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1. INTRODUCAO

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é amplamente produzida em éareas
tropicais e subtropicais em todo 0 mundo. Apresenta caracteristicas zootécnicas como
rapida taxa de crescimento, rusticidade e facilidade de reproducdo (precocidade e
prolificidade) que a tornaram a espécie mais produzida no Brasil. Além disso, a tilapia é
um alimento rico em nutrientes, com boa aceitacdo pelo mercado consumidor (AMAL e
ZAMRI-SAAD, 2011; LIANG et al., 2020). Por isso, o Brasil ocupa a quarta posi¢édo de
maior produtor de tilapia do mundo e tem se destacado na exportacdo, com aumento de
78% em 2021 em relacdo ao ano anterior (PEIXE BR, 2022).

A grande expansdo e intensificacdo dos sistemas de producdo aquicola submetem
0s peixes a diversos agentes estressores, como a alta densidade de estocagem, praticas de
manejo (biometrias, despescas) e deterioracdo da qualidade da agua. Esses fatores
contribuem para o enfraguecimento do sistema imunoldgico dos peixes que ficam
suscetiveis a varios patdgenos oportunistas presentem naturalmente nos sistemas de
cultivo (DAWOOD et al., 2019). As doencas afetam negativamente a salde e reduzem a
produtividade, causando enormes perdas econdmicas e limitando o desenvolvimento
sustentavel da tilapicultura em todo o mundo (XU et al., 2022). A adocdo correta de
procedimentos técnicos de manejo alimentar, sanitario e de ambiéncia sdo fundamentais
para o éxito dos sistemas produtivos (BADIOLA et al., 2018).

As doengas causadas por bactérias do género Streptococcus spp. sdo consideradas
as principais causas de perdas na tilapicultura. Tradicionalmente, a infecgédo por
Streptococcus spp. ocasiona infec¢do sistémica com destaque para os sinais clinicos de
septicemia, exoftalmia com opacidade cornea, melanose, natacdo erratica, hemorragia

nos 6rgaos internos e ascite (ZHANG et al., 2018). Dentre os agentes etioldgicos, destaca-



se 0 Streptococcus agalactiae, um importante patdgeno capaz de provocar altas taxas de
mortalidades. De acordo com a MSD Animal Health (2012), 70% de todos os isolados de
tildpia do Nilo produzidas foram identificados como Streptococcus spp. e cerca de 82%
correspondiam a S. agalactiae.

Atualmente para controlar as doengas causada por estreptococos tem se utilizado
algumas tecnologias aplicaveis, como vacinas comerciais, mas ha limitacdes (ABASALI
e MOHAMAD, 2010; MSD Animal Health, 2012), dentre elas a operacionalizacdo e
manipulacdo dos peixes. Além disso, os antibidticos também sdo amplamente utilizados
para tratar muitas doencas bacterianas em peixes, inclusive a S. agalactiae. Entretanto, o
uso indiscriminado de antibiéticos tem provocado danos graves. Uma das maiores
preocupacdes em nivel mundial quanto a utilizagdo indiscriminada dos antibioticos é a
resisténcia cruzada, que é a transferéncia de genes de resisténcia frente aos antibioticos
de bactérias da piscicultura, por exemplo, para as bactérias que acometem os humanos,
impactando assim na eficécia dos antibi6ticos quando utilizados em humanos (ZANOLO,

2022). Assim, para enfrentar essas limitacGes, abordagens biotecnolégicas como o uso

de biorremediadores podem ser alternativas aos antibioticos e outros quimioterapicos.

A biorremediacdo é uma técnica que envolve o emprego de microrganismos
benéficos conhecidos como agentes biorremediadores que agem diretamente na qualidade
da &gua dos tanques através da diminuicdo de substancias prejudiciais oriundas do
excremento dos peixes como amonia e fosforo. Existem varios microrganismos utilizados
como biorremediadores, dentre eles, destaca-se o Lactobacillus plantarum por produzir
substancias antimicrobianas como a plantaricina que atua contra certos patdgenos, além
de ser utilizado como probidtico (CEBECI e GURAKAN, 2003) e promover o

desempenho produtivo e intensificar a imunidade e a resisténcia contra a infecgéo
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por Streptococcus (SON et al., 2003). Portanto, o objetivo do trabalho é investigar se a
administragdo do biorremediador blend biotecnoldgico atuaria pos-infeccéo experimental

por Streptococcus agalactiae em tilapia do Nilo na fase de engorda.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia, pertencente a familia dos ciclideos, ordem Perciformes e género
Oreochromis, é um peixe onivoro de 4gua doce com origem na Africa e Oriente Médio
(DUNZ e SCHLIEWEN, 2013). Foi importada da Costa do Marfim em 1971 com a
finalidade de povoar reservatorios publicos localizados na regido Nordeste (ZANIBONI-
FILHO, 2004). A linhagem mais produzida no Brasil ¢ a GIFT (Genetic Improved Farmed
Tilapia), oriunda do melhoramento genético desenvolvido nas Filipinas (BENTSEN et
al., 1998) e introduzida no pais no ano de 2005 (BARROSO et al., 2018), desde entdo
tornou-se a espécie mais produzida comercialmente.

De acordo com o anuario da PeixeBR (2022), no ano de 2021 foram produzidas
534.004 mil toneladas de tilapia, tornando-se a espécie mais cultivada no pais com 63,5%
da producéo nacional de peixes de cultivo. Dentre as regides lideres de producéo, o Sul e
Sudeste (primeiro e segundo lugar no ranking, respectivamente) sdo responsaveis por
70% da producdo (PEIXE BR, 2022).

A lideranca do cultivo de tilapias na producdo brasileira é justificada pelas
caracteristicas zootécnicas que esses peixes apresentam, tais como rapido crescimento,
facil aceitacdo de diferentes tipos de alimento apos a absorcdo do saco vitelinico (EL-
SAYED et al., 2020), facil reproducéo e larvicultura (HE et al., 2014), rusticidade com

capacidade de adaptacdo as variagdes ambientais estressantes (DAWOOD et al., 2020),
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bem como, tolerdncia a manuseios intensos e condi¢fes ndo ideais de parametros de
qualidade da &gua (KUBITZA, 2000; MARENGONI et al., 2015) como baixas
concentragdes de oxigénio dissolvido (ZANIBONI-FILHO, 2004).

Ademais, possui carne de coloragéo branca, com baixo teor de gordura (0,9 g 100
g1) e de calorias (117 kcal 100 g1), bom rendimento de filé (35 a 40%), com auséncia de
espinhos intramusculares e boa aceitagdo no mercado consumidor (AYROZA, 2009),
inclusive com amplo espaco para exportacdo do filé. Fatores como grande area territorial
com extensas bacias hidrograficas, clima tropical, amplo mercado interno e a produgdo
nacional de gréos contribuem para o desenvolvimento continuo da piscicultura brasileira

(SCHULTER e VIEIRA-FILHO 2017).

2.2 Caracteristicas da Streptococcus agalactiae na tilapicultura

O género Streptococcus contém bactérias esféricas ou ovoides gram-positivas,
catalases negativas, com menos de 2 microns de diametro que crescem em pares e formam
cadeias quando cultivadas em meio liquido. A maioria sdo anaerdbios facultativos, ou
seja, na presenca de oxigénio realizam respiracdo aerdbia e na auséncia de oxigénio
realizam processos anaerobios (EDWARDS e NIZET, 2011). Esses microrganismos
obtém energia atraves da fermentacdo de carboidratos, como a glicose, que resulta, na
maior parte, em acido latico (HARDIE e WHILEY, 1997; KILLIAN, 1998).

A infeccdo de peixes por estreptococos foi inicialmente retratada por HOSHIMA
et al. (1958), no Japdo, em truta arco iris (Oncorhynchus mykiss). Em tilapia do Nilo, o
primeiro relato do isolamento de Streptococcus spp. foi descrito por WU (1970) e a partir
de entdo, esse patdgeno tem sido identificado como responsavel por elevados prejuizos

(SALVADOR, 2008). Dentre os agentes etiologicos que acometem tilapias de criacéo,
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sdo relatados Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae (COSTA et al., 2014),
Streptococcus iniae e Streptococcus agalactiae (ZHANG et al., 2014; SOTO et al., 2016).

A S. agalactiae é uma das principais espécies bacterianas do género
Streptococcus, definido como agente etioldgico de doencas desde 1887 (BISHARAT et
al., 2004). O S. agalactiae € um patdgeno com caracteristica cosmopolita (EVANS et al.,
2006) responsavel por provocar surtos infecciosos com taxas de mortalidade podendo
atingir até 90% na idade pré-comercializacdo, quando volumes significativos de racao ja
foram consumidos (SALVADOR et al., 2005; ALI et al., 2010; ZAMRI-SAAD et al.,
2010), inviabilizando a producao.

No Brasil, o primeiro relato por S. agalactiae em tilapia foi em 2003, onde foi
identificado surtos da doenga no norte do Parana (SALVADOR et al., 2003). Desde entéo,
infeccOes causadas por S. agalactiae foram relatadas em tilapiculturas nos estados de Sao
Paulo, Espirito Santo, Bahia, Minas Gerais, Ceard (FIGUEIREDO et al., 2006; MIAN et
al., 2009), Santa Catarina, Mato Grosso, Pernambuco, Alagoas e Goias (Comunicado
pessoal LABORATORIO AQUAVET).

A propagacdo e a gravidade das doencas causada por S. agalactiae podem ser
motivados por condi¢cGes ambientais, como altas concentracbes de amonia, baixo
oxigénio dissolvido e temperaturas acima de 27° (LEE et al., 2022). Ademais, a dose
infectante e a estirpe de S. agalactiae, estéo diretamente relacionados com a intensidade
da doenca em tilapias (ZAMRI-SAAD et al. 2014; TAVARES et al. 2018).

A especificidade dos estreptococos €é representada pelo polissacarideo capsular e
pelos antigenos proteicos (STALHAMMAR-CARLEMALM et al., 1993). S. agalactiae
apresenta sorotipos que estimulam a producdo de diferentes anticorpos, e possuem

caracteristicas fenotipicas distintas. A capsula é o principal componente que o sistema
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imunolégico dos peixes identifica como alvo para a producédo de anticorpos. Atualmente,
ha dez sorotipos de S. agalactiae: Ia, Ib, I1, 11, 1V, V, VI, VII, VIII e IX, na qual cinco
deles se encontram associados a doengas em peixes (la, Ib, II, 111 e IX) (LEAL e
FIGUEIREDO, 2018).

De acordo com LEAL e FIGUEIREDO (2018) as pisciculturas produtoras de
til&pias, tem apresentado frequentemente surtos provocados pelos sorotipos la, Ib e I11. O
sorotipo Ib é o mais predominante no Brasil, principalmente nas regides Sul e Sudeste
(Estado de SP e PR), enquanto o sorotipo I11 possui maior prevaléncia na regido Nordeste
(BARONY et al. 2017; CHIDEROLI et al. 2017).

Os estreptococos patogénicos possuem alguns fatores de viruléncia como
aderéncia a superficies epiteliais, invasao celular do epitélio e endotélio e injuria direta a
tecidos que contribuem para causar a infeccdo (NIZET e RUBENS, 2000). A principal
via de transmissdo do patégeno é a horizontal através do contato com peixes e/ou
alimentos e equipamentos contaminados, bem como, pelo contato indireto mediado pela
agua dos sistemas de criacdo (LIM e WEBSTER, 2006). A bactéria é excretada atraves
das fezes do animal e pode permanecer viva na coluna d’agua (NGUYEN, et al., 2022).
Outra fonte de transmissdo da doenca € por meio do canibalismo dos animais mortos ou
moribundos (WONGSATHEIN, 2012).

Geralmente tilapias com estreptococose mostram sinais clinicos diferentes,
dependendo da estirpe de Streptococcus spp. (CONROY, 2009). Os sinais clinicos que
mais se destacam sdo: natacdo erratica, anorexia, escurecimento da pele, letargia,
curvatura do corpo, exoftalmia com a opacidade de cornea e/ou hemorragia intraocular
uni ou bilateral, sufusdes no opérculo e base das nadadeiras, ulceracdo da epiderme e

morte (MARCURSSO et al., 2016). As lesGes internas sdo caracterizadas por congestao
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branquial, hepatomegalia e esplenomegalia acompanhada de congestdo, ascite e
encefalomalacea (SALVADOR et al. 2003, 2005, FIGUEIREDO et al. 2006, TRABULSI
e ALTERTHUM, 2008; MARCUSSO et al. 2015; MARCUSSO et al., 2017). A infecgéo
por S. agalactiae nos peixes, causa doenca septicémica, ou seja, a bactéria multiplica-se
na corrente sanguinea e em diversos 6rgaos, como figado, baco e rim (PLUMB, 1999;
BHUJEL, 2014; YAMASHITA et al., 2017).

Para controlar os surtos de doencas, diversos quimioterapicos e antibidticos sao
utilizados de forma indiscriminada, que por sua vez, acarreta a problemas residuais no
ambiente, afetando outros animais e o ser humano (VASEEHARAN e THAYA, 2014).
A aquicultura vem enfrentando sérios problemas devido aos efeitos adversos dos
antibidticos, como acumulo no tecido e imunossupressdo (GUDDING et al., 1999) e que

por muitas vezes sdo utilizados pelos produtores de forma profilatica.

2.3. Biorremediadores na criagéo de peixes

A intensificacdo dos sistemas de producao de peixes gera beneficios econémicos,
como o aumento da produtividade em funcdo da alta densidade de estocagem, entretanto,
0 meio ambiente pode ser prejudicado devido a alta carga de residuos organicos que
influenciam no teor de oxigénio dissolvido e geracdo de compostos toxicos (aménia e
nitrito) (MARTINEZ CRUZ et al., 2012).

A utilizacdo de altas densidades de estocagem promove uma saturacdo de
compostos organicos na coluna de dgua com consequéncias na capacidade de auto-
depuracdo. Para sanar essa limitacdo, o uso de microrganismos biorremediadores na dgua
aumentam a velocidade da decomposicdo de matéria orgénica, além de manterem o

balanco da dindmica ecoldgica entre os organismos, promovendo um ambiente favoravel
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para o crescimento dos peixes (MORIARTY, 1997; 1998; ZHOU et al., 2009; JANEO et
al., 2009).

De acordo com Primavera et al. (1993), Moriarty (1997, 1998) e Gatesoupe
(1999), a biorremediacdo ou bioaumentacdo é uma técnica utilizada para tratamento de
efluentes municipais e industriais e que em sua férmula possuem bactérias dos géneros
Nitrossomonas spp., Sulfobacter spp. e Bacillus spp. e enzimas (proteases, lipases e
celuloses) que aceleram a decomposi¢do de material organico e reduz a quantidade de
lodo no sistema. Na aquicultura o uso dos biorremediadores mostrou efeitos benéficos na
qualidade da agua e reduziu o crescimento de bactérias patogénicas (GATESOUPE,
1999; JIAO et al., 2009), além disso, promoveu alteracdes histoldgicas hepéticas e
intestinais que proporcionaram maior crescimento do peixe. A eficiéncia da utilizagdo da
técnica de biorremediacdo depende da natureza do produto utilizado e informacGes
técnicas disponiveis (MORIARTY, 1998)

Na biorremediacdo, 0s microrganismos utilizados podem ser isolados da natureza.
Normalmente se utiliza bactérias do género Bacillos spp., Aeromonas spp.,
Pseodoaeromonas spp., e Archromobacter spp., que possuem caracteristicas especificas
como a liberacdo de enzimas digestivas que aceleram a degradacdo de componentes
organicos em determinadas condi¢des (ZHOU et al., 2009). Outra bactéria que tem sido
bastante utilizada € do género Lactobacillus spp., sendo a L. plantarum um exemplo no
uso de bactérias lacticas (VINE et al., 2006), pois sdo de facil multiplicagdo, produzem
compostos antimicrobianos e estimulam resposta imune inespecifica nos hospedeiros
(GATESOUPE, 2008).

Li et al. (2018) descobriram que dietas de Litopenaeus vannamei suplementados

com Lactobacillus spp. promoveram maior desempenho, aumento na predominancia de
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microrganismos intestinais benéficos, prevenindo o desenvolvimento de bactérias
patogénicas. Entretanto, Costa et al. (2021) ndo encontraram resultados significativos no
desempenho produtivo, na qualidade da agua e na salde de juvenis de tambaqui
(Colossoma macropomum) ao administrar um probidtico multi-estirpe contendo as
espécies bacterianas B. subtilis, B.
licheniformis, B. pumilus, L. plantarum, L. acidophiluse a levedura Saccharomyces
cerevisiae por 60 dias consecutivos na dgua e na ragao.

Segundo Tapia-Paniagua et al. (2010), para alcancar melhores resultados, os
probioticos devem ser aplicados na dgua de forma continua por um determinado periodo
devido as alteragfes constantes nas condi¢bes ambientais como oxigénio dissolvido,
temperatura, regime pluviométrico, salinidade, pH, etc. Além disso, fatores relacionados
a densidade de estocagem e crescimento dos organismos podem influenciar a atividade
do probidtico. Vale ressaltar que a determinacdo da concentracdo do produto deve ser

calculada de acordo com a quantidade de peixes ou volume de agua.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e condi¢fes experimentais

O protocolo utilizado neste experimento estd de acordo com as diretrizes do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —

UNESP (protocolo nimero 605/22).

Juvenis de tilapia do Nilo foram criados em tanques circulares de concreto (2m3)

sob condi¢BGes ambientais e climéticas naturais em sistema de circulagdo de agua aberto
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abastecido com &gua proveniente de poco artesiano e provida de aeracdo constante. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos e cinco repeticdes, totalizando vinte unidades experimentais. Os tratamentos
se referiram as diferentes formas de administracdo do biorremediador: adicionado

somente na 4gua ou somente na ragdo ou em ambos. (Figura 1).

Figura 1. Representacéo dos tratamentos experimentais.

B 2

Sem aplicagdodo  Aplicagdo de 100 ml Aplicagdo de 200 ml 100 mI m3? do
produto m3 do produto na do produto por kg de produto na agua 2x
4gua 2x semana ragao semana

+
Aplicagdo de 200 ml
do produto por kg de

ragdo

Os peixes receberam alimentacdo duas vezes ao dia até a saciedade aparente com
racdo comercial contendo os seguintes niveis de garantia: 12,0% max de umidade, 36,0%
min de proteina bruta, 7,0% min de extrato etéreo; 5,0% max de fibra bruta; 14,0% max
de matéria mineral; 10,0% min e 25,0% max de célcio e méax e 0,8% min de fosforo.

O blend biotecnolédgico corresponde a um produto comercial composto por
Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus plantarum, com o objetivo de prover um
crescimento exponencial mais rapido dos microrganismos benéficos, foi adicionado ao
blend biotecnol6gico um produto comercial composto por frutooligossacarideos (FOS) e
mananoligossacarideos (MOS) na propor¢cdo de 60 g, para 400 mL do blend
biotecnolégico e 3.600 mL de &agua ndo clorada. Posteriormente, a solucdo foi
homogeneizada e o recipiente fechado ndo hermeticamente por um periodo de trés dias.

O produto foi aplicado diretamente na agua de cultivo duas vezes por semana nos tanques
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dos tratamentos T2 e T4. Para os tratamentos que receberam o blend tecnoldgico como
aditivo alimentar (T3 e T4), o produto foi inoculado nos péletes de racdo uma hora antes

da alimentacdo, com o auxilio de um borrifador.

3.2. Ensaio de dose letal (DLso)

Foi realizado um ensaio de dose letal (DLso) para verificar a concentragéo
bacteriana ideal de S. agalactiae. A cepa, cedida pelo Laboratorio de Microbiologia e
Parasitologia de Organismos Aquaticos do Centro de Aquicultura da Unesp, foi cultivada
em meio de cultura BHI a 28 °C por 24-48 h e incubado a 28 °C.

Posteriormente, o sedimento bacteriano foi lavado duas vezes em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) por centrifugacdo a 5.000 rpm por 10 min a 4 °C. Uma
suspensdo bacteriana com densidade Otica de 0,065 foi preparada em PBS usando
espectrofotdbmetro com comprimento de onda a 625 nm. Com esse mesmo procedimento
foram feitas diluicdes de 0,125, 0,250 e 1,00, totalizando cinco dilui¢cdes diferentes a fim
de obter concentracdes crescentes de S. agalactiae.

Um pool de 60 peixes (x 386,26 g) que estavam nas mesmas condi¢Oes
experimentais que o grupo controle, foram distribuidos aleatoriamente em seis tanques
de 1500 L (10 peixes/tanque) com aeracdo constante e temperatura controlada (+ 28 °C)
Para inoculagio, os peixes foram anestesiados em 100 mg mL™* de solugéo de benzocaina,
pesados em balanga digital analitica (Marte2000) e desafiados intraperitonealmente com
as diluigOes descritas, a quantidade da concentragdo era de 0,1 mL para cada 10 g de peso
vivo. Além disso, foi realizado um tratamento controle, em que 0s peixes receberam

somente injecdo intraperitoneal de PBS, assegurando que todos os peixes passaram pela
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mesma condicdo de estresse. Os peixes foram alimentados normalmente, duas vezes ao
dia, até a saciedade aparente com racdo comercial.

Apo6s a infeccdo bacteriana, os peixes foram observados por 20 dias. A
mortalidade e os sinais clinicos de infec¢do foram registrados e 0s peixes mortos eram
imediatamente removidos. A taxa de mortalidade foi calculada de acordo com a seguinte

férmula: 100 x (numero final de peixes) / (nimero inicial de peixes).

3.3. Infecgéo experimental final com S. agalactiae

Apos a definicdo da DLso, foram preparadas a concentragdo para avaliar a
resisténcia a S. agalactiae utilizando os mesmos procedimentos descritos anteriormente.
Entretanto, foi preparado uma suspensdo bacteriana com absorbancia 0,500, com uma
concentracdo final de 4,53 x 10 UFC mL unidades formadoras de colonia (UFC).

Apbs o periodo de administracdo do blend biotecnoldgico (x 12 meses), 0s peixes
(+ 614,50 g) de cada grupo experimental foram divididos em 12 tanques (7 peixes/tanque)
com aeracio constante e temperatura controlada. Para inoculagdo (0,1 mL 10 g* de peso
vivo), os peixes foram anestesiados em 100 mg mL* de solucéo de benzocaina, pesados
em balanca digital analitica (Marte2000) e desafiados intraperitonealmente. A
mortalidade resultante da infec¢do bacteriana foi observada e registrada a cada 2 h durante
um periodo de 120 h. A mortalidade e os sinais clinicos de infeccdo foram registrados e
0s peixes mortos eram imediatamente removidos. A taxa de mortalidade foi calculada de
acordo com a seguinte férmula: 100 x (nimero final de peixes) / (nGmero inicial de

peixes).

3.4. Analise estatistica
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Para comparar a taxa de sobrevivéncia, utilizou-se a andlise de sobrevida de
Kaplan-Meier com teste Log rank (p <0,05) através do software estatistico SPSS. O nivel

minimo de significancia foi estabelecido em p < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da DLso demonstraram que as primeiras mortalidades ocorreram 24
h apos a inoculagdo bacteriana, entretanto, os primeiros sinais clinicos da infeccdo como
falta de apetite, perda de equilibrio e movimentos operculares mais lentos, foram
observados 48 h apds a inoculagdo. Além disso, opacidade ocular, exoftalmia bilaterial
(Figura 2), ascite, perda de escamas, hemorragia, excesso de muco na regido da cabeca e
natacdo erratica, foram os sinais clinicos mais comuns. Em geral, as mortalidades
apresentaram maior incidéncia entre o quarto e décimo dia pos-infecgdo caracterizando

manifestacdo aguda da doenca (ROSAGAST, 2012).
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Figura 2. Presenca de sinais caracteristicos de Streptococcus agalactiae observados em

tildpia do Nilo. (a,b) exofitalmia; (c) ascite; (d) opacidade ocular

A dose letal de S. agalactiae que causou 50% de mortalidade em tilapias do Nilo
com peso de 300 g foi a diluicdo 0,500 e a que causou 100 % de mortalidade foi a diluicdo
1,0 (Figura 3). A doenca causada por S. agalactiae pode ser observada em peixes de
diferentes pesos, porem de acordo com a literatura, o patdgeno parece preferir os
individuos adultos (fase de engorda) que apresentam entre 400 e 600 gramas
(FIGUEIREDO, 2007; KOMAR, 2008), entretanto, vale ressaltar que a DLso estabelecida
no presente estudo demonstra que para causar sinais clinicos precedentes de mortalidade

em tilapias de 300 g a concentracao precisa ser elevada.
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Figura 3. Ensaio da DLsp - sobrevivéncia de Oreochromis niloticus desafiadas com

Streptococcus agalactiae apds 20 dias de observagdo
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O uso de produtos que possa prevenir e maximizar a resisténcia a doencas em
peixes frente aos desafios de criacdo, é uma pratica fundamental adotada por grandes
pisciculturas que desejam melhorar e aumentar a producdo (SAHOO e MURKHERJEE,
2003; OLIVEIRA et al., 2011). Para avaliar a eficacia de produtos funcionais na
piscicultura sdo realizados testes de desafio, geralmente utilizando bactérias patogénicas
como agente estressor. Diversos testes de desafio bacteriano em peixes através de
injecdes intraperitoneais tém sido descritos nos diferentes ensaios envolvendo a avaliagdo
de aditivos funcionais na aquicultura (OWATARI et al., 2018; SILVA et al., 2019;
LIBANORI et al., 2021). Geralmente, os testes de desafio sdo estimados por DLso que é

a dose capaz de causar a morte de 50% da populacdo exposta a determinada bactéria



23

durante um tempo especifico, a fim de estabelecer a concentracao bacteriana étima para
ser utilizada no desafio final (SOUZA et al., 2021).

Nossos achados diferiram de outros estudos realizados com tilapia desafiadas
intraperitonealmente com S. agalactiae. Ramos-Espinoza et al. (2020) desafiaram juvenis
de tilapias com peso médio de 25 g e determinaram a DLso de 1,02 x 10° UFC mL™. Em
contrapartida, Xu et al. (2022) encontraram a DLso mais elevada (1 x 10° UFC mL™) para
alevinos de tilapias com peso médio de 1 g. A mesma concentracdo foi estabelecida em
estudos realizados por Abarike et al. (2018) em tilapias com peso médio de 70 g. Eldar et
al. (1995) e Evans et al. (2002) realizaram um estudo para avaliar a viruléncia de cepas
de S. agalactiae em termos da DLsg e verificaram que as cepas selecionadas exibiram alta
viruléncia nos ensaios de infeccdo para tilapia do Nilo (1,9 x 10%%e 1,9 x 102 UFC).
Wangkahart et al. (2022) encontraram doses letais de S. agalactiae para tilapia do Nilo
(59 g) de 1 x 108 UFC mL* na qual a mortalidade cumulativa foi observada por 14 dias.
As divergéncias entre os valores de dose letal podem ser explicadas pelas diferengas na
fase de desenvolvimento do peixe (OLIVEIRA et al., 2011), pois peixes maiores podem
apresentar maior tolerancia a patdégenos (VAN DOAN et al., 2013), além disso, as
condicdes experimentais, principalmente temperatura e oxigénio dissolvido (HE et al.,
2021) e viruléncia das diferentes cepas de S. agalactiae utilizadas.

A administracdo do biorremediador blend biotecnolégico na dgua e/ou na racéo
proporcionou maior resisténcia a S. agalactiae verificado através das maiores taxas de
sobrevivéncia cumulativa das tilapias que receberam os tratamentos com biorremediador
guando comparado com o grupo controle (Figura 4). Os grupos T2 e T4 apresentaram
mortalidade a partir de 48 h depois do desafio bacteriano e tiveram 19,0% de

sobrevivéncia. No que se refere ao grupo T3, as mortalidades foram registradas 72 h pos-
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infecgdo, além de apresentar o maior indice de sobrevivéncia (42,9%). Por outro lado, os
peixes do grupo controle apresentaram as primeiras mortes logo ap6s 24 h do desafio
bacteriano e atingiram 100% de mortalidade com 48 h pds-infeccdo. Os peixes que
receberam solucgéo salina (PBS) apresentou 100% de sobrevivéncia, o que indica controle

experimental no momento da injecéo intraperitoneal.

Figura 4. Sobrevivéncia de Oreochromis niloticus desafiadas com Streptococcus

agalactiae (4,53 x 10** UFC mL) apds 120 h de observagao.
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T1: Grupo controle (sem aplicagdo do produto); T2: tratamento com aplicagdo do produto diretamente na agua; T3: tratamento com

aplicacdo do produto na ragéo; T4: tratamento com aplicagdo do produto diretamente na 4gua e na ragao.

Nossos resultados reforcam as premissas levantadas nos estudos de Van Doan et
al. (2018) e Xia et al. (2018) no que diz respeito aos efeitos de bactérias probioticas sobre
a promocéo de resisténcia a patogenos verificado através do aumento na sobrevivéncia.
Khunrang et al. (2018) relataram resultados positivos ao utilizar um probidtico misto

contendo Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus spp. em tilapias infectadas por S.
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agalactiae, pois 0s peixes apresentaram maior taxa de sobrevivéncia em relacéo ao grupo
controle. As bactérias probiodticas desempenham um papel fundamental na excluséo
competitiva de bactérias patogénicas e promovem imunomodulagcdo (NEWAJ-FYZUL et
al., 2014), o que pode explicar a ocorréncia de mortalidades mais tardias e as taxas de
sobrevivéncia cumulativa mais elevadas no grupo dos peixes que receberam o blend
biotecnoldgico, principalmente aqueles que receberam via dieta. E possivel que as
bactérias presentes no biorremediador fornecido na dieta tenha colonizado o intestino e
atuado competitivamente contra o patdgeno com consequente aumento na resisténcia a
doencas. Além disso, as bactérias probioticas produzem compostos antimicrobianos e
acidos organicos que colaboram para a modulagdo positiva do sistema imunolégico
(PEREIRA et al., 2017).

Os resultados apresentados nesse estudo mostram sua relevancia na cadeia
produtiva da tilapicultura, ja que, conhecer os limites de tolerancia de uma espécie a um
determinado agente estressor pode impedir seus efeitos adversos na satde animal, sendo
que, esses limites irdo variar de acordo com a idade, tamanho espécie e tempo de
exposicdo ao agente estressor. Além disso, 0 uso de biorremediadores se tornam
alternativas eficientes pois preparam melhor os animais para os desafios de criacéo, e
pode contribuir para menores impactos gerados pelo uso de antibi6ticos na producao de

peixes.

5. CONCLUSAO
A adicdo de biorremediador blend biotecnoldgico influencia de forma positiva a

sobrevivéncia de tilapia do Nilo desafiada por Streptococcus agalactiae. Os resultados
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obtidos sdo importantes para subsidiar novos estudos, nos quais sejam necessarios testes

de desafios para tilapia do Nilo em fase de engorda.

6. RESUMO

Atualmente, doencas de origem bacteriana se tornaram um problema, dentre elas, a
Streptococcus agalactiae, responsavel por até 90% das mortalidades na tilapicultura.
Como alternativa ao uso de antibidticos, os biorremediadores podem ser étima opcao a
fim de preparar os animais frente aos desafios de criacdo, por isso, o objetivo do estudo
foi investigar se a administracdo do biorremediador blend biotecnoldgico atuaria na
resisténcia a infeccdo por Streptococcus agalactiae. Para isso, juvenis de tilapia do Nilo
foram submetidas aos seguintes tratamentos: controle (T1), 100 mL/m® do
biorremediador por tanque, 2 vezes na semana (T2), 200 mL do biorremediador por
quilograma de rac&o (T3) e 100 mL/m? do biorremediador por tanque, 2 vezes na semana
e 200 mL do biorremediador por quilograma de racdo (T4). Apds um periodo de
alimentacdo, um pool de peixes foi utilizado para determinacéo da dose letal (50%) de S.
agalactiae. A partir da concentracdo de bactéria 6tima foi realizado o desafio
experimental final. Para comparar a taxa de sobrevivéncia, utilizou-se a analise de
sobrevida de Kaplan-Meier com teste Log rank (p <0,05) através do software estatistico
SPSS. O nivel minimo de significancia foi estabelecido em p < 0,05. As tilapias
desafiadas por S. agalactiae que receberam o biorremediador na racdo (T3) apresentaram
maior indice de sobrevivéncia (42,9%). Ja os grupos que receberam biorremediador na
agua (T2) e biorremediador na racdo e agua (T4) apresentaram indice de 19,0%. A adicéo
de biorremediador blend biotecnoldgico influenciou de forma positiva a sobrevivéncia de

tilapia do Nilo desafiada por Streptococcus agalactiae.
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7. SUMMARY

Currently, diseases of bacterial origin have become a problem, among them
Streptococcus agalactiae, responsible for up to 90% of mortalities in tilapia farming. As
an alternative to the use of antibiotics, bioremediators can be a great option in order to
prepare animals to face the challenges of rearing, therefore, the objective of the study was
to investigate whether the administration of the biotechnological blend bioremediator
would act in the resistance to infection by Streptococcus agalactiae. For this, Nile tilapia
juveniles were submitted to the following treatments: control (T1), 100 mL m3 of the
bioremediator per tank, twice a week (T2), 200 mL of the bioremediator per kilogram of
feed (T3) and 100 mL m? of bioremediator per tank, twice a week and 200 mL of
bioremediator per kilogram of feed (T4). After a period of feeding, a pool of fish was
used to determine the lethal dose (50%) of S. agalactiae. From the optimal bacteria
concentration, the final experimental challenge was performed. To compare the survival
rate, we used the Kaplan-Meier survival analysis with the Log rank test (p <0.05) using
the SPSS statistical software. The minimum level of significance was set at p < 0.05.
Tilapia challenged by S. agalactiae that received the bioremediator in the diet (T3) had a
higher survival rate (42.9%). The groups that received bioremediator in water (T2) and
bioremediator in feed and water (T4) showed a rate of 19.0%. The addition of
biotechnological blend bioremediator positively influenced the survival of Nile tilapia

challenged by Streptococcus agalactiae.
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