostase 

intestinal, a absorção de nutrientes e o balanço de bactérias benéficas dentro do trato 

gastrointestinal (YAMASHITA et al., 2017; RUIZ, 2019). Como a microbiota intestinal 

desempenha um importante papel de modulação do sistema imunológico atuando 

contra patógenos, estes fatores contribuem ativamente na melhora nos índices 

produtivos (CAVALCANTE et al., 2020; ZHANG et al., 2022).  

Diversos gêneros de microrganismos têm sido estudados como potenciais 

probióticos para utilização na aquicultura e sua determinação baseia-se em 

características específicas (MERRIFIELD e RINGO, 2014). Um probiótico tem como 

principal requisito a biossegurança, desta forma, para que um microrganismo seja 

considerado probiótico é necessário que não apresente características patogênicas 

pois não deve possuir efeito deletério ou prejudicial ao hospedeiro (BANERJEE et al., 

2017; TACHIBANA et al., 2019). Outras características importantes na seleção de um 

probiótico são a tolerância a baixos níveis de pH e enzimas gástricas, adesão e 

colonização do epitélio intestinal, atividade antagonista frente a patógenos, promoção 

do crescimento e auxílio na imunoestimulação (MOURIÑO et al., 2012; CHAUHAN e 

SINGH, 2018). Além disso, deve ser tolerante a liofilização e manter a viabilidade após 

processo de embalagem e armazenamento (BANERJEE et al., 2017; CHAUHAN E 

SINGH, 2018). 

No setor da aquicultura, as espécies mais estudadas e utilizadas são divididas 

em dois grupos: as bactérias colonizadoras, pertencentes ao gênero Lactobacillus sp. 

e as bactérias não colonizadoras ou de trânsito livre, pertencentes ao gênero 

Bacillus sp. (HUYGHEBAERT et al., 2011). Lactobacillus são bactérias não 

esporulantes, Gram positivas, apresentam formato de bastonetes, anaeróbicas e que 

produzem ácido lático como principal produto do seu metabolismo, sendo 

responsáveis por conferirem os melhores resultados zootécnicos como melhor 

conversão alimentar, menor mortalidade, maior resistência às condições de estresse, 

melhor imunidade e saúde geral nos animais (BUGLIONE-NETO et al., 2013; WU et 

al., 2023). Já Bacillus sp. são esporulantes, bastonetes Gram positivos e de trânsito 

livre cuja função principal é manter os parâmetros de qualidade da água, através da 

degradação da matéria orgânica, remoção do lodo e redução dos nutrientes da água, 

atuando como importantes biorremediadores (AZEVEDO et al., 2016; LOPES et al., 

2020). 
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A inclusão de cepas probióticas alóctones é bastante aplicada principalmente 

em virtude dos baixos estudos acerca da resposta de cepas autóctones. Entretanto, a 

utilização de microrganismos exógenos pode apresentar algumas limitações e/ou 

desvantagens a exemplo da menor capacidade de interação com a microbiota natural, 

por se tratar de microrganismos transitórios (MARENGONI et al. 2019; TELLI, 2017; 

SOUZA e FERREIRA, 2022). A vantagem da utilização de cepas isoladas do próprio 

hospedeiro se deve ao fato de possuírem maior capacidade de colonização sobre o 

trato intestinal, permitindo aumento na eficiência de atividades antimicrobianas e 

moduladoras, além de apresentarem maior segurança uma vez que já compõem 

normalmente a microbiota local (STANDEN et al., 2016; BARROS et al., 2022). 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

O presente estudo foi executado na Universidade Federal do Oeste do Pará 

(UFOPA),  no Instituto de Biodiversidade e Florestas (IBEF) e no Instituto de Ciências e 

Tecnologia das Águas (ICTA), na Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 

(UNESP/Botucatu) Campus de Ciências Biológicas e Departamento de Análises 

Clínicas, Toxicológicas e Bromatológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto-USP. Para as coletas de material biológico foram adotados Princípios 

Éticos na Experimentação Animal propostos pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (Comissão de Ética no Uso Animal, UFOPA, nº 0620180030). 

 

4.1 Obtenção das cepas probióticas 

Em experimento prévio do grupo de pesquisa, cepas de bactéria com potencial 

probiótico pertencente ao gênero Lactobacillus sp. foram isoladas do intestino de 

tambaquis C. macropomum oriundos do rio Amazonas, em Santarém – Pará 

(2°26’35.02”S e 54°42’29.99”W). Os animais foram submetidos à eutanásia por 

aprofundamento do plano anestésico utilizando benzocaína, com posterior coleta do 

aparelho gastrointestinal para semeadura em placa de Petri de 90 mm, contendo os 

meios de cultivo TSA (Trypticase Soy Agar) (Difco®) e MRS (de Man Rogosa & 

Sharpe) (Kasvi®) acrescido do corante Azul de Anilina. Em seguida, as placas foram 

acondicionadas em ambiente de anaerobiose a 37°C por 24 h. Ao final desse período, 



27 
 

foram realizados os isolamentos das cepas bacterianas, as quais foram direcionadas 

à testes de caracterização in vitro bem como  ensaios comprobatórios de seu potencial 

uso probiótico em C. macropomum. Após caracterização genética através das 

técnicas de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento genético, as 

cepas I10 (isolada do intestino) e M14 (isolada  a partir de um mix do intestino e fezes) 

foram identificadas como Lactobacillus sp. e selecionadas por apresentarem os 

melhores resultados no ensaio in vitro, incluindo os testes de hidrofobicidade, 

resistência à bile, teste de antagonismo e formação de biofilme, além de apresentarem 

bons resultados no teste de patogenicidade in vivo. 

 

4.2 Peixes e delineamento experimental 

Foram utilizados 466 juvenis de tambaquis C. macropomum (40,00 ± 5,00 g), 

de mesma reprodução, adquiridos de piscicultura comercial. Inicialmente, os peixes 

foram acondicionados em tanque (3000 L) para quarentena. Em seguida, 300 peixes 

foram distribuídos aleatoriamente em uma densidade de 37,5 peixes/m³ em 20 

unidades experimentais (tanques circulares com 400 L / n=15), em sistema fechado e 

aeração constante no Laboratório Múltiplo para Produção de Organismos Aquáticos  

(LAMPOA / ICTA / UFOPA).  

Os peixes receberam ração comercial extrusada,  com 32% de proteína bruta 

(PB) e granulometria de 2 a 3 mm, durante a aclimatação por 15 dias, sendo 

alimentados 3 vezes ao dia (8h30min, 12h e 17h) com a taxa de arraçoamento de 4% 

da biomassa de peixes. Durante o período experimental, houve mudança na 

granulometria da ração (4 a 6 mm) para adequação ao tamanho dos peixes. As caixas 

foram sifonadas diariamente para a retirada de fezes e restos de ração.  Os 

parâmetros de qualidade da água como pH, temperatura (°C) e oxigênio dissolvido 

(mg/L) foram aferidos com equipamento multiparâmetro (AK88). 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos   e 

4 repetições cada, de acordo com a dieta a ser administrada. Para incrementação da 

dieta, duas cepas de bactérias ácido- lácticas (I10 – isolada do intestino de tambaqui 

e M14 – isolada de um “mix” de intestino e fezes de tambaqui) (DOS SANTOS, 2023). 

foram utilizadas e avaliadas separadamente Desta forma, os tratamentos consistiram 

em: 
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C – Controle: Dieta sem suplementação e fornecida 3 vezes ao dia (8h30min, 

12h e 17h); 

M14_3x: Dieta suplementada com a cepa M14 e fornecida 3 vezes ao dia 

(8h30min, 12h e 17h); 

M14_1x: Dieta suplementada com a cepa M14 e fornecida 1 vez ao dia  

(8h30min); 

I10_3x: Dieta suplementada com a cepa I10 e fornecida 3 vezes ao dia  

(8h30min, 12h e 17h); 

I10_1x: Dieta suplementada com a cepa I10 e fornecida 1 vez ao dia 

(8h30min). 

Ainda, as unidades experimentais eram observadas para identificação do 

consumo alimentar pelos peixes ao final de cada alimentação. A taxa de 

arraçoamento variou de 3,5 a 5 % da biomassa de peixes de cada unidade 

experimental, sendo ajustada de acordo com a observação do consumo alimentar e 

as biometrias dos peixes, realizadas a cada 10 dias. 

 

 4.3 Preparo dos inóculos bacterianos e dieta experimental 

A concentração e dose da suspensão bacteriana para ambas as cepas e o 

modo de preparo da dieta foram estabelecidos seguindo os protocolos propostos por 

Jatobá et al. (2008), Farias et al. (2016), Ferreira et al. (2018) e Dias et al. (2022) 

com adaptações. Dessa forma, definiu-se a concentração 3x109 UFC/mL e a    dose 

de 15mL/kg de ração fornecida. 

A dieta suplementada era preparada ajustando cada suspensão bacteriana 

para a concentração definida, misturada a óleo de soja (3% da dieta) para melhor 

fixação, aspergida sobre os pellets de ração e submetidos à agitação manual. Após 

30 min de descanso, os potes contendo cada ração suplementada eram então 

armazenados em geladeira para posterior administração aos peixes. Uma nova leva 

de ração foi preparada a cada 3 dias. Os animais foram alimentados 3 vezes ao dia, 

de acordo com cada tratamento (com ou sem dieta suplementada), durante o período 

de 90 dias de suplementação. 

 

 4.4 Obtenção da bactéria patogênica 
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A cepa de Aeromonas hydrophila utilizada para infecção e indução da sepse 

foi  isolada de peixes naturalmente infectados que apresentaram lesões compatíveis 

com aeromonose (MARINHO-NETO et al., 2019). Os animais foram eutanasiados 

por aprofundamento do plano anestésico com benzocaína, seguida da coleta de 

fragmentos do encéfalo, rim, fígado e baço para cultura bacteriológica. Amostras 

desses fragmentos foram semeadas em placas de petri contendo TSA (Trypticase 

Soy Agar) (Difco®) e incubadas por 24h a 37°C. As colônias foram identificadas com 

base em suas características morfológicas e tintoriais seguida da caracterização 

bioquímica (Bactray 3 - Laborclin®). De forma similar à bactéria probiótica, a cepa 

em questão foi submetida à caracterização genética mediante a técnica de PCR e 

sequenciamento genético sendo, desta forma, identificada como A. hydrophila. 

 

4.5 Determinação da DL50% (50-96h) 

Para determinação da DL50% (50-96h), empregadacomo inóculo bacteriano 

foram utilizados 36 tambaquis de tamanho e peso aproximados aos do experimento, 

distribuídos em seis caixas d’água com seis animais/cada, em delineamento 

inteiramente casualizado. Para tanto, 30  tambaquis foram submetidos à inoculação 

com 0,5 mL de concentrações crescentes de A. hydrophila, correspondentes aos 

tubos 0,5; 2; 4; 8 e 10 da escala de McFarland  (0,15x109; 0,6x109; 1,2x 109; 2,4x109 

e 3x109 células bacterianas/mL), na cavidade  celomática. Os animais do grupo 

controle (n=6) receberam uma dose de 0,5mL de solução salina esterilizada (0,65%) 

pela mesma via.  

Durante o período de exposição (96h) não foi realizada a alimentação dos 

peixes nem sifonagem da água, sendo feito o monitoramento diário das variáveis 

físico-químicas da água (pH, temperatura e oxigênio dissolvido) e registro da taxa de 

mortalidade dos peixes. Os valores da DL50-96h foram calculados pelo método 

“Trimmed Sperman Karber”, obtendo a DL50 estimada em 1,78 x 109 e com o limite 

inferior e superior em 1,64 x 109 e 2,3 x 109, respectivamente (CLAUDIANO et al., 

2019). 

 

 4.6 Indução da sepse 

A sepse nos tambaquis foi induzida pela inoculação celomática da dose 
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correspondente a DL50% (1,78 x 109). Para tanto, os peixes foram anestesiados 

com benzocaína (1:500 v/v), e divididos em grupos de acordo com cada 

tratamento descrito no item 4.1 (n=10), em delineamento inteiramente casualizado: 

T1 — (Controle positivo) — inoculado apenas com o inóculo bacteriano patogênico 

(0,5mL) sem suplementação com probiótico, C; T2 — suplementados com cepa M14 

3 x e injetado com 0,5mL do inóculo bacteriano patogênico, M14 3x; T3 — 

suplementados com cepa M14 1x e injetado com 0,5 mL do inóculo bacteriano 

patogênico, M14 1x; T4 — suplementados com cepa I10 3x injetado com 0,5mL do 

inóculo bacteriano patogênico, I10 3x ; e T5 — suplementados com cepa I10 1x e  

injetado com  0,5mL do inóculo bacteriano patogênico, I10 1x. 

No tempo de 24h após a indução da sepse, 10 animais de cada grupo foram 

submetidos à eutanásia por aprofundamento do plano anestésico, com solução de 

benzocaína (1:20.000), diluída em álcool 98° (0,1 g/mL) (WEDEMEYER, 1968). 

As amostras de sangue periférico foram coletadas por punção do vaso caudal 

após os animais atingirem o quarto estágio de anestesia segundo Ross e Ross (2008), 

com auxílio de agulha (25x7) e seringa (3mL) esterilizada. O soro foi obtido por 

centrifugação a 1.200g, durante 5 min a 4°C, seguido de armazenagem em freezer 

-80°C para análises posteriores. 

 

4.7  Variáveis clínicas laboratoriais 

4.7.1 Hemocultura e sinais clínicos 

A fim de confirmar a infecção por A. hydrophila, 100µL do sangue coletado 

de cada grupo (n=6) foi cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura 

TSA (Difco®) e incubado em estufa bacteriológica a 37°C por 24h. Após esse 

período as placas foram visualizadas quanto ao crescimento das colônias 

bacterianas presentes nas amostras de sangue. 

Os peixes foram ainda analisados quanto aos sinais externos e internos 

característicos de aeromonose, sendo os externos: ocorrência de petéquias, 

corrosão das nadadeiras, ulcerações oculares, distensão abdominal e exoftalmia. 

Para visualização interna, os animais foram eutanasiados com sobredose de 

benzocaína (1:500 v/v), lavados com álcool 70% e necropsiados assepticamente.  



31 
 

4.7.2 Hemograma 

Uma alíquota do sangue total foi destinada para análises hematológicas 

que incluem contagem do número de eritrócitos/Ert, contagem de leucócitos, taxa 

de hematócrito/VG, taxa de hemoglobina/Hb, volume corpuscular médio/VCM (VG 

x 10/Ert); hemoglobina corpuscular média/HCM (Hb x 10/Ert) e concentração de 

hemoglobina corpuscular média/CHCM (Hb x 100/VG). 

Para a contagem dos eritrócitos do sangue (Ert) foi realizada a técnica de 

macrodiluição na qual 10 µL de amostra foi aliquotada em 2 mL da solução de 

Natt e Hyerrick (1952). Em seguida, uma alíquota foi cuidadosamente pipetada 

em câmara de Neubauer e observada em microscópio com aumento de 40x. O 

resultado foi calculado multiplicando-se o número de hemáceas contadas pelo 

fator de correção para macrodiluição: 

RBC = 201 x 5 x 10 x nº eritrócitos 

A taxa de hematrócrito foi realizada pela técnica de microhematócrito, 

utilizando tubos capilares com umas das extremidades fechadas e submetidos à 

centrifugação por 5 minutos em 1100 rpm. Em seguida, foram comparados com o 

cartão de leitura para hematócrito. 

A hemoglobina foi aferida aplicando-se o método de Drabkin no qual 50 µL 

de cada amostra foi pipetado em tubos de ensaio contendo 2,5 mL de solução de 

Drabkin (ferricianteto de potássio, cianeto de potássio e água destilada) e 

homogeneizados. Após 5 min seguiu-se a leitura em espectrofotômetro em 

comprimento de onda de 540 nm, utilizando Drabkin como branco. A contagem de 

leucócitos totais se deu por método indireto estabelecido por Hrube e Smith 

(1998), aplicando-se a fórmula: 

Leucócitos totais = Leucócitos x Eritrócitos/2000 

A contagem diferencial foi obtida a partir do número relativo (%) de cada 

leucócito (linfócitos, monócitos, granulócitos e trombócitos): 

Leucócitos totais x Leucócito relativo/100 

 

4.7.3  Perfil bioquímico sérico 



32 
 

As análises das variáveis bioquímicas presentes nas amostras de soro foram 

realizadas através do analisador bioquímico COBAS MIRA®, utilizando uma alíquota 

de 100µL para cada amostra. A calibração foi realizada com calibrador protéico H e o 

controle de qualidade interno utilizando o soro controle Qualitrol H (Labtest 

Diagnóstica®).  

As variáveis analisadas foram glicose/GLIC (método enzimátido Trinder), 

colesterol/COL (método enzimátido Trinder), triglicerídeos/TRIG (método enzimático 

Trinder), albumina/ALB (método verde de bromocresol), proteínas totais/PT (método 

do biureto), aspartato aminotransferase/AST (método cinético UV), alanina 

aminotransferase/ALT (método cinético UV) e fosfatase alcalina/FA (método 

cinético colorimétrico – Roy modificado). Além disso, foram calculadas ainda os 

níveis de globulina (Globulina = ALB - PT).  

 

4.8 Análise da imunidade inata 

4.8.1 Produção de espécies reativas de oxigênio em leucócitos no sangue 

A fim de avaliar o surto oxidativo de leucócitos do sangue dos peixes foi 

utilizado o sangue total de todas as amostras coletadas (ANDERSON e 

SIWICKI,1995; CASTRO et al., 2014). Este método consiste em uma determinação 

colorimétrica das espécies reativas de oxigênio (ERO) produzidas pela explosão 

respiratória ou burst oxidativo dos leucócitos que reduzem o “nitroblue tetrazolium” 

(NBT) em precipitado azul-escuro dentro do fagócito, chamados grânulos de formazan 

(BILLER-TAKAHASHI et al., 2013). Desta forma, uma pastilha do corante 

“nitrobluetetrazolium” (NBT) foi dissolvida em 5mL de PBS (1x ph 7,2). Em seguida, 

100 μL de sangue (com EDTA) foi adicionado em 100μL da solução de NBT mais 

25μL de PMA 10-5 (Forbol-12-Miristato-13-Acetato, 99% - 1mg). Após, a mistura foi  

incubada por um período de 30 min no escuro. Decorrido este tempo, 50μL da 

suspensão foi colocada em tubo de ensaio contendo 1,0mL de DMF (N,N-

dimetilformamida) agitado com auxílio de micropipeta seguida de centrifugação a 1500 

x g por 5 min. O sobrenadante foi então retirado e a densidade óptica da solução 

determinada em espectrofotômetro no comprimento de onda de 540 nm. 

 

4.8.2 Determinação da concentração de lisozima sérica 
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 A concentração de lisozima sérica foi determinada por ensaio turbidimétrico, 

segundo Ellis (1990) e adaptada por Marzocchi Machado et al. (1999),   Barbosa (2011) 

e Castro et al. (2014), estando estabelecida em três etapas: construção de curva de 

calibração, inativação das amostras de soro e determinação da concentração de 

lisozima. 

Uma curva padrão,   utilizando   lisozima   liofilizada   (1mg/mL-1)   de   clara 

de ovo de galinha nas concentrações de 5, 10, 100, 200, 250 e 300ng 

lisozima/300µL, suspensão de   Micrococcus   lysodeikticus   (0,2mg/mL)   em tampão 

fosfato de sódio (0,05 M; pH 6,2) foi preparada e lida em leitor de placa em 450nm. 

Como branco apenas tampão fosfato foi utilizado na mesma concentração. Os 

resultados foram expressos como a diferença entre a densidade ópticas iniciais e 

finais utilizados para quantificação das concentrações de lisozima nas amostras. 

Para garantir que a lise de M. lysodeikticus seja via lisozima e não via proteínas 

do sistema complemento, as amostras de soro e plasma foram submetidas à 

inativação pelo calor em banho a 45°C por 30 min antes da análise. 

Por fim, 50μL de soro inativado foi adicionado a 100μL de tampão fosfato de 

sódio (0,05 M; pH 6,2), cuja solução foi previamente levada ao leitor de microplaca 

para incubação durante dois minutos a 26°C. Em seguida, uma suspensão de M. 

lysodeikticus (150μL) foi adicionada a solução, obtendo-se um volume  final de 300 

μL. A redução da densidade óptica (ΔDO) foi avaliada em 450nm entre  0 e 15 minutos 

a 26°C. A concentração da lisozima (μg/ mL-1) foi correspondente a  redução da ΔDO 

para cada volume da amostra avaliada. 

 

 4.8.3 Atividade da mieloperoxidase (MPO) 

O ensaio da MPO foi realizado em placa de 96 poços com adição de 25µL de 

soro sem inativação, 125µL de solução balanceada de Hanks (HBSS) sem Ca2+ e 

Mg2+, 20 µL de tetrametilbenzidina (TMB 20mM - Sigma®) e 50 µL de H2O2 30% 

(5mM) em cada poço. Após 2 min a temperatura ambiente, adicionou-se 50 µL de 

ácido sulfúrico 4M (H2SO4) diluído para interromper a reação e procedeu-se a leitura 

a 450 nm em leitor de microplacas. A atividade de MPO foi definida como 1µmol de 

H2O2 reduzida para cada microlitro de soro a 30ºC de temperatura (QUADE e ROTH, 

1997; CORDERO et al., 2016). 
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4.8.4 Atividade de aglutinação bacteriana (AAB) 

Inicialmente houve o preparo da bactéria patogênica A. hydrophila com duas 

lavagens em tampão fosfato de sódio (PBS) sendo diluída no mesmo tampão até 

atingir a densidade óptica (DO) A600 = 0,140. Em seguida, foram realizadas diluições 

em série de 50μL de soro com o mesmo volume de PBS (pH 7,2) em cada poço, para 

a adição de 50μL  de A. hydrophila inativada em banho-maria a 60°C por 40 minutos. 

As placas foram incubadas durante o período de 1 hora a 30°C, e, após, deixadas 

over night, a 4ºC. O título foi calculado como o recíproco da diluição mais elevada de 

soro equivalente a aglutinação completa das células bacterianas, por meio de leitura 

visual  das placas comparada ao padrão de sedimentação do poço de controle sem soro 

com os padrões de sedimentação dos demais poços. O título de anticorpos totais foi 

identificado como a maior diluição em que será possível observar a aglutinação 

positiva. Os resultados foram expressos no log2 dos recíprocos dos títulos dos soros 

(FERNANDES et al., 2015). 

 

4.9 Análise metagenômica 

 Para análise da microbiota intestinal, os peixes suplementados e do controle 

(n=9) sofreram eutanásia por anestesia profunda, com benzocaína (1:500 v/v) e, após 

assepsia local com álcool 70% G.L., foi exposta a porção final do intestino para coleta 

das fezes/epitélio, realizado pelo toque na região com auxílio alça para microbiologia 

estéril e transferido para solução tampão (NeoSample-X®).  

O mapeamento da microbiota intestinal dos tambaquis foi realizado pelo 

sequenciamento utilizando o sistema MiSeq (Illumina, EUA). Inicialmente foram 

preparadas as bibliotecas para sequenciamento de amplicons de bactérias utilizando 

os oligonucleotídeos 341F e 806R específicos para a região V3/V4 do gene 16S rRNA 

em um protocolo de PCR de duas etapas (WANG e QIAN, 2009; CAPORASO et al., 

2012). Os primers utilizados na primeira  PCR, além de conterem região alvo 

específica para a região V3/V4, possuem também uma região correspondente a um 

adaptador Illumina parcial, baseado na estrutura TruSeq (Illumina, EUA). A presença 

deste adaptador permite uma segunda PCR que adiciona as sequências de indexação 

conforme procedimentos descritos. A indexação foi realizada com índices duplos 

exclusivos para cada amostra na segunda PCR. Em seguida, 2µL do DNA extraído de 
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cada amostra foram utilizados como molde na primeira reação de PCR, utilizando 

Platinum Taq (Invitrogen, EUA) com as condições: 95 °C por 5 min, 25 ciclos de 95 °C 

por 45s, 55 °C por 30s e 72°C por 45s e uma extensão final de 72 °C por 2 min para 

PCR 1. Na PCR 2 as condições foram 95 °C por 5 min, 10 ciclos de 95 °C por 45s, 66 

°C por 30s e 72 °C por 45s e uma extensão final de 72 °C por 2 min. Todas as reações 

de PCR foram realizadas em triplicata. As reações finais de PCR foram purificadas 

utilizando Neobeads® (Beads magnéticas a base de Sera-Mag™) e um volume 

equivalente de cada amostra foi adicionado ao pool de sequenciamento. Em cada 

rodada de PCR, um Controle Negativo de Reação (CNR) foi incluído. O pool de 

sequenciamento foi ajustado para uma concentração final de 11 pM (para kits V2) ou 

17,5 pM (para kits V3) e sequenciado no sistema MiSeq (Illumina, EUA), empregando 

os primers de sequenciamento Illumina, fornecidos com o kit do fabricante. As corridas 

paired-end foram realizadas utilizando kits de sequenciamento V2x500 ou V3x600 

(Illumina, EUA) com 100 mil reads de cobertura por amostra (n=9).  

As sequências foram analisadas por meio do pipeline Sentinel. No pipeline 

Sentinel os arquivos fastq são avaliados quanto a qualidade Phred (QP) usando o 

programa FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 2010). A seguir, os arquivos fastq foram 

submetidos à trimagem de primers e sequências com baixa qualidade (Phred < 20). 

O software proprietário utilizado para tal finalidade foi construído em Python v.3.6, 

sendo este inspirado nas funcionalidades do projeto BioPython (COCK et al. 2009). 

Para dados paired-end, antes da etapa de trimagem, dois pares de arquivos (R1 e R2) 

foram unidos em só arquivo usando pandaseq v.2.11 (MASELLA et al., 2012). Clusters 

com abundância menor do que 2, foram removidos das análises, pois tais estruturas 

normalmente são relacionadas a sequências quimeras (SMYTH et al., 2010). As 

identificações taxonômicas foram realizadas  com blastn v.2.6.0+ (ALTSCHUL et al., 

1990), usando como referência um banco de dados proprietário ou público. Quanto a 

definição de uma espécie, dentre os 20 hits retornados para cada cluster, uma 

instrução em Python avalia se um dos três quesitos são atendidos pelos hits: 1) maior 

bit-score; 2) menor evalue; e 3) taxonomias com maior representação. Os hits que 

atenderam um dos itens anteriores, foram escolhidos como espécie representante. As 

análises foram realizadas na plataforma computacional da Amazon. As análises de 

DMD Bactéria, podem ser feitas contra bancos de dados de referência para os genes 

16S rRNA e ITS proprietários ou públicos. Espera-se nos bancos de sequências para 
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os genes 16S rRNA e ITS, contam com sequências de genes completos (em sua 

maioria), os quais contém sequências recuperadas de genomas, não ambíguas e 

filtradas para sequências quimeras. Os bancos de dados públicos que temos à 

disposição são o Silva (QUAST et al., 2013) e Greengenes (DESANTIS et al., 2006). 

 

4.10 Análise estatística 

As análises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 10 

e os resultados estão apresentados com as médias e o desvio padrão. Para a 

determinação das diferenças entre as variáveis dos tratamentos foi utilizado 

ANOVA e o teste de Tukey, com nível de significância de 5%. 

 

5. RESULTADOS 

5.1 Variáveis clínicas laboratoriais 

5.1.1 Hemocultura e sinais clínicos 

A sepse foi confirmada pela hemocultura positiva com alterações clínicas 

observadas por hemorragia aparente na parte externa, principalmente nas 

brânquias. Foram verificadas petéquias distribuídas ao longo da superfície 

corporal, nadadeiras corroídas e eritrodermatite em todos os grupos.  

apresentaram ulcerações oculares, exoftalmia e distensões abdominais mais 

aparentes do que os peixes dos grupos suplementados. Além disso, a análise 

visual dos órgãos internos permitiu notar que os animais que não receberam 

nenhuma dieta suplementada apresentaram os órgãos mais flácidos com os rins 

menos íntegros e fígados com coloração esverdeada, enquanto os animais que 

foram suplementados com os probióticos apresentaram coloração do fígado 

menos alterada, mais próxima do vermelho escuro (Figura 1). 
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Figura 1 – Sinais clínicos em Colossoma macropomum desafiados com Aeromonas 
hydrophila: A, B) peixes do grupo controle e C, D) peixes suplementados com as cepas de 
bactérias probióticas. 

 
5.1.2 Hemograma 

As alterações causadas no hemograma pela indução da sepse nos tambaquis 

suplementados com probióticos podem ser observadas na Tabela 1. Na análise do 

eritrograma verificou-se redução dos eritrócitos e do hematócrito nos peixes do 

grupo controle em relação aos peixes septicêmicos suplementados (p<0,05). Para 

os índices hematimétricos, os grupos suplementados apresentaram redução do 

HCM, à exceção de M14 3x e VCM, à exceção de M14 1x (p<0,05). Não foi 

verificado diferença (p>0,07) na taxa de hemoglobina e na concentração de 

hemoglobina corpuscular média/CHCM (p>0,05). 

No leucograma verificou-se leucopenia nos peixes do grupo controle em 

relação aos peixes suplementados com ambas as cepas probióticas e desafiados 

com A. hydrophila (p<0,05, tabela 1). Ainda na Tabela 1 foi observado 

trompocitopenia nos peixes do grupo controle em relação aos peixes suplementados 

com probióticos (p<0,05), sem diferença estatística na contagem de linfócitos, 

monócitos e granulócitos em relação aos peixes do grupo controle (p>0,05). Na 
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contagem de granulócitos, os peixes do M14 3x apresentaram granulocitose em 

relação aos suplementados com  M14 1x, sem diferir do controle (p>0,05). Dentre os 

granulócitos, apenas os neutrófilos foram contabilizados sem diferença estatística 

entre os peixes suplementados e os do controle. Os eosinófilos apareceram apenas 

em 1 indivíduo do grupo controle desafiado, com ausência completa nos demais 

grupos. De forma similar, não foi possível verificar a presença de basófilos para 

nenhum grupo.  

 

 

 

5.1.3 Perfil bioquímico sérico  

As variáveis bioquímicas dos peixes desafiados com A. hydrophila podem 

ser observadas na Tabela 2. Ao exame dos metabólicos sanguíneos se verificou 

que os grupos suplementados tiveram aumento nos níveis de triglicerídeos 

(p<0,05) em relação ao grupo controle (153,4 mg/dL, p<0,05). Além disso, foi 

verificado que a concentração de AST e ALT liberadas na corrente sanguínea nos 

peixes suplementados tiveram redução em relação ao controle, com diferença 

estatística nos grupos M14 1x e I10 1x e I10 1x, respectivamente (Tabela 2). Não 

foram verificadas diferenças significativas (p>0,05) para os níveis de glicose 

(GLIC), colesterol (COL), proteínas totais (PT) e globulinas, nem para albumina 

(ALB) e fosfatase alcalina (FA) observadas nas amostras de soro  dos tambaquis 

suplementados em relação aos não suplmentados com probióticos (p>0,05, tabela 

2). 
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5.2 Análise da imunidade inata 

5.2.1 Produção de espécies reativas de oxigênio em leucócitos no sangue 

Na Figura 2 verifica-se a produção das espécies reativas de oxigênio (ERO) 

que ocorre durante a atividade respiratória de leucócitos dos tambaquis. Apesar do 

número de leucócitos se mostrar significativamente menor no grupo controle, esse 

resultado não refletiu na concentração de ERO, uma vez que não houve diferença 

na respiração leucocitária entre os peixes dos diferentes tratamentos. 
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Figura 2 – Produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) avaliada através da redução do nitroblue 
tetrazolium (NBT) em decorrência do burst oxidativo em Colossoma macropomum suplementados 
com cepas de bactérias probióticas e desafiados com Aeromonas hydrophila. As colunas verticais 
representam as médias de cada grupo nos diferentes tempos de avaliação. As barras verticais 
representam o erro padrão da média (n = 10). Colunas com letras em comum não diferem entre si pelo 
teste de Tukey (5%). ERO – espécie reativas de oxigênio. 

 

5.2.2 Determinação da concentração de lisozima sérica 

A curva de calibração utilizada para calcular a concentração de lisozima sérica 

das amostras de soro dos tambaquis podem ser observadas na Figura 3A. Todos os 

peixes suplementados apresentaram concentração de lisozima maior que o grupo 

controle. Apesar disso, apenas os grupos I10 3x e I10 1x apresentaram as diferenças 

nas concentrações da enzima (p<0,05), com 745,5 ng/µL e 582 ng/µL, 

respectivamente, diferindo do grupo controle que apresentou concentração 352,8 

ng/µL (Figura 3B). 
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Figura 3 – A) Curva de calibração para determinação da concentração de 
lisozima sérica e B) concentração de lisozima nas amostras de soro de Colossoma macropomum 
desafiados com Aeromonas hydrophila. As colunas verticais representam as médias de cada grupo nos 
diferentes tempos de avaliação. As barras verticais representam o erro padrão da média (n = 10). 
Colunas com letras em comum não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). ΔDO – corresponde a 
diferença entre a densidade inicial e a final; R2- coeficiente de determinação. 

 

 
5.2.3 Atividade da mieloperoxidase (MPO) 

Quanto à atividade da enzima mieloperoxidase, os valores estatisticamente 

significativos em relação ao grupo controle foram verificados para os peixes em M14 

1x e I10 1x, observados pelo aumento da densidade óptica (DO) nestes grupos (Figura 

4). 

 

Figura 4 – Atividade da mieloperoxidase (MPO) pela oxidação do substrato tetrametilbenzidina (TMB) 
em Colossoma macropomum suplementados com cepas de bactérias probióticas e desafiados com 
Aeromonas hydrophila. As colunas verticais representam as médias de cada grupo nos diferentes 

 A B 
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tempos de avaliação. As barras verticais representam o erro padrão da média (n = 10). Colunas com 
letras em comum não diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). 

  

5.2.4 Atividade de aglutinação bacteriana 

 Na Figura 5 observa-se a capacidade de aglutinação dos anticorpos dos 

tambaquis contra A. hydrophila e demonstra que houve aumento (p<0,05) dos títulos 

de anticorpos nos grupos M14 3x e M14 1x em relação ao grupo controle e ao grupo 

I10 3x. 

 

Figura 5 – Valores dos títulos de anticorpos naturais para Colossoma macropomum  suplementados 
com cepas de bactérias probióticas e desafiados com Aeromonas hydrophila. As colunas verticais 
representam as médias de cada grupo nos diferentes tempos de avaliação. As barras verticais 
representam o erro padrão da média (n = 10). Colunas com letras em comum não diferem entre si 
pelo teste Dunn (5%). 

 

5.3 Análise metagenômica 

O sequenciamento das regiões V3 e V4 do gene 16S rRNA permitiu 

identificar um total de 548976 espécies bacterianas pertencentes a 140 gêneros 

oriundos do muco epitelial dos animais após suplementação e indução da sepse, 

com maior diversidade encontrada nos grupos de peixes suplementados com os 

probióticos. 

O gênero mais abundante foi o Enterobacter, presente em todos os grupos, 

seguido dos gêneros Citrobacter e Cetobacterium (Figura 6). A espécie 

Cetobacterium somarae foi verificada com maior abundância nos grupos que 

receberam as dietas suplementadas, em especial o grupo M14 1x (Figura 7). 



43 
 

 

 

Figura 6 – Abundância relativa dos principais gêneros presentes nos grupos amostrais de Colossoma 
macropomum  após 90 dias de suplementação com as cepas probióticas seguido do desafio com 
Aeromonas hydrophila. 
 
 

 

 

Figura 7 – Abundância e diversidade das principais espécies presentes nos grupos amostrais de 
Colossoma macropomum  após 90 dias de suplementação com as cepas probióticas seguido do 
desafio com Aeromonas hydrophila 
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6. DISCUSSÃO  

No presente estudo, a inoculação de A. hydrophila na cavidade celomática 

induziu a sepse nos tambaquis, evidenciada pelas alterações clínicas, imunológicas e 

na microbiota intestinal. A sepse induziu hemorragia interna e sinais característicos 

de aeromonose em todos os grupos. Esses achados são compatíveis com os descritos 

por Claudiano et al. (2019) e Marinho-Neto et al. (2019), em peixes tropicais com 

aeromonose. Entretanto, os peixes que receberam administração dos probióticos 

apresentaram órgãos menos comprometidos com menor flacidez e menores 

alterações de textura e cor, enfatizando que a suplementação com os probióticos 

autóctones contribuíram para amenização dos sinais característicos de infecção 

por A. hydrophila.            

 Os tambaquis que não receberam nenhuma dieta suplementada  

apresentaram valores mais baixos no hematócrito e na contagem de eritrócitos. Essas 

condições estão relacionadas, uma vez que a contagem de eritrócitos pode influenciar 

no valor do hematócrito, cuja redução é fator característico do processo séptico 

(VOSYLIENÉ  et al., 1999; JUNCAL et al., 2011; NEVES et al., 2018; AKHTER et al., 

2018). Estudos comprovam que a adição de probióticos na dieta de peixes provoca 

um aumento nos valores de VG (ALY et al., 2008; JATOBÁ et al., 2018; MARENGONI 

et al., 2019; JATOBÁ et al., 2020; DIAS et al., 2022). Em contrapartida, a indução da 

sepse influencia na redução destes mesmos valores (HARIKRISHNAN et al., 2003; 

YU et al., 2018; ABD et al., 2019; CLAUDIANO et al., 2019; CHEN et al., 2020). Assim, 

tendo evidenciado valores maiores de VG para os grupos suplementados e levando 

em consideração que os animais foram induzidos à sepse, possivelmente a adição 

das cepas probióticas influenciaram para manutenção do hematócrito, que não foi 

afetado consideravelmente pelo processo séptico. Resultados semelhantes foram 

observados em tambaquis desafiados com A. hydrophila que receberam dieta 

suplementada por um período de 120 dias com cepas de B. Cereus autóctones  (DIAS 

et al., 2021). 

Resumidamente, a perda significativa dos glóbulos vermelhos pode estar 

associada a uma condição de anemia ou hemorragia, como os observados em 

peixes em septicemia (CLAUDIANO et al., 2019). Os resultados obtidos nesse 

estudo mostram que a redução dos eritrócitos ocorreu de modo mais severo nos 

peixes não suplementados, sugerindo que as cepas probióticas podem ter 
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contribuído para estabilidade nos níveis dessas células. Esses dados corroboram 

aos encontrados em robalos (Centropomus parallelus) suplementados com 

Lactobacillus plantarum (BARBOSA et al., 2011), e diferindo dos observados em 

robalos-flecha (Centropomus undecimalis) suplementados com Bacillus subtilis 

(NOFFS et al., 2015), diferença que, segundo os autores, pode ser devido a 

espécie de probiótico e/ou peixes empregados.  

A adição dos probióticos também influenciou na regulação dos leucócitos 

totais nos tambaquis, reforçando o potencial das cepas utilizadas em auxiliar o 

sistema imunológico e corroborando com o encontrado em outras espécies de 

peixes que também foram suplementados com bactérias ácido-lácticas (SOUSA 

et al., 2019; PAIXÃO et al., 2020; DIAS et al., 2021). O efeito imunoestimulante 

fornecido pelas bactérias probióticas pode ser atribuído à estimulação do tecido 

linfóide associado ao intestino que, ao detectar microrganismos invasores, induz 

a ativação de defesa do organismo (FERIA et al., 2017; DIAS et al., 2021; CROSS 

et al., 2022) Todos os grupos de tambaquis que receberam dieta suplementada 

apresentaram números mais elevados de trombócitos em relação ao grupo 

controle. Similarmente, o uso de aditivo probiótico aumentou o número de 

trombócitos em híbrido de surubim (Pseudoplatystoma corruscans × P. reticulatum) 

suplementado com os simbióticos Weissella cibaria e Lactobacilllus plantarum 

associados a inulina (MOURIÑO et al. 2017) bem como em truta arco-íris 

(Oncorhynchus mykiss) suplementada com Lactobacillus acidophilus por 90 dias 

(FARAMAZI, 2011). Entretanto, em outras espécies de peixes como em robalos 

(C. parallelus) suplementados com B. subtilis (BARBOSA et al., 2011) e em tilápias-

do-nilo (O. niloticus) suplementadas com Enterococcus faecium e B. subtilis (DIAS 

et al., 2022), foi identificado trombocitopenia. Não foram verificadas alterações 

significativas no número de trombócitos entre os grupos tratados e o controle na 

avaliação da suplementação de robalos-flecha com B. Subtilis (NOFFS et al., 

2015), nem em tillápias-do-nilo que receberam dieta suplementada com B. subtilis, 

B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae e H. faecium (SATO, 2019).  

Os trombócitos desempenham importante papel na coagulação sanguínea 

e sua associação com o processo séptico se deve ao fato de que a redução 

dessas células facilita a ocorrência de hemorragias (BOECHAT et al., 2012; 

GOMES et al., 2021). Este fato é comprovado por Lima et al. (2019) e Claudiano 
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et al. (2019), onde verificaram redução no número de trombócitos a partir da 

terceira hora pós-infecção com A. hydrophila em P. mesopotamicus. De acordo 

com Tavares-Dias e Oliveira (2008), a redução se deve ao consumo pela 

coagulação intravascular disseminada que acompanha a sepse, ocasionando 

distúrbios hemorrágicos e/ou aumento destas células no exsudato inflamatório 

(CLAUDIANO et al., 2013; MARINHO-NETO et al., 2019). No presente estudo, a 

trombocitopenia verificada no grupo controle pode indicar contribuição das cepas 

probióticas na regulação da formação de plaquetas na sepse, influenciando 

positivamente na atenuação do processo hemorrágico. 

Outras importantes variáveis para a avaliação da saúde e bem-estar dos 

peixes são os níveis das enzimas AST e ALT, ambas produzidas no fígado. Valores 

elevados podem indicar danos hepáticos, sendo a disfunção hepática uma 

característica muito comum observada no processo séptico em teleósteos 

(CLAUDIANO et al., 2019). No presente estudo, todos os grupos suplementados 

apresentaram níveis mais reduzidos de AST e ALT, indicando que a inclusão de dieta 

suplementada com as cepas M14 e I10 contribuíram para amenizar danos 

hepatocelulares em tambaquis, causados pela aeromonose. Além disso, o aumento 

dos níveis séricos de triglicerídeos, associado a redução dos valores de AST e ALT, 

reforça a hipótese de menor lesão hepática nos peixes, possivelmente pelos 

triglicerídeos promoverem uma redução da peroxidação lipídica (ALMEIDA, 2011). 

Quanto aos demais achados neste estudo em relação ao perfil bioquímico 

sérico que incluem fosfatase alcalina, glicose, proteínas totais, albumina, globulinas 

e colesterol, os dados obtidos corroboram com os achados na literatura acerca da 

resposta durante o processo séptico em peixes e mamíferos (SIQUEIRA-BATISTA 

et al., 2012; RODRIGUES et al., 2018; CLAUDIANO et al., 2019). Esses dados 

indicam que as suplementações probióticas fornecidas não influenciaram melhorias 

nestes parâmetros durante a evolução da sepse.  

A atividade de respiração leucocitária não divergiu entre os peixes dos 

tratamentos deste estudo, corroborando aos achados em trutas arco-íris 

suplementadas com probióticos comerciais multiespécies (Bacillus sp., Pedicoccus 

sp., Enterococcus sp., Lactobacillus sp.) e monoespécies,Pediococcus acidilactici, 

sem infecção (RAMOS et al. 2015). Noff et al. (2015) constataram que juvenis de 

robalo alimentados com B. subtilis apresentaram maior atividade de respiração 
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leucocitária após sete dias de suplementação, com redução da atividade nos dias 

subsequentes. Estes achados contribuem para o entendimento da ausência de 

diferença nos níveis encontrados para tambaqui no presente estudo, mostrando que 

as cepas probióticas utilizadas não exerceram influência sobre as ERO e/ou durante 

o desenvolvimento da sepse, provavelmente por conta da não alteração na contagem 

de granulócitos, uma vez que são moléculas produzidas pelos neutrófilos. . 

A concentração de lisozima foi maior para os grupos que receberam dieta 

suplementada em comparação ao grupo controle, com maior concentração observada 

no grupo I10 3x, corroborando com os verificados em botias de lagoaMisgurnus 

anguillicaudatus, suplementadas com Lactobacillus helveticus (YANG et al., 2021). 

Em contraste com os resultados obtidos neste estudo, não foram verificadas 

alterações na concentração de lisozima em tilápias-do-nilo que receberam dieta 

suplementada com B.subtilis e Bacillus licheniformis (TELLI, 2017). Como 

evidenciado, foi possível constatar que a dieta suplementada influenciou 

positivamente na produção de lisozima encontrada no soro dos tambaquis, com  

melhores respostas observadas nos grupos suplementados com a cepa I10. As 

diferenças encontradas na literatura podem ser devido a escolha do probiótico, a 

concentração, a forma de inclusão na dieta, idade e espécie estirpe / tamanho do 

peixe e o tempo duração do experimento. Outros fatores como as condições 

ambientais, práticas de manejo e densidades de estocagem também podem afetar os 

resultados.  

 Os peixes que receberam a dieta suplementada com os probióticos apenas 1 x 

ao dia apresentaram maiores níveis da enzima mieloperoxidase após a indução da 

sepse. Resultados similares foram observados em peixes com suplementação de 

vitaminas e óleos essenciais (DA ROSA, 2019; MORI et al., 2019).  O aumento da 

atividade da MPO representa uma condição essencial na imunidade uma vez que esta 

enzima desempenha importante papel na atividade das ERO, atuando na destruição 

de antígenos invasores. 

As amostras séricas coletadas 24 horas após o desafio com A. hydrophila 

permitiram constatar que a aglutinação bacteriana foi superior para os peixes 

suplementados com a cepa M14, especialmente aqueles que receberam a ração 

suplementada nas 3 alimentações. Desta forma, pode-se presumir que estes grupos 

apresentaram maiores níveis de anticorpos naturais, resultando em maior aglutinação 
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contra a bactéria patogênica, tendo sua produção estimulada pela cepa probiótica 

utilizada, provavelmente decorrente da maior diversidade e exposição da microbiota 

intestinal. Este é um fator importante pois o título elevado está associado com maior 

opsonização, implicando em menor resposta celular e resultando em melhor proteção 

e menor gasto de energia. Esta correlação pode ser evidenciada pela maior 

concentração de lisozima sérica observada nos peixes do grupo I10, enquanto os 

mesmos grupos apresentaram menores títulos de anticorpos naturais, ou seja, com 

menor produção de anticorpos, foi necessário maior atividade das células de defesa 

para combater a bactéria patogênica. Portanto, os dados obtidos no presente estudo 

apontam benefícios da utilização de cepas autóctones na produção de anticorpos em 

tambaquis. 

A inclusão de probióticos na dieta estimula um balanço de bactérias benéficas 

no trato gastrintestinal (TGI), contribuindo para a melhor imunomodulação dos 

tambaquis suplementados com probióticos autóctones, conforme verificado pela 

melhora do quadro clínico e da resposta imune inata dos peixes (TORRES-FUENTES 

et al., 2015; CHAUHAN e SINGH, 2018; TACHIBANA et al., 2019). Os peixes 

suplementados apresentaram uma abundância maior de bactérias benéficas, a 

exemplo de Cetobacterium somerae, descrita com potencialidades probióticas (XIE et 

al., 2021; GÓMEZ et al., 2023; QI et al., 2023; ZHANG et al., 2023), elucidando a 

capacidade das bactérias ácido-lácticas com perfil probiótico administrado de fornecer 

um balanço destas comunidades bacterianas ao hospedeiro. Apesar disso, 

Lactobacillus sp. não foi encontrada em grande abundância no sequenciamento. Um 

dos prováveis motivos pode ser a concentração administrada, sendo insuficiente para 

colonizar o TGI e / ou o fato de que peixes de criação apresentam naturalmente uma 

diversidade microbiana muito baixa de Lactobacillus sp., conforme verificado em 

tentativas iniciais de isolamento pelo grupo de pesquisa. Ainda assim, mesmo que 

enquadradas como transitórias, estas bactérias foram capazes de interagir com a 

microbiota benéfica residente, auxiliando na melhora da resposta imune e na maior 

diversidade bacteriana no trato intestinal dos tambaquis suplementados. 

Em contrapartida, a abundância de outros gêneros patogênicos como 

Enterobacter e Citrobacter, verificados em todos grupos experimentais, possivelmente 

se deve ao fato de que a sepse provocada por A. hydrophila comprometeu o 

organismo dos peixes, provocando disbiose e tornando-os suscetíveis a uma maior 
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diversidade de microrganismos patogênicos oportunistas que já se encontravam a 

priori no trato gastrintestinal dos animais, bem como na própria água de criação, 

podendo ter ocorrido ainda uma possível contaminação cruzada. A razão destes 

microrganismos também terem sido visualizados em maior abundância nos grupos 

que receberam dieta suplementada com os probióticos pode estar vinculada à 

capacidade destes patógenos em produzir biofilmes (ROCA et al., 2009; WADA et al., 

2010; SOARES et al., 2016), os tornando menos suscetíveis às atividades 

antimicrobianas das cepas utilizadas. 

Os resultados obtidos demonstram que bactérias autóctones podem ser uma 

importante estratégia profilática na piscicultura uma vez que são capazes de interagir 

de forma segura com a microbiota residente e estimular o sistema imunológico seja 

por uma melhora na resposta celular (I10) ou humoral (M14). Apesar de no presente 

estudo a origem das cepas ter apresentado mudanças mais notáveis nestas 

respostas, a frequência alimentar é outro fator que também pode contriuir para este 

parâmetro. Entretanto, a pouca variação na frequência de administração dos 

probióticos não apresentou diferenças notáveis neste aspecto. 

De modo geral, todos os grupos suplementados com os probióticos 

apresentaram melhoras nas respostas frente à infecção por A. hydrophila. Esses 

dados podem contribuir para o melhor entendimento acerca da contribuição de cepas 

autóctones para a imunidade dos peixes, principalmente em condições graves como 

a sepse para o C. macropomum. 

 

7. CONCLUSÕES 

 Os resultados obtidos permitem concluir que a utllização dos probióticos 

autóctones na dieta de C. macropomum, especialmente as formuladas com a cepa 

M14, provocou melhora na resposta imune dos peixes frente ao desafio com A. 

hydrophila, demonstrando o seu potencial de utilização para melhor manutenção da 

saúde desta espécie na piscicultura.  
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