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RESUMO

Este estudo avaliou a resposta imune inata e a resisténcia a aeromonose em Colossoma
macropomum suplementado com probidtico multi-espécies (Bacillus subtilis, Lactobacillus
plantarum e Pediococcus acidilactici), administrado via racdo e agua, criados em sistemas de
recirculagdo agua clara e de bioflocos. O delineamento experimental contou com dois sistemas
de cultivos e trés tratamentos, suplementados com probiotico multi-espécies (AC CTL —
controle; AC PA — probidtico na agua; AC PR — probi6tico na ragdo; AC PRA — probidtico na
racao e na agua.; BFT CTL — controle; BFT PA — probidtico na agua; BFT PR — probiotico na
racdo; BFT PRA — probidtico na racdo e na agua). Determinou-se a DL50% (9,0 x 10"8
UFC/mL) do patdgeno e realizou-se a inducéo da sepse por Aeromonas hydrophila. Houve o
aumento da produgdo de EROs nos tratamentos AC PA e BFT PR. Néo houve atividade litica
nos tratamentos do sistema AC, no entanto, no sistema de bioflocos 0 BFT PR e 0 BFT PRA
foram efetivos na melhora deste indice. A concentracao de lisozima sérica do soro foi eficiente
nos sistemas AC e BFT, quando o probidtico foi administrado na racdo. A aglutinacdo dos
titulos de anticorpos séricos ndo resultou em beneficios a imunidade dos tambaquis
suplementados com o probi6tico multicepas nos sistemas de recirculacdo de agua clara e de
bioflocos. Apds a inducédo da sepse, 100% dos peixes morreram no sistema AC e mais de 50%
dos peixes morreram no sistema BFT. No presente estudo, a suplementacdo com o probidtico
multi-espécies pouco auxiliou na melhora da resposta imune inata dos tambaquis.

Palavras-Chave: Septicemia hemorragica, neutréfilos, aeromonose, BFT.



ABSTRACT

This study evaluated the innate immune response and resistance to aeromonosis in Colossoma
macropomum supplemented with multi-species probiotics (Bacillus subtilis, Lactobacillus
plantarum and Pediococcus acidilactici), administered via feed and water, reared in clear water
and biofloc recirculation systems. The experimental design had two culture systems and three
treatments, supplemented with multi-species probiotic (AC CTL — control; AC PA — probiotic
in water; AC PR — probiotic in feed; AC PRA — probiotic in feed and water.; BFT CTL —
control; BFT PA — probiotic in water; BFT PR — probiotic in feed; BFT PRA — probiotic in feed
and water). The LD50% (9.0 x 10”8 CFU/mL) of the pathogen was determined and the
induction of sepsis by Aeromonas hydrophila was performed. There was an increase in the
production of ROS in the AC PA and BFT PR treatments. There was no lytic activity in the AC
system treatments, however, in the biofloc system, BFT PR and BFT PRA were effective in
improving this index. The serum serum lysozyme concentration was efficient in the AC and
BFT systems, when the probiotic was administered in the feed. The agglutination of serum
antibody titers did not result in benefits to the immunity of tambaqui supplemented with the
multistrain probiotic in the clear water and biofloc recirculation systems. After sepsis induction,
100% of the fish died in the AC system and more than 50% of the fish died in the BFT system.
In the present study, supplementation with the multi-species probiotic did little to improve the
innate immune response of tambaquis.

Keywords: Hemorrhagic septicemia, neutrophils, aeromonosis, BFT.
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1. INTRODUCAO

A piscicultura é uma das atividades produtivas que mais cresce no Brasil, com destaque
para a producdo de espécies nativas, em 2022, representou 31,04% da producao nacional, com
267.060 toneladas, principalmente com o tambaqui (Colossoma macropomum) (PEIXE BR,
2023). O tambaqui apresenta diversos fatores favoraveis a sua cadeia produtiva, entre eles, a
disponibilidade de pacote tecnolédgico de producéo intensiva (PANTOJA-LIMA et al., 2021).

A criacdo de peixes pode ser realizada em diferentes sistemas de producéo, entre eles
estdo: tanques-rede, viveiros escavados, barragens, sistema de recirculacdo de adgua (SRA),
Biofloc Technology System (BFT), entres outros. Os trés primeiros sistemas estdo mais
suscetiveis a fatores ambientais e podem causar impactos ou danos ambientais, como o aumento
das concentracbes de fosforos, nitrogénio e matéria organica na agua e no sedimento e o
desflorestamento de grandes areas. Por outro lado, os sistemas SRA e BFT despontam praticas
consideradas sustentaveis na aquicultura, com o tratamento de efluentes de forma mais
eficiente, reducdo do langcamento de dejetos da atividade no meio ambiente, seguranca alimentar
e controle sanitario (SOUSA, 2021; MARINHO-PEREIRA et al., 2020).

O sistema de recirculacdo de dgua (SRA), constitui-se, de forma geral, na reutilizaco
de agua tratada com o filtro mecénico, onde ocorre a remocao de residuos de fezes e racao, € 0
filtro bioldgico, no qual a mineralizacdo de compostos organicos e desnitrificacdo sdo
realizadas através da acdo das bactérias Nitrossomas, realizando a oxidacdo da amonia a nitrito,
e as Nitrobacter, com a oxida¢do de nitrito a nitrato (LIMA et al., 2015). A tecnologia BFT
consiste no crescimento microbiolégico das bactérias heterotréficas que ajudam a melhorar a
qualidade da agua, que pode ser reutilizada por diversos ciclos de producdo (NOBRE et al.,
2019).

A intensificacdo na criacdo de peixes, quando mal manejada, pode proporcionar
alteracdes no ambiente dos sistemas de cultivo desencadeando os estressores de manejo
(oriundos da captura, biometria, transporte e outros), que sdo 0s principais causadores de
estresse na piscicultura, que por sua vez causa a quebra do equilibrio fisiol6gico de acordo com
0 grau e a extensdo da exposi¢do do animal, afetando sua homeostase biologica (URBINATI et
al., 2015). Estes fatores sdo predisponentes para o surgimento de surtos de infec¢bes por
bactérias, como a Aeromonas hydrophila, um microrganismo caracterizado morfologicamente
como Gram-negativo e tipicamente oportunista, responsavel por grandes prejuizos econdémicos

na piscicultura. Recomenda-se alguns antimicrobianos para o tratamento de A. hydrophila, por
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exemplo o florfenicol, entretanto, seu uso ndo é regulamentado para espécies nativas
(GALLANI, 2019).

Em virtude dessa problematica sanitaria, medidas profilaticas com a introducdo de
probidticos vem se intensificando na aquicultura, pois trata-se de microrganismos vivos que
promovem efeitos benéficos ao hospedeiro & medida que sdo inseridos em quantidades
adequadas, tanto na ragdo como na agua de cultivo, caracterizando-se uma alternativa viavel na
criacdo de peixes, a qual auxilia na capacidade imunoldgica associado ao aumento da eficiéncia
alimentar e taxa de crescimento dos animais (KOTZENT, 2017). Os probioticos interagem com
diversas células (mondcitos, macréfagos, leucécitos e outras) por meio do aumento da atividade
fagocitica a qual ajuda a melhorar a resposta inata em teledsteos (FARIAS, 2012).

O sistema imune dos peixes esta caracterizado quanto a sua resposta em condi¢cfes
inadequadas de saude e bem-estar dos individuos, dividido em adaptativo e inato, este
representa um conjunto de respostas formando a primeira barreira do organismo contra
infeccOes, a culminar no processo de fagocitose e destruicdo dos agentes infecciosos, aquele é
mais tardio, entretanto, € fundamental para a imunidade duradoura, pois inicia quando o sistema
imune inato ndo elimina uma nova infeccdo e permite a destruicdo de patdgenos especificos
nos peixes (GALLANI, 2019; URBINATI; CARNEIRO, 2004, p. 10).

1.1. Tambaqui

O tambaqui, assim popularmente conhecido, pertence a ordem dos Characiformes,
familia Serrasalmidae, sendo a Unica espécie do género Colossoma até entdo descrita (Figura
1). Considerado um peixe redondo, seu corpo € alto e comprimido lateralmente e naturalmente
pode alcancar mais de 100 cm de comprimento e 30 kg de peso, 0 que Ihe confere caracteristicas
de um peixe de grande porte (MORAIS; O'SULLIVAN, 2017).

Quando juvenil, o tambaqui possui o habito alimentar onivoro, ou seja, se alimenta de
frutas, sementes, organismos zooplancton e consegue filtrar o fitoplancton. Na fase adulta, sua
preferéncia direciona-se ao consumo de sementes, além disto, esta especie aceita racoes
comerciais quando est confinada em sistemas de producdo (BARCANTE; SOUSA, 2015).

A criacdo do tambaqui pode ocorrer tanto em sistema semi-intensivo, quanto em sistema
intensivo, dada a sua rusticidade. Outros atributos zootécnicos séo inerentes ao sucesso da sua
criagdo, como o dominio da técnica de reproducdo, com a disponibilizacdo de formas jovens;
crescimento satisfatorio em cativeiro; resisténcia a elevadas temperaturas na dgua do sistema

de cultivo; resisténcia a esporadicas quedas de oxigénio dissolvido na &gua; resisténcia a
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enfermidades; e féacil comercializacdo (CORREA; SOUSA; MARTINS JUNIOR, 2018;
BARCANTE; SOUSA, 2015).

Devido ao crescente interesse na producdo deste peixe, em 2022, o tambaqui foi a
segunda espécie mais exportada, totalizando US$ 268 mil, representando 1% na exportagéo da
piscicultura brasileira (PEIXE BR, 2023).

Figura 1 - Juvenil de Tambaqui (Colossoma macropomum).
Fonte: Grupo de Estudos em Sanidade Aquicola (GESAQUI), 2023.
1.2. Probidticos

A palavra probiético deriva do grego ‘pro’ e ‘bios’, que significam ‘para a vida’,
considerado amplamente como um microrganismo benéfico. Na perspectiva da aquicultura,
probidticos sdo definidos como “vivo ou morto, ou mesmo um componente do agente
microbiol6gico que age sob diferentes modos de acdo ao conferir efeitos benéficos ao
hospedeiro ou ao seu ambiente” (LAZADO; CAIPANG, 2014).

Ao aderir a parede intestinal dos peixes, 0s microrganismos probi6ticos propiciam uma
barreira imunoldgica, pois a partir dai varios mecanismos sdo desenvolvidos para inibir a
ligacdo de bactérias patogénicas a camada da mucosa gerando beneficios favoraveis e o controle
de doencas (Figura 2) (VIEIRA; PEREIRA, 2017).

Um dos principais modos de acdo é o de competicdo por sitios de adesdo, também
conhecido como “exclusdo competitiva”, onde as bactérias probiodticas colonizam o intestino e
aderem a superficie epitelial interferindo na ades&o de patdgenos. A producdo de substancias
inibidoras também esta intrinseca a0 modo de acdo das bactérias probidticas, através da

producdo de compostos inibitdrios como bacteriocinas, peroxido de hidrogénio, lisozimas,
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proteases e outros, causando efeitos bactericidas em outras populagdes microbianas, o que pode
contribuir para progressdo do desempenho do crescimento, o sistema imunol6gico e aumento
da resisténcia a microrganismos patogénicos (ZORRIEHZAHRA et al., 2016).

Estudos apontam que o emprego de bactérias Gram-positivas auxilia na melhoria da
qualidade da &gua do sistema de cultivo, Bacillus spp. por exemplo, realiza a conversdo de
matéria organica em dioxido de carbono de forma mais eficiente do que bactérias Gram-
negativas, onde a maior proporcao de matéria organica é convertida em biomassa bacteriana ou
lodo (MOHAPATRA et al., 2013; ZORRIEHZAHRA et al., 2016).

O estimulo da imunidade dos peixes também esta associado ao mecanismo de a¢do dos
probidéticos, mediante o aumento dos niveis de anticorpos e da atividade dos macréfagos.
Através da mobilizacdo dos neutrofilos ocorre a liberacdo de significativas quantidades de
peroxidase e enzimas lisossdmicas presentes nas células fagociticas, a partir deste momento
certos compostos sofrem oxidacao pelas espécies reativas de oxigénio (perdxido de hidrogénio,
radicais de hidroxila e &nions oxigénio) no processo de fagocitose (FARIAS, 2012).
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Figura 2 - Mecanismo geral de acdo dos probidticos. (1) Exclusdo competitiva. (2) Producéo
de substéncias inibidoras. (3) Competicdo por nutrientes. (4) Deteccdo de quorum. (5)
Imunidade melhorada.

Fonte: ZORRIEHZAHRA et al., (2016).
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1.3. Sistema imune inato em peixes

O sistema imune inato possui trés tipos de barreiras principais: barreira fisica e quimica
(escama, pele, muco e outros), barreira celular (granuldcitos, mondcitos/macréfagos e outros)
e barreira humoral (sistema complemento, enzimas liticas como a lisozima, anticorpos e outros)
(Figura 3) (GALLANI, 2019; SILVA 2019). A barreira do tegumento possui células
especializadas em combater 0s microrganismos nocivos assim que tentam adentrar no
organismo aquatico, isso acontece porque 0 muco presente na pele dos peixes contém
antimicrobianos como a lisozima e os peptideos bactericidas. Esta barreira, normalmente, é
eficiente no impedimento da entrada de patégenos, no entanto, se estes penetrarem nos tecidos
e corrente sanguinea pode ocorrer a intervencdo de outros componentes celulares e humorais
que irdo reconhecé-los e destrui-los (MELLO, 2016). Quando os microrganismos patogénicos
conseguem ultrapassar a barreira epitelial os componentes celulares e humorais, do sistema
imune inato dos peixes, reconhecem as regides especificas de moléculas de uma ampla
variedade de agentes infecciosos, qualificadas como Padrdes Moleculares Associados aos
Patdgenos (PAMPS) por meio de Receptores de Reconhecimento de Padrées (PRR) (SOUZA
etal., 2021).

O mecanismo central da resposta imune inata é a fagocitose, exercida principalmente
pelos leucdcitos. As células fagociticas conseguem migrar para locais onde sdo necessarias,
construindo e modulando a imunidade dos peixes, através de eventos de sinalizacdo em resposta
a um estimulo inflamatoério. Assim, os leucdcitos migram da circulacdo sanguinea para 0s
tecidos, e conseguem de forma eficiente, destruir 0s organismos invasores, como as bactérias,
pelo processo fagocitico, por meio da liberagdo de enzimas proteoliticas, proteinas
antimicrobianas e espécies reativas de oxigénio (GALLANI, 2019).

O aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio é chamado de estresse
oxidativo, e pode desregular o metabolismo celular e danificar os constituintes celulares. A
producdo de EROS possui relacdo com as respostas antioxidantes, apds o aprisionamento dos
microrganismos (ZORRIEHZAHRA et al., 2016).

A atividade antimicrobiana do soro sanguineo dos peixes resulta de diversos tipos de
proteinas e enzimas. A lisozima, € uma enzima bactericida importante, seu combate as infecces
ocorre através da sua capacidade de lisar a parede celular peptidoglicano de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. As principais fontes de origem da lisozima sdo o0s
monacitos/macréfagos e neutréfilos (GALLANI, 2019; SOUZA et al., 2021).

As moléculas presentes no soro sanguineo dos teledsteos realizam processos de

aglutinagéo e inibigcdo de antigenos. As lectinas e imunoglobulinas s&o moléculas envolvidas
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no mecanismo de aglutinagdo. Lectinas sdo proteinas que possuem capacidade de ligacéo a
diferentes carboidratos, como manoses, e esta interacdo leva a opsonizacéo e fagocitose das
bactérias. As imunoglobulinas possuem mais especificidade que as lectinas, sdo proteinas
produzidas pelos linfocitos B (PEREIRA, 2013).

Pronta ao nascimento Formagdo estimulada durante o desenvolvimento
Response imediata < Sistema Imune r— Resposta lenta
Nao depende do tipo patogénico Resposta especifica para cada patégeno
Nao necessita de contato prévio com patégeno R Resposta de memoria, necessita contato prévio
%—[‘\j 7 Imunidade
Imunidade Inata 7 ‘Jt(% Adquirida/Adaptativa
/ . a q P
Barreiras fisicas Barreira celular® Barreira humoral
Muco Neutrofilos Proteinas do sistema
Escama Monécitos- Macréfagos complemento, ativadas por3
Pele Eosinofilos vias:
Trato digestivo Basofilos alternativa, classica e lectina
(microorganismos, enzimas, pH) Células dendriticas Lisozima
1*linha de defesa 22 linha de defesa 2*linha de defesa
Opsonizagdo
Para o patogeno antes Fagocitose Fagocitose
que ele invada o Panulam inflamacdo Complexo de ataque
organismo Produgdo de citocinas a membrana (MAC)
Faz a destruigdo incial Lise patogénica
dos microorganismos Inflamacdo

Figura 3 - Aspectos gerais do sistema imune do tambaqui: imunidade inata. *Barreira celular:
ndo estdo dispostos os linfocitos, envolvidos na imunidade adaptativa e leucocitos teciduais.
Fonte: GALLANI, 2019.

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral
Avaliar a resposta imune inata e a resisténcia a aeromonose em Colossoma
macropomum suplementado com probidtico multi-espécies (Bacillus subtilis, Lactobacillus
plantarum e Pediococcus acidilactici), administrado via ragdo e dgua, criados em sistemas de

recirculacdo agua clara e de bioflocos.

2.2.0bjetivos Especificos
e Analisar a imunidade inata em tambaquis suplementados com cepas de probioticos
(concentracdo das espécies reativas de oxigénio em leucocitos no sangue; atividade

litica do soro; concentracéo lisozima sérica; atividade de aglutinacéo bacteriana);
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e Auvaliar as alterac@es clinicas comportamentais e a sobrevivéncia dos tambaquis
suplementados com cepas probioticos durante a sepse induzida pela Aeromonas

hydrophila.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Peixes e acondicionamento

Foram utilizados 192 juvenis de C. macropomum (111,56 + 3,31 g), oriundos do
Laboratorio Mdltiplo para Producéo de Organismos Aquaticos (LAMPOA), da Universidade
Federal do Oeste do Para (UFOPA), distribuidos em caixas de polietileno (400 L volume util /
7 dias de aclimatacdo), em sistema de circulacdo de agua (filtro mecéanico e bioldgico), aeracao
artificial e sifonamento diario (Aprovacdo do Comité de Etica n° 0620180030).

Os peixes foram cultivados em dois sistemas de cultivo: Recirculagio de Agua Clara
(AC) e Biofloc Technology System (BFT). O delineamento experimental contou com dois
sistemas de cultivos (AC e BFT) e trés tratamentos: suplementados com probidtico multicepas
Bacillus subtilis (3,4 x10° UFC/g), Lactobacillus plantarum (1,2 x 10° UFC/g) e Pediococcus
acidilactici (1,2 x 10° UFC/g), com os seguintes tratamentos: AC CTL - Agua clara sem adico
do probiético; AC PA - 1Kg/10.000 m2 de agua; AC PR - 2 Kg/1000 Kg de peixe; AC PRA -
Probiotico na racdo e na agua; BFT CTL - Biofloc Technology System sem adicdo do
probidtico; BFT PA - Biofloc Technology System 1Kg/10.000 m? de agua; BFT PR - Biofloc
Technology System 2 Kg/1000 Kg de peixe; BFT PRA - Biofloc Technology System Probidtico
na racao e na agua.

No tratamento PA inicialmente foi adicionado 0,03 g do probidtico multi-espécies em
cada unidade experimental, e durante o periodo experimental foi incorporado duas vezes por
semana ha proporcao supracitada. No tratamento PR, o probiético foi adicionado na proporc¢éo
de 2 kg de probidtico/1000 kg de racdo, antes da alimentacdo do Gltimo horario diario. O
probiédtico foi diluido em &gua e permaneceu cerca de 30 minutos em aeracdo antes de ser
fornecido com a ragéo ou adicionado a agua.

Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 24 unidades experimentais numa
densidade de 26,67 peixes/m? por um periodo de 70 dias. A quantidade de rac&o foi ajustada de
acordo com os resultados obtidos nas biometrias que foram realizadas em intervalos de 10 dias,
onde retirou-se 10 animais de cada unidade experimental e posteriormente estes foram
devolvidos a suas respectivas unidades experimentais.

Ao final do periodo experimental, os peixes foram anestesiados (solucdo de benzocaina

1:20.000, em alcool 98° a 0.1 g/mL), para coleta de sangue por puncgéo da veia caudal (3,0 mL
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de sangue/n = 10). Uma aliquota (1.0 mL /amostra) foi acondicionada em tudo contendo acido
etileno-diamino-tetraacético tripotassico (EDTA kz), destinada para a quantificacdo das
espeécies reativas do oxigénio (EROS). E a outra parcela (2,0 mL /amostra) foi acondicionada
em tubo seco e centrifugada a 1.200 g, por 5 min, a 4 ° C, para obtencdo do soro que foi

armazenado a—80°C.

3.2. Avaliacdo dos sinais clinicos e analise da sobrevivéncia

A cepa de Aeromonas hydrophila utilizada foi isolada de peixes naturalmente infectados
(CLAUDIANO et al., 2020), que foram necropsiados e fragmentos de encéfalo, rim e sangue
colhidos assepticamente para cultura bacteriolégica. A identificacdo das coldnias seguiu as
recomendacdes de Popoff (1984) e Abeyta Junior et al., (1990), acrescida de provas
bioquimicas (Bactray 3 - Laborclin®). Uma amostra do cultivo foi utilizada para extracdo do
DNA em “Genomic DNA purification kit (Wizard). Ao final, obteve-se a concentragdo de DNA
de 1690,9 ng/uL, com relagdo 260/280 e 260/230 2,02 e 2,04, respectivamente. A amplificacdo
do gene 16 S RNA ribossémico seguiu Sarkar et al., (2012). As sequéncias foram analisadas
pelo algoritmo BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). O limite de similaridade foi de 98% na
analise de BLAST e alcancou 99% de similaridade com A. hydrophila.

A cepa de Aeromonas hydrophila (Accession number / CP007518-2) utilizada foi
isolada de peixes naturalmente infectados (CLAUDIANO et al., 2019) e a patogenicidade da
cepa foi verificada por trés passagens seriadas (n=2/passagem) e reisolamento em tambaquis,
os quais foram inoculados com 1,0 mL de suspensdo bacteriana (2,4 x 108 UFC/mL) por via
celoma. Apds a terceira passagem, as bactérias reisoladas do tecido dos peixes foram
submetidas aos mesmos testes de confirmagdo microbiana e molecular descritos acima
(CLAUDIANO et al., 2019).

Para determinacdo da DL50% foram utilizados 56 tambaquis (C. macropomum),
estocados em 8 tanques (n=7; 100 L) em um delineamento completamente aleatério. Os
cinquenta e seis peixes foram inoculados com 0,5 mL de dose de A. hydrophila: 1,5 x 10%; 6,0
x 108 1,2 x 10°% 2,4 x 10° UFC/mL na cavidade celomatica. Os animais do grupo controle
receberam o mesmo volume de solucéo salina estéril (0,9%).

Durante a exposicao (96h) suspendeu-se a alimentacgéo e as caixas ndo foram sifonadas.
Os peixes que apresentaram sinais clinicos irreversiveis foram mortos por aprofundamento do
plano anestésico. Os valores da DL 50-96h foram calculados pelo método “trimmed sperman

Karber”, e foi de 9 x 108, limite inferior e superior em 1,78 x 10° e 4,65 x 10°, respectivamente.
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Para avaliacdo da resisténcia a aeromonose, foi tomado como referéncia os sinais
clinicos e sobrevida, onde para tanto, foram utilizados 56 tambaquis, SRA (326,27 + 19,38) e
BFT (179,44 + 27,15), divididos em 2 grupos (n=28), um deles inoculado com 0,1 mL de
suspensdo de A. hydrophila (9 x 10° UFC) em todos os tratamentos e sistemas, e 0 outro injetado
com o mesmo volume de salina esterilizada (controle), para cada sistema. A avaliagdo foi por

observacdo direta durante 10 dias ap6s a inducéo da sepse (DPI).

3.3. Imunidade inata

3.3.1. Concentracédo das espécies reativas de oxigénio em leucdcitos no sangue

A anélise da atividade respiratéria dos leucdcitos (burst respiratorio) seguiu o protocolo
de ANDERSON & SIWICHI (1995), com modificagdes. Inicialmente uma pastilha de
Nitroblue Tetrazolium (NBT) (NBT, Sigma, St. Louis, MO, USA) foi dissolvida em 5 mL de
PBS (1x pH 7,2), uma aliquota de 100 ul de sangue heparinizado foi colocada em tubos com
100 pl da solugdo NBT mais 25 ul de PMA 10-5 (Forbol-12-Miristato-13-Acetato, 99% - 1
mg), a solucdo foi homogeneizada e incubada por 30 min em temperatura ambiente (+ 26°C).
Apbs este periodo, 50 ul da suspensdo foi colocada em tubos de ensaio com 1 mL de n,n-
dimetil-formamida (DMF, Sigma, St. Louis, MO, USA) e centrifugado a 3000 g por 5 min. O
sobrenadante foi retirado e a densidade Optica da solucdo foi determinada por
espectrofotometria, no comprimento de onda de 540 nm.

3.3.2. Atividade litica do soro

Para padronizagdo do crescimento da cepa bacteriana, foi realizado um ensaio
preliminar para determinacdo do fator de diluicdo essencial a contagem de coldnias entre 30 a
300 UFC/placa, fundamental a confiabilidade das contagens. A bactéria patogénica foi
cultivada em Tryptic Soy Broth (TSB), por 24h de incubacdo a 30°C, apés este periodo o
material foi centrifugado a 3000 RPM, por 10 minutos (25°C), desprezando-se o0 sobrenadante.
A massa bacteriana precipitada foi diluida em solucdo salina estéril (0,9%) até a obtencdo da
concentracéo de 0,5 da escala McFarland, seguido de diluigdo seriada (1,8 x 10*4). Em seguida,
50 pl da suspenséo de A. hydrophila foi acrescido de 50ul de soro das amostras em microtubos
(Eppendorf/1,5 mL) e este composto foi incubado durante 1 h, a 28°C. Posteriormente, a
suspensdo de 100 pl (bactéria + soro) foi semeada pelo método de espalhamento em placa com
Tryptic Soy Agar (TSA). Apos o tempo de crescimento, realizou-se a contagem das col6nias.
Para controle da técnica foi utilizada uma suspensdo de 50ul de PBS acrescido de 50ul da

suspensdo de A. hydrophila. Os resultados foram expressos em UFC.
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3.3.3. Determinacéo da concentracdo de lisozima sérica

A concentracdo de lisozima sérica foi determinada pelo método classico de Smolelis e
Hartsell (1949), onde uma suspensdo de Micrococcus lysodeikticus foi usada como substrato
para a lise. As amostras de soro foram descongeladas a 56°C por 30 min, para cada 50 pl de
soro inativado dilui-se em 100 pl de tampédo em seguida armazenados em microtubos, que
foram dispensados em microplaca de microtitulacao 96 pocos fundo em U estéril. Foi preparada
uma solucdo mae padréo de lisozima onde foi pesado 0,01 g (Img/mL) de lisozima de clara de
ovo de galinha, mantendo-se em todo momento a lisozima em pé sobre refrigeragéo, adicionou-
se em 10 mL de buffer tampéo fosfato de sddio refrigerado (40000 unit/mg) e misturou-se
suavemente para evitar aguecimento e manter em todo momento sob refrigeracao, a solucéo foi
congelada apds o uso. As preparacdes consistiram em 50 pl de soro inativado e 100 pl de
tampdo fosfato de sdédio, em seguida a suspensdo de 50 ul M. lysodeikticus foi adicionada,
avaliando-se a reducdo da densidade Optica, que foi medida por espectrofotometria a 450 nm e
540 nm, a cada 5 min durante 15 min, com agitacdo intermedia antes de cada leitura. Para
controle da técnica foi utilizado um branco sé de tampéo fosfato e outro de tampéo fosfato mais

a solucdo bacteriana.

3.3.4. Atividade de aglutinacéo bacteriana

A atividade de aglutinacdo bacteriana natural do plasma, das amostras de todos 0s
tratamentos, foi realizada em microplacas de microtitulacdo 96 pocos fundo em U estéril.
Adicionou-se 50 pl de PBS 1x em todos os pogos, seguido de diluicdo seriada do mesmo
volume do plasma inativado até a décima coluna dos pocos. Posteriormente, 50 pl da A.
hydrophila inativada foi incorporada ao PBS + plasma, até a décima primeira coluna dos pogos,
proporcionando o controle negativo nas colunas 11° (patégeno + PBS) e 12° (PBS). As placas
foram incubadas por 1 hora a 36°C, e, em seguida, deixadas em OverNight a 4°C. Apos 24h,
realizou-se a interpretacdo dos resultados por meio de leitura visual das placas, comparando-se
0 padrdo de sedimentacdo do pogo controle com o padrdo de sedimentagdo dos demais. Os

resultados foram demonstrados no log 2 dos reciprocos dos titulos dos soros.

3.3.5. Avaliagéo dos sinais clinicos e analise da taxa de mortalidade
Para avaliacdo dos sinais clinicos e sobrevivéncia foram utilizados 56 tambaquis,
divididos em dois grupos (n=28) correspondentes aos sistemas SRA e BFT, cada tratamento

(n=7) recebeu o indculo via cavidade celomatica com 0,5 mL de suspensdo de A. hydrophila



21

(9,0 x 108 UFC/mL), com excecéo do grupo controle (n=14) que foi injetado 0,5 mL de solucio
salina estéril (0,9%). A determinacdo foi realizada pela observacdo da sobrevivéncia dos
animais durante o periodo de infeccdo apés a inducdo da sepse. Foi estabelecido o prazo

maximo de observacao de dez (10) dias apos a inoculacédo (DPI).

3.4. Anélises Estatisticas
Os resultados foram submetidos as analises de variancia em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), teste de normalidade alfa 5% (Kolmogorov — Smirnov; Anderson-Darling;
Shapiro-Wilk e Watson). Estabelecida a normalidade foi realizada comparacao das médias pelo
teste de Tukey (p<0,05) ou de Dunn's (5%). A sobrevida seguiu 0 método de Kaplan-Meier
(KAPLAN e MEIER, 1958; KLEINBAUM, 1995). O programa estatistico utilizado foi

“software R”.

4. RESULTADOS
4.1. Imunidade inata: Sistema de recirculacao de agua clara

A figura 4a mostra as concentracdes de espécies reativas de oxigénio observadas durante
a inducéo da sepse em tambaquis desafiados com A. hydrophila. Verificou-se que os leucdécitos
apresentaram maior concentracdo de EROs (p<0,05) no tratamento AC PA em relagdo aos
peixes suplementados com probidtico na racdo (AC PR), sem diferenca (p>0,05) dos demais
grupos.

Em relacdo a andlise litica ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre 0s grupos
tratados (AC PA, AC PR e AC PRA) e o controle (Figura 4b). A concentragédo de lisozima
sérica das amostras do soro, durante o periodo experimental, foi significativa (p<0,05) nos
tratamentos AC PR e AC PRA em relacdo ao probiotico inserido somente na agua e o controle
(Figura 4c). Quanto ao teste de aglutinacdo, verificou-se que 0s peixes suplementados
apresentaram menores (p<0,05) titulos de anticorpos séricos em relacdo ao grupo controle
(Figura 4d).
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Figura 4 - Imunidade inata em Colossoma macropomum criado com probiotico multi-espécies
(Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici), administrado via ragao
e agua, criados em Sistema de recirculacdo agua clara. (a) Espécies reativas do oxigénio em
leucdcitos sanguineos, (b) Atividade litica no soro (c) Concentracdo de lisozima sérica, (d)
Titulos de anticorpos naturais. Colunas verticais representam as médias de cada tratamento. As
barras verticais representam o erro padréo da média. Colunas com letras em comum ndo diferem
em 5% pelo teste de Tukey. AC — agua clara; CTL — controle; PA — probidtico na agua; PR —
probidtico na racdo; PRA — probidtico na racdo e na agua.

4.2. Imunidade Inata: Sistema de Bioflocos

A concentracdo de espécies reativas de oxigénio dos animais no sistema BFT mostrou
gue a suplementacdo com o probidtico inserido na dgua (BFT PA) e na racdo (BFT PR)
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos demais grupos (Figura 5a).
Através da anélise da atividade litica, constatou-se que os grupos suplementados (BFT PA, BFT
PR e BFT PRA) com as cepas de probiotico apresentaram maiores (p<0,05) titulos de
anticorpos em relacdo ao grupo controle (Figura 5b).

Da anélise da concentracdo de lisozima sérica dos peixes no sistema BFT foi possivel
observar que o tratamento com o probiotico na ragdo (BFT PR) foi significativo (p<0,05), assim
como o probidtico na agua (BFT PA), diferindo do grupo controle, o grupo BFT PRA néo

diferiu dos demais tratamentos (Figura 5c).
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A aglutinagéo bacteriana dos peixes no sistema BFT mostrou que ndo houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre os grupos tratados (BFT PA, BFT PR e BFT PRA) e o controle (Figura
5d).
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Figura 5 - Imunidade inata em Colossoma macropomum criado com probi6tico multi-espécies
(Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici), administrado via racao
e agua, criados em sistema de Bioflocos. (a) Espécies reativas do oxigénio em leucdcitos
sanguineos, (b) Atividade litica no soro (c¢) Concentracdo de lisozima sérica, (d) Titulos de
anticorpos naturais. Colunas verticais representam as médias de cada tratamento. As barras
verticais representam o erro padrdo da média. Colunas com letras em comum ndo diferem em
5% pelo teste de Tukey. BFT — bioflocos; CTL — controle; PA — probidtico na 4gua; PR —
probidtico na racdo; PRA — probidtico na racdo e na dgua.

4.3. Avaliagdo dos sinais clinicos e andlise da taxa de mortalidade
A partir do segundo dia DPI os peixes inoculados com A. hydrophila apresentaram
petéquias e sufusdes com evolutiva progressao para ulceragdes cutaneas e letargia. Em relacéo
a analise da protecédo contra a aeromonose, verificou-se que no sistema de recirculacdo de agua
clara houve 100% de mortalidade dos peixes em todos os tratamentos (figura 6).
No sistema de bioflocos, os peixes que foram suplementados com o tratamento BFT

PRA apresentaram a maior taxa de mortalidade 86%, seguido do probiotico na racdo (BFT PR)
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e do controle 71%. Os peixes suplementados com o probidtico inserido somente na agua (BFT
PA) tiveram a menor taxa de mortalidade 57% (figura 7).
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Figura 6 - Taxa de mortalidade ap6s inducdo da sepse grave. Taxa de mortalidade de
Colossoma macropomum (N = 7) em sistema de recirculacdo agua clara, inoculados com
Aeromonas hydrophila com porcentagem de mortalidade cumulativa durante 10 dias apds

infecdo (DPI).
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Figura 7 - Taxa de mortalidade ap6s inducédo da sepse grave. Taxa de mortalidade de
Colossoma macropomum (N = 7) em sistema de bioflocos, inoculados com Aeromonas
hydrophila com porcentagem de mortalidade cumulativa durante 10 dias apés infecdo (DPI).
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5. DISCUSSAO

Os pardmetros imunoldgicos dos peixes sdo utilizados como meios para averiguar a
condicdo de salde e bem-estar dos individuos. Ao perder-se a capacidade da manutencédo da
homeostase bioldgica, proveniente de algum agente estressor, o animal desempenha seus
mecanismos de defesa (PEREIRA, 2013).

No presente estudo, houve o aumento da producdo de EROs nos tratamentos com o
probidtico administrado na agua (AC PA) (figura 4a) e na racdo (BFT PR) (figura 5a), nos
sistema de agua clara e BFT, respectivamente, quando foram induzidos a sepse por A.
hydrophila. O aumento deste indice sugere que probidtico multicepas (Bacillus subtilis,
Lactobacillus plantarum e Pediococcus acidilactici), auxiliou na melhora do sistema imune dos
tambaquis. O aumento da producdo de EROs é considerado um indicador da imunidade inata
em peixes. O estado de defesa do organismo estard preservado na presenca de neutréfilos e
macrofagos, estas células de protecdo fagocitam e destroem os patdgenos invasores, por meio
da acdo das espécies reativas de oxigénio criadas durante a respiracdo das células, motivadas
pelos microrganismos (URBINATI et al., 2015). Alteracdes na qualidade da dgua do sistema
de criacdo pode afetar severamente as atividades fisioldgicas dos peixes, a suplementacdo com
probioticos pode melhorar os efeitos ocasionados pelo estresse oxidativo aumentado o nivel de
status antioxidante (ZORRIEHZAHRA et al., 2016).

Biller-Takahashi et al., (2013), ao medir as espécies reativas do oxigénio produzidas
durante a atividade de explosdo respiratéria por pacus desafiados com A. hydrophila, em
sistema de fluxo continuo de agua, constataram maior producdo de EROs e protecdo contra
patdgenos, pois apos a injecdo do patdgeno a atividade de explosao respiratdria dos leucdcitos
aumentou, indicando que os fagdcitos aumentaram a producdo de EROs ativando a enzima
NADPH que produz perdxido de oxigénio (H202) que é fortemente toxico e forma a base para
um sistema antibacteriano. Farias (2012) em seu estudo, p6de observar que pacus (Piaractus
mesopotamicus) suplementados com quatro niveis de inclusdo de probidticos apresentaram
aumento da atividade respiratria de leucocitos em todos os tratamentos paralelamente ao
aumento do tempo de suplementacdo com probidtico (p<0,05), entretanto ndo houve diferenca
significativa entre os niveis de suplementagdo (p>0,05), ainda assim concluiu que mesmo sem
diferenca estatistica no aumento deste parametro em todos os niveis de probi6ticos inclusos na
ragdo, houve a melhora do sistema imunolégico.

Neste trabalho, a atividade litica do soro dos animais no sistema de dgua clara mostrou
gue ndo houve eficiéncia do probidtico em todos os tratamentos (figura 4b). Estes resultados

sdo semelhantes aos observados por Costa et al. (2021), onde verificaram auséncia de diferencas
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estatisticas entre o probidtico — grupos tratados e o controle, em tambaquis criados com
probidtico comercial multi-espécies (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus e Saccharomyces cerevisiae). No entanto,
no sistema de bioflocos o probidtico na racdo (BFT PR) e o probidtico administrado na ragéo e
agua (BFT PRA) foram efetivos na melhora do indice de atividade litica (figura 5b). Petrillo
(2015) verificou resultados parecidos com estes quando avaliou a atividade litica de peixes
suplementados com probidtico apds inducdo da sepse com A. hydrophila, durante a evolugéo
do processo inflamatdrio, apds 24 e 48 horas, grupos tratados e estimulados apresentaram maior
capacidade litica sobre as colénias bacterianas, diferindo estatisticamente (p<0,05) do grupo
controle.

A concentracdo de lisozima sérica do soro foi eficiente nos sistemas AC e BFT (figura
4c e 5¢) quando o probiotico foi administrado na racdo. A lisozima faz parte da imunidade
inespecifica dos peixes. E uma enzima bacteriolitica, encontrada principalmente nos
mondcitos/macréfagos, neutrofilos e nos granulos das células granulares eosindfilas do
intestino. A acdo bactericida da lisozima estd associada a hidrolizacdo do peptidoglicano das
paredes celulares bacterianas, proporcionando a lise celular tanto de bactérias Gram-positivas
como de Gram-negativas (URIBE et al., 2011; RIBEIRO, 2019). Gallani et al., (2021), ao
caracterizar padrdes da resposta imune inata do tambaqui sobre a infecgdo por A. hydrophila,
notaram que em relagdo aos peptideos antimicrobianos, a lisozima foi modulada positivamente
(p<0,05) em todos os periodos apos a infeccdo (0 h (controle), 6 h, 1 dia, 7 dias e 14 dias pos-
infeccdo), isso porque essa enzima intermedia a protecdo contra microrganismos patogénicos,
portanto a determinacdo de sua concentracao € relevante em estudos imunol6gicos em peixes.

Neste estudo, a aglutinacdo dos titulos de anticorpos séricos ndo resultou em beneficios
a imunidade dos tambaquis suplementados com o probidtico multicepas nos sistemas de
recirculacdo de agua clara e de bioflocos (figura 4d e 5d). Resultados similares foram
observados por Petrillo (2015), ao avaliar a atividade de aglutinacdo bacteriana de tilapias-do-
Nilo alimentadas com dieta adicionada de diferentes concentracdes de Bacillus, apos o estimulo
inflamatério com A. hydrophila. E possivel que o periodo minimo necessario para que o
tambaqui produza anticorpos suficientes seja superior a 10 dias DPI, para que a aglutinagéo seja
detectada. Contudo, Claudiano et al. (2019) ao estudar os distarbios hematoldgicos, a
imunidade inata e a sobrevivéncia de pacus inoculados com A. hydrophila puderam observar
que a capacidade de aglutinacdo de anticorpos dos peixes contra o patégeno aumentou (p<0,05)

em 3 HPI em comparagdo ao grupo controle.
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No sistema de &gua clara a suplementacdo com o probiético multicepas pouco auxiliou
na imunidade inata dos peixes, visto que durante o periodo experimental, 10 dias ap6s a inducéo
da sepse, 100% dos animais morreram (figura 6), ainda assim, de acordo com o0s parametros
imunologicos avaliados, percebe-se que houve resisténcia dos individuos perante a sespe. Estes
resultados podem estar relacionados a sinais severos da infeccdo e associados a uma elevada
carga bacteriana (CLAUDIANO et al., 2019). No sistema de bioflocos, a taxa de mortalidade
foi superior a 50% em todos os tratamentos, 10 dias apos a inducdo da sepse (figura 7). Estes
resultados sugerem que a suplementacdo com o probidtico multicepas pouco auxiliou na
resisténcia dos animais quando submetidos a bactérias patogénicas. Conforme avalia Costa et
al. (2021), tambaquis suplementados com probio6ticos multiespécies incorporado a dgua e ragdo
por 60 dias consecutivos, ndo resultou em beneficios a qualidade da &gua, ao desempenho
zootécnico e sanidade, no entanto, se mostrou seguro, a perceber pela auséncia de alteracGes
clinicas e por apresentar porcentagem relativa de sobrevivéncia de 100% durante o periodo

experimental.

6. CONSIDERACOES FINAIS
Diferentes estudos sobre a utilizacdo de probidticos em peixes podem apresentar
resultados controversos, com diferentes respostas nos parametros produtivos e fisiopatolégicos.
Isso pode estar relacionado a diferentes espécies de bactérias utilizadas como probidtico, além
disso, é necessario considerar que algumas sdo isoladas do trato gastrintestinal da mesma
espécie de peixe em estudo, e outras sdo oriundas de outros animais. No presente estudo, a
suplementacdo com o probiotico multi-espécies pouco auxiliou na melhora da resposta imune

inata dos tambaquis.
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