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BACTERIAS COM POTENCIAL PROBIOTICO: HEMATOIMUNOLOGIA,
DESEMPENHO PRODUTIVO E SOBREVIVENCIA DO TAMBAQUI (Colossoma

macropomum)

RESUMO - Os probidticos sdo microrganismos que contribuem para a melhora
de um ou mais fatores na saude do hospedeiro. Na aquicultura, o uso de probidticos
€ evidenciado na melhora das respostas imunolégicas e sobrevivéncia as infecgoes,
no desempenho produtivo, além da melhora na qualidade do ambiente de producao.
Para o tambaqui (Colossoma macropomum), a espécie de peixe nativo mais
produzido no Brasil, ndo ha qualquer probidtico autoctone para ser comercializado
como aditivo alimentar. Desta forma, neste trabalho foram avaliados o efeito de cepas
autoctones com potencial probidtico na saude e desempenho do tambaqui. Em um
primeiro experimento, foi investigada a agdo imunoestimulante de quatro cepas
bacterianas selecionadas em estudo prévio: Enterococcus hirae, Lactococcus lactis,
Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus hominis. As cepas liofilizadas foram
incorporadas na dieta a 10° UFC/g de ragéo, e os peixes foram alimentados durante
60 dias com as quatro dietas experimentais além do grupo controle. Analises
hematoldgicas, bioquimicas e imunolégicas foram realizadas nos dias 0, 7, 15, 30, 45
e 60. No dia 60, foi analisada a histoquimica intestinal de todos os grupos
experimentais. No segundo experimento, as bactérias L. lactis e P. pentosaceus foram
adicionadas separadamente a dieta em suspens&o de PBS nas concentragdes 107 e
10° UFC/g de ragdo, mais um grupo controle. As dietas foram fornecidas aos animais
durante 58 dias, e durante este periodo, nos dias 0, 15, 30 e 58 foram avaliados os
parametros hematoldgicos, bioquimicos, imunologicos e desempenho produtivo. No
dia 58 foram avaliados também o indice hepatossomatico, histoquimica intestinal, a
composi¢do microbiana intestinal e a resisténcia a infecgdo por Aeromonas
hydrophila. Os resultados encontrados no primeiro experimento demonstraram
aumento significativo da atividade respiratoria dos leucocitos nos peixes que
receberam a racao contendo as bactérias L. lactis e P. pentosaceus, desta forma estas
cepas foram selecionadas para o segundo experimento. No segundo estudo, as
bactérias modularam a microbiota intestinal dos peixes, sem alterar os parametros
fisiologicos. Com base nestes resultados, novos estudos devem ser realizados para
elucidar a acéo de probidticos no tambaqui, visto a baixa responsividade a este tipo
de aditivo para esta espécie.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis,
Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus hominis



Vi

BACTERIA WITH PROBIOTIC POTENTIAL: HEMATOIMMUNOLOGY,
PRODUCTIVE PERFORMANCE AND TAMBAQUI SURVIVAL (Colossoma
macropomum)

ABSTRACT - Probiotics are microorganisms that contribute to the
improvement of one or more factors in the health of the host. In aquaculture, the use
of probiotics is evidenced in the improvement of immune responses and survival to
infections, productive performance, in addition to improving the quality of the
production environment. For tambaqui (Colossoma macropomum), the most produced
native fish species in Brazil, there is no indigenous probiotic to be marketed as a food
additive. Thus, in this work, the effect of autochthonous strains with probiotic potential
on the health and performance of tambaqui was evaluated. In a first experiment, the
immunostimulant action of four bacterial strains selected in a previous study was
investigated: Enterococcus hirae, Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus and
Staphylococcus hominis. The freeze-dried strains were incorporated into the diet at
108 CFU/g of ration, and the fish were fed for 60 days with the four experimental diets
in addition to the control group. Hematological, biochemical and immunological
analyzes were performed on days 0, 7, 15, 30, 45 and 60. On day 60, the intestinal
histochemistry of all experimental groups was analyzed. In the second experiment, the
bacteria L. lactis and P. pentosaceus were added separately to the PBS suspension
diet at concentrations 107 and 10° CFU/g of feed, plus a control group. The diets were
fed to the animals for 58 days, and during this period, on days 0, 15, 30 and 58, the
hematological, biochemical, immunological and productive performance parameters
were evaluated. On day 58, the hepatosomatic index, intestinal histochemistry,
intestinal microbial composition and resistance to infection by Aeromonas hydrophila
were also evaluated. The results found in the first experiment showed a significant
increase in the respiratory activity of leukocytes in fish that received the diet containing
the bacteria L. lactis and P. pentosaceus, thus these strains were selected for the
second experiment. In the second study, the bacteria modulated the intestinal
microbiota of fish, without changing the physiological parameters. Based on these
results, further studies should be carried out to elucidate the action of probiotics on
tambaqui, given the low responsiveness to this type of additive for this species.

Keywords: Colossoma macropomum, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis,
Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus hominis



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1 Introducao

A aquicultura € o setor de producdo animal com maior € mais rapido
crescimento (Van Doan et al., 2019), pois desempenha um papel importante para
atingir a demanda global por proteina alimentar de origem animal (Chauhan e Singh,
2019). Porém, esta pratica enfrenta desafios para aumentar a quantidade e a
qualidade da produgao, sem impactar a biodiversidade e o funcionamento dos
ecossistemas explorados (Aubin et al., 2017). Mas, mesmo assim, € eminente que a
intensificagdo aumenta o estresse ambiental e dos animais aquaticos (Dosssou et al.,
2018), tendo como resultando em surtos de doengas que enfraquecem a producgao e
ameaca a sustentabilidade do setor (Dawood et al., 2018).

Como tentativa de prevencao e controle das enfermidades em peixes, houve
aumento substancial no uso empirico de antimicrobianos de amplo espectro, levando
ao desenvolvimento de inuUmeras cepas de bactérias resistentes, o que apresenta um
risco potencial para a saude publica pois, podem deixar residuos no pescado e no
meio ambiente podendo impactar toda a cadeia produtiva (FeCkaninova et al., 2017;
Akanmu, 2018). Além disso, o uso off-label desses farmacos pode prejudicar a saude
dos peixes, uma vez que podem alterar drasticamente a microbiota intestinal do
animal (Mamun et al., 2019). Assim, o desenvolvimento de alternativas naturais que
previnam doencas e atuem como e promotoras de crescimento tornaram-se
importante e urgentes para animais aquaticos (Dawood et al., 2018). Tendo em vista
esses fatores, os probidticos tém se destacado pois ndo produzem residuos nos
animais, minimiza os impactos negativos no meio ambiente (Chauhan e Singh, 2019),
além de n&o acarretar em resisténcia bacteriana, tornando-se 6timos substitutos aos
antimicrobianos (Zuo et al., 2019).

A utilizacdo de microrganismos como probidticos na aquicultura vem
aumentando consideravelmente nas ultimas décadas por ser uma 6tima alternativa

sustentavel (Banerjee e Ray, 2017).



2 Revisao de literatura

2.1 Tambaqui: caracteristicas, principais enfermidades e utilizagcdao de

antimicrobianos

O tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1816), também conhecido como
black pacu e cachama €& um peixe encontrado no Brasil, Venezuela, Colémbia, Peru
e Bolivia, porém restrito ao habitat natural nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco.
Pertence a ordem Characiformes e a familia Serrasalmidae, é a segunda maior
espécie de peixe com escamas da América do Sul, podendo medir um metro de
comprimento e pesar 30 Kg (Goulding e Carvalho, 1982).

Essa espécie € considerada verdadeiramente tropical, pois em temperaturas
abaixo de 22°C apresenta um crescimento muito lento (Ranzani-Paiva et al., 1999) e
pode morrer se a temperatura da agua ficar abaixo de 15°C durante alguns dias, desta
forma a propagacgao natural destes animais é reduzida em regides onde a temperatura
da agua fica entre 15 - 18°C durante as esta¢des mais frias (Woynarovich e Van
Anrooy, 2019).

O tambaqui é um peixe que se destaca na producido por sua rusticidade,
apresenta alta tolerancia a baixo pH e hipdxia extrema (Wood et al., 2017), € onivoro
e apresenta alto indice de crescimento e eficiéncia alimentar (Guimarées et al., 2014;
Reis et al., 2019), com capacidade de aproveitar alimentos naturais, como
zooplancton, mesmo quando adulto (Vallad&o et al., 2018), além de sementes e frutas
(Woynarovich e Van Anrooy, 2019). Estas qualidades fazem com que atualmente esta
espécie represente uma das principais para a produ¢do em agua continental na
América do Sul (Valladao et al., 2018). Em 2019 a produc¢ao brasileira do tambaqui foi
de 101.079,464 toneladas (IBGE, 2020).

Apesar das varias caracteristicas favoraveis, as quais justificam sua
importancia na produgao, o tambaqui, assim como todas as espécies produzidas sofre
em decorréncia da intensificagdo da producdo e esta susceptivel aos problemas
sanitarios intrinsecos a este ambiente, sendo amplamente afetado por diferentes
parasitos e bactérias (Valladdo et al., 2018) que podem acarretar graves perdas

econdbmicas.



Dentre os principais agentes causadores de doengas bacterianas na
aquicultura, destacam-se Aeromonas hydrophila, Flavobacterium columnare e
Streptococcus agalactiae (Figueiredo e Leal, 2008). Para o tambaqui, essas
informacdes de identificagao das bacterioses ainda sdo escassas na literatura, porém
suspeita-se que as bactérias A. hydrophila e F. columnare sao as principais
causadoras de surtos de mortalidade.

Na tentativa de controle e prevencédo de diversas bacterioses, os produtores
tém utilizado grande quantidade de antimicrobianos, podendo colocar em risco toda a
cadeia produtiva, uma vez que estes produtos podem deixar residuos no pescado, se
o periodo de caréncia adequado nao for respeitado, além de prejudicar a saude destes
peixes, pois os antimicrobianos podem alterar drasticamente a microbiota intestinal,
resultando na quebra do mecanismo de defesa de primeira linha (Mamun et al., 2019),
além de afetar animais ndo alvos e o meio ambiente (Hu et al., 2014). Pode provocar
ainda o surgimento de cepas bacterianas resistentes a estes medicamentos (Levy e
Marshall, 2004).

Os antimicrobianos sdo os principais farmacos usados para o controle de
bacterioses, e por muitos anos foram incorporados nas dietas de peixes em niveis
subterapéuticos, com a intencdo de promover beneficios além da reducido de
mortalidade, como a melhoria no desempenho produtivo, principalmente devido ao
aumento da taxa de crescimento especifico e do ganho de peso (Ringg et al., 2020).
Porém, os perigos relacionados ao uso de antimicrobianos na aquicultura é eminente
e incluem residuos de antimicrobianos em produtos da aquicultura e o
desenvolvimento e disseminagcdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos
(FeCkaninova et al., 2017), destacadas por inumeros pesquisadores, € ainda mais
agravante no caso do tambaqui, uma vez que todos os farmacos usados nesta espécie
ocorrem de forma empirica. Essas bactérias resistentes aos medicamentos podem
atuar como reservatorios de genes de resisténcia, a partir dos quais os genes podem
se disseminar para patégenos humanos. Essa disseminagao indireta da resisténcia
antimicrobiana de ambientes aquaticos para humanos € realizada por transferéncia
horizontal de genes. Ainda, patégenos de organismos aquaticos resistentes aos

antimicrobianos podem ser também patdégenos para humanos, ocasionando uma



disseminagao direta da resisténcia antimicrobiana do ambiente aquatico (Heuer,
2009).

Em funcdo destes e de outros problemas provenientes da utilizagdo de
antimicrobianos, sejam de ordem econdmica, metodologica ou sanitaria, devem ser
estudadas alternativas que promovam a diminuicdo de sua utilizacdo na aquicultura,
sem causar perdas de produtividade e da qualidade final do pescado, como por
exemplo, o uso de probidticos (Meurer, 2005).

2.2 Probidticos na aquicultura

O termo probittico € originario das palavras Gregas “pro” e “bios” que em
conjunto querem dizer “a favor da vida”. A primeira definicdo de probidtico foi descrita
por Lilly e Stillwell (1965) sendo definidas como, substancias produzidas por
protozoarios que estimulariam o crescimento de outros microrganismos. Fuller (1989)
definiu probidticos como suplemento alimentar microbiano vivo que afeta de forma
benéfica o hospedeiro, melhorando seu equilibrio microbiano. Uma melhor definicdo
foi descrita por Verschuere et al. (2000) no qual probidtico € um microrganismo vivo
que confere efeito benéfico ao hospedeiro, modificando a populagdo microbiana
associada ao hospedeiro ou ambiente, garantindo um melhor uso do alimento ou
melhorando seu valor nutricional, melhorando a resposta do hospedeiro a doenca ou
a qualidade do seu ambiente.

Uma das definigdbes que melhor se encaixa no cenario atual da aquicultura foi
descrita por Merrifield et al. (2010), no qual define probidtico como qualquer célula
microbiana fornecida por meio da dieta ou da agua de criagdo que beneficia o
hospedeiro, o piscicultor e/ou o consumidor de peixe, o0 que € alcancado, pelo menos
em parte, melhorando o equilibrio microbiano destes animais.

Apesar destas afirmacdes de que para serem considerados probidticos os
microrganismos utilizados devem estar vivos, ha pesquisadores que definem
probiéticos como suplementos alimentares microbianos vivos e/ou mortos ou aditivos
de agua na forma de cepas mono, multiplas ou em combinagdo com prebidticos ou

outros imunoestimulantes, que sdo administrados para melhorar a qualidade da agua



de criagdo, para melhorar as respostas fisiologicas e imunoldgicas de animais
aquaticos (Dawood et al., 2017b).

Microrganismos probioticos podem ser oferecidos através da administracéo
oral na dieta ou por imersdo através de banho. Ainda, podem ser fornecidos
individualmente ou em combinagdo, podem ser inativadas, apenas esporos, € a
administracdo pode ser continua ou intervalada, regulares ou coadministradas
juntamente com prebidticos (simbidticos) ou produtos vegetais (Ringg et al., 2020).

Outro fator importante a ser levado em consideragao € a fonte de isolamento
dos microrganismos a serem utilizados como probioticos. Na aquicultura, isto ainda
nao esta bem definido se isolados do préprio hospedeiro tém maior eficiéncia que
isolados de outras origens, como solo, agua ou outros animais. Contudo, ha
evidencias que demonstram efeitos benéficos no uso de probidticos isolados do
préprio hospedeiro do que os isolados de outras fontes (Lazado et al., 2015). Uma
possivel razdo para seu desempenho superior pode ser por eles estarem melhor
familiarizados com o ambiente intestinal do hospedeiro (Van Doan et al., 2019; Kotzent
et al., 2021).

2.2.1 Modo de acao dos probiéticos

Os probiéticos ndo tém um modo de acgao especifico, mas desempenham um
papel fundamental nas respostas imunoldgicas do hospedeiro e na interagdo entre
essas respostas e comunidades bacterianas intestinais (Dawood e Koshio, 2016).

No geral, estes microrganismos podem auxiliar o estabelecimento da
microbiota intestinal benéfica, funcionando como barreira a fixagdo e movimentagao
de microrganismos patogénicos, antigenos e outras substancias nocivas ao epitélio
(Lazado e Caipang, 2014). Podem agir na prevencdo de doengas, através da
producédo de substancias inibidoras (acidos orgénicos e bacteriocinas) e acidos graxos
de cadeia curta (Hoseinifar et al., 2017).

Os probioticos conseguem ainda modular as citocinas liberadas pelas células
imunes inata e adaptativa (Lazado e Caipang, 2014), através do sistema complemento
sérico, atividade fagocitica, atividade da lisozima, atividade respiratoria dos leucocitos
(burst oxidativo), produ¢cdo aumentada de anticorpos e fosfatase acida (Srivastava e



Pandey, 2015; Mamun et al. 2019). Produzem compostos antimicrobianos que
impedem a colonizagao de patdégenos bacterianos que causam danos ao hospedeiro
por meio da exclusdo competitiva (Nayak, 2010), além de produzirem enzimas
digestivas suplementares que melhoram a absorgdo de nutrientes e com isso,
promovem maior desempenho produtivo dos peixes (Verschuere et al., 2000),
melhoram também a qualidade da agua (Balcazar et al., 2006; Kuebutornye et al.,
2019), a resisténcia dos animais contra o estresse causado por diversos fatores
ambientais (Zorriehzahra et al., 2016) e aumentam a taxa de crescimento dos animais
nos sistemas de producéo (Verschuere et al., 2000), melhorando a qualidade da carne

e carcaga e reduzindo a quantidade de malformacgdes (Merrifield et al., 2010).

2.2.2 Principais microrganismos utilizados como probiético na aquicultura

Muitos géneros de microrganismos ja foram descritos para utilizagdo como
probidtico na aquicultura, dentre eles destacam-se: Aeromonas, Alteromonas,
Arthrobacter, Bacillus, Bifidobacterium, Burkholderia, Carnobacterium, Clostridium,
Enterobacter Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Microbacterium,  Micrococcus,  Paenibacillus,  Pediococcus,  Phaeobacter,
Pseudoalteromonas, = Pseudomonas,  Rhodopseudomonas,  Rhodosporidium,
Roseobacter, Saccharomyces, Shewanella, Streptomyces e Vibrio (descritos em
ordem alfabética e ndo de relevancia) (Ringg et al., 2020; Nayak, 2010; Van Hai,
2015).

Para tambaqui, o primeiro relato do isolamento de bactérias autéctones com
potencial probidtico na literatura foi realizado por Dias et al. (2018), que isolaram uma
cepa de Bacillus cereus, seguido por Kotzent et al. (2021), que isolaram seis cepas,
sendo elas: Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis,

Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus hominis e Staphylococcus saprophyticus.

2.2.2.1 Enterococcus hirae

Enterecoccus hirae é uma espécie bacteriana do Filo Firmicutes, Classe Bacilli,
Ordem Lactobacillales e Familia Enterococcaceae. Sdo cocos Gram-positivos,



anaerdbios facultativos, n&o esporulados, ndo-hemoliticos, acido-lactico. Conseguem
sobreviver em temperaturas entre 5°C e 65°C, porém, para seu crescimento 6timo, a
temperatura deve estar em torno de 35°C e pH entre 4,5 e 10, com o pH 6timo em
torno de 7,0. Com estas caracteristicas conseguem sobreviver numa ampla gama de
habitats (Fisher e Phillips, 2009; Gupta e Tiwari, 2015).

Para a aquicultura, esta espécie bacteriana ja foi testada in vitro por alguns
pesquisadores. Para a carpa indiana (Catla catla), esta bactéria quando testada in
vitro foi resistente as condigbes acidas dos sais biliares e suco gastrico, além de
possuir atividades antimicrobianas e antioxidantes, caracteristicas que a tornam uma
promissora bactéria probiotica (Adnan et al., 2017).

Assim como Adnan e colaboradores, Kotzent et al. (2021) isolaram esta espécie
do intestino de tambaquis e encontraram in vitro, resultados positivos como
antagonismo contra Aeromonas hydrophila, toleréncia a bile, susceptibilidade aos
antimicrobianos e seguranga para o hospedeiro quando testada in vivo.

Sua bacteriocina, conhecida como hiracina, é bastante estudada por possuir
atividade antibacteriana contra patégenos transmitidos por alimentos, como a Listeria
monocytogenes (Sanchez et al., 2008). Bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos
sintetizados ribossomicamente com a capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos intimamente relacionados ou uma gama diversificada (Farkas-
Himsley, 1980; Galvez et al., 2014).

2.2.2.2 L actococcus lactis

Lactococcus lactis € uma espécie bacteriana do Filo Firmicutes, Classe Bacilli,
Ordem Lactobacillales e Familia Streptococcaceae. Sdo cocos Gram-positivos,
medem de 0,5 a 1,5 ym, ndo esporulados, iméveis, hemolise-negativa, sdo acido-
laticas e crescem em temperaturas entre 30°C e 40°C, com a temperatura 6tima em
torno de 37°C.

A utilizagdo de L. lactis na aquicultura foi descrita por Wong et al. (2020)
demonstraram em um estudo com camardes branco do Pacifico (Litopenaeus
vannamei) alimentados com dietas contendo Bacillus subtilis, Pediococcus
pentosaceus, L. lactis e oxitetraciclina em diferentes concentragcdes. Estes autores



demonstram que L. lactis proporcionou maiores beneficios aos camardes quando
comparada ao controle em diversos parametros como, desempenho produtivo,
atividade da superoxido dismutase, atividade da lisozima, histologia intestinal
(intestinos mais saudaveis) e expressdao de genes relacionados ao sistema
imunologico, indicando que L. lactis pode ser um probidtico ideal para esta espécie de
camarao.

Para a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), Zhou et al. (2010) observaram
melhora no desempenho produtivo, nas concentragdes de proteina sérica e globulina
e nas respostas imunologicas dos animais alimentados com L. /actis comparados ao
grupo controle.

Em linguados (Paralichthys olivaceus) uma cepa de L. lactis conferiu maior
desempenho produtivo e maior sobrevivéncia contra estreptococose causada por
Streptococcus parauberis por meio de exclusdo competitiva e aumento da resposta
imune inata (Nguyen et al., 2017a).

A bacteriocina produzida por este género é a mais conhecida e estudada,
sendo esta a unica aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) conhecida
como nisina, a qual € utilizada como biopreservativo em alimentos (Shin et al., 2016).

2.2.2.3 Pediococcus pentosaceus

Pediococcus pentosaceus é uma espécie bacteriana do Filo Firmicutes, Classe
Bacilli, Ordem Lactobacillales e Familia Lactobacillaceae. Sdo cocos, Gram-positivos,
medem de 0,6 a 1,0 um de didametro, apresenta-se em forma tetraédrica, pois sua
divisdo ocorre em duas diregcbes, sao imoveis, ndo esporulados, anaerébios
facultativos, ndo-hemoliticos, caracterizadas como acido-laticas, a temperatura para
seu crescimento pode variar de 35°C a 40°C.

Ha cada vez mais evidéncias experimentais indicando que esta espécie pode
ser utilizada como biopreservativo de alimentos, plantas, animais ou como um
possivel candidato probidtico emergente (Jiang et al., 2021).

Nara aquicultura, P. pentosaceus ja foi testada como probiotico por diversos
pesquisadores, como Ahmadifar et al. (2020), que relataram que sua utilizagado
resultou em melhora do desempenho produtivo, atividade de enzimas digestivas e



resposta imunologica de carpa comum (Cyprinus carpio). Gong et al. (2019),
demonstraram que em carpa capim (Ctenopharyngodon idella) a utilizagao desta cepa
como probidtico melhora a sobrevivéncia de animais desafiados contra Aeromonas
hydrophila, coloniza o intestino, aumenta o numero de células caliciformes e
vilosidades intestinais e melhora o desempenho produtivo.

Para Adel et al. (2017), a inclusdo de P. pentosaceus na dieta de camarao
marinho (Litopenaeus vannamei) aumentou o desempenho produtivo, a utilizagdo da
racdo, melhorou a atividade das enzimas digestivas, a contagem de bactérias
intestinais e a condicdo de saude do camardo através da melhoria de varios
parametros imunologicos, como aumento de hemdcitos, atividade da lisozima e
induziu maior resisténcia ao Vibrio anguillarum.

Ainda, a bacteriocina produzida por P. pentosaceus € conhecida como
pediocina, ela faz parte de um grupo de bacteriocinas classe Il-a com propriedade
antimicrobiana, que significa que sdo pequenas proteinas estaveis ao calor e que faz
parte do maior subgrupo destas substancias (Ghosh et al., 2019). Estas pediocinas
desempenham papéis antibacterianos eficazes no ecossistema microbiano e todas as

bacteriocinas ja encontradas est&o listadas no trabalho de Jiang et al. (2021).

2.2.2.4 Staphylococcus hominis

Staphylococcus hominis € uma bactéria do Filo Firmicutes, Classe Bacilli,
Ordem Bacilalles e Familia Staphylococcaceae. Sao células esféricas com 1,0 - 1,5
um de diametro, sua apresentagao é individual, aos pares ou em arranjos tétrades.
Sao Gram-positivos, imoveis, nao esporulados, aerdbios ou anaerdbios facultativos,
nao-hemoliticos, quimiorganotroficos com metabolismo respiratorio e fermentativo. As
colénias sdo geralmente opacas, podendo variar sua coloragdo (branca, creme,
amarela ou laranja), geralmente catalase positiva. A temperatura 6tima varia entre
30°C a 37°C (Kloos e Schleifer, 1975). Estdo entre os microrganismos nao
esporulados mais resistentes.

S. hominis ja foi utilizada como probidtico contra Staphylococcus aureus

isolados da vagina de mulheres saudaveis (Sung et al., 2010), mas ainda ndo foram
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encontrados relatos desta espécie sendo utilizada como probiotico diretamente na
aquicultura.

Rajeswari et al. (2016) descreveram um metabdlito secundario de S. hominis,
que € um biossurfactante fosfolipopeptidico, o qual foi utilizado na tilapia de
Mogambique (Oreochromis mossambicus) como um imunoestimulante promissor, que
pode ser utilizado na aquicultura para prevenir doencas e surtos de doencgas.

O efeito de uma espécie probidtica sobre a microbiota intestinal é
provavelmente determinado pela produgdo de bacteriocinas (Angelakis, 2017). A
bacteriocina de S. hominis € a homicina, um peptideo antimicrobiano que segundo
Kim et al. (2010) pode ser um terapéutico alternativo ao uso de alguns
antimicrobianos, pois exibe espectro antibacteriano contra varias espécies Gram-
positivas que sao resistentes aos antimicrobianos.

Kotzent et al. (2021) relataram efeitos promissores para esta espécie como
probidtico para tambaqui, ja que apresenta antagonismo com cepas patogénicas e
quando testado in vivo foi segura para os peixes.

2.3 Aspectos sobre a saude dos peixes

As analises hematolodgicas, bioquimicas e imunoldgicas quando relacionadas,

nos conferem entendimento sobre a saude e bem estar dos animais.

2.3.1 Hematologia

Os parametros hematologicos sdo utilizados para facilitar o entendimento do
estado de saude dos peixes em resposta as mudancas relacionadas a nutricado e
qualidade da agua. Esta analise é importante para mostrar alterag¢des fisiolégicas além
de fornecer informagdes para o diagndstico e progndstico de doengas (Fazio, 2019).

A analise hematologica é especialmente importante porque pode fornecer uma
avaliagéo confiavel por meios néo letais (Satheeshkumar et al., 2012).

As principais analises realizadas em peixes sdo hematdcrito (Ht), concentragéo

de hemoglobina (Hb), contagem de eritrocitos (RBC), volume corpuscular médio
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(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), contagem total e diferencial de leucdcitos.

A funcéo primaria dos eritrocitos é o transporte de oxigénio, cuja extensao
depende da quantidade de hemoglobina dentro da célula e do mecanismo de troca
gasosa (Grant, 2015). Parametros hematoldgicos, incluindo Ht, Hb, RBC, e seus
indices derivados, como VCM, HCM e CHCM, sao particularmente conhecidos por
indicar o estado eritrocitario e a capacidade de transporte de oxigénio em peixes
(Houston, 1997).

Os trombadcitos em peixes sdo semelhantes as plaquetas de mamiferos e séo
importantes no processo de coagulagdo, mas ao contrario das plaquetas, os
trombocitos sédo células complexas (Tavares-Dias e Moraes, 2004) que participam de
fungdes imunoldgicas e apresentam atividade fagocitica (Fink et al., 2015).

Os leucdécitos sao divididos principalmente em linfocitos, monadcitos, neutrofilos,
células granulociticas especiais (CGE), eosindfilos e basofilos, estas células sao
especializadas em fagocitar e destruir agentes infecciosos, além de sinalizar ao
hospedeiro para ativagdo de outros mecanismos de defesa (Zhao et al., 2016).

Todas estas analises sanguineas podem ser utilizadas para avaliar o estado de
saude dos animais e suas condigdes. A contagem diferencial das células sanguineas,
incluindo concentragcdo de hemacias e leucdcitos, € um dos melhores indicadores
hematoldgicos da saude dos peixes porque pode indicar a presenga de uma doenga
infecciosa (Grant, 2015).

2.3.2 Bioquimica

Anadlise dos parametros bioquimicos séricos sao especialmente uteis para
identificar érgdos-alvo de toxicidade, bem como o estado geral de saude dos animais,
e €& recomendada para fornecer sinais precoces de modificagbes criticas em
organismos estressados (Prakash and Verma, 2020).

Neste estudo, as analises realizadas foram, alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST), concentragdo de proteina total, albumina e

globulina.
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As enzimas ALT e AST sdo amplamente utilizadas como marcadores sensiveis
para possiveis danos teciduais, particularmente toxicidade hepatica ou danos aos
hepatocitos, tanto em estudos de toxicologia nao clinica quanto em ensaios clinicos
(Ramaiah, 2007; Zadmajid e Mohammadi 2017).

A proteina total demonstra indiretamente a resposta imune humoral especifica
contra infestagbes bacterianas (Abdelghany et al., 2020).

A albumina é uma proteina do sangue e suas principais fungbes sao a
regulagdo osmoética, presséo sanguinea e transporte de metabdlitos como os acidos
graxos, horménios e bilirrubina (Fazio et al., 2016).

A globulina é importante para defesa e inclui as gamaglobulinas e uma
variedade de enzimas e proteinas transportadoras (Fazio et al., 2016). A relagao
albumina:globulina é geralmente utilizada como indice da condigéo fisiologica (Savari
etal.,, 2011).

2.3.3 Imunologia

A imunidade € um importante mecanismo fisiol6gico em animais para protecéo
contra infec¢des e preservagdo da homeostase interna (Saurabh e Sahoo, 2008).

Neste trabalho foram realizadas as seguintes analises imunoldgicas, atividade
respiratéria dos leucacitos (burst), atividade da lisozima e sistema complemento.

A atividade respiratoria dos leucdécitos € uma resposta imunoldgica essencial
para eliminagédo de patogenos (Semple e Dixon, 2020). Apos a ingestao de particulas
estranhas, as células imunes podem matar a maioria das bactérias, produzindo
espécies reativas de oxigénio (EROS), que catalisa a conversao de oxigénio molecular
em anions superoxido (Panday et al., 2015; Nguyen et al., 2017b), esta formacéo, se
transforma em outras EROS, como peréxido de hidrogénio, radical hidroxila e acido
hipocloroso, todas estas matam com eficiéncia os microrganismos fagocitados (DeLeo
e Quinn, 1996).

O sistema complemento € um dos principais componentes do sistema
imunoldgico inato dos peixes, sua ativagdo pode resultar na geragédo de fragmentos
de proteinas ativadas que contribuem para a morte microbiana, fagocitose, reagdes
inflamatorias, liberagdo do complexo imune e produgcédo de anticorpos (Tong e Li,
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2020). Este sistema pode ser ativado através de trés vias principais: classica
(antigeno: complexos imunes de anticorpo), lectina (reconhecimento de PAMP por
lectinas) e a via alternativa (hidrélise espontanea/superficies patogénicas)
(Dunkelberger e Song, 2010). A via alternativa é a mais descrita e utilizada para
peixes. A ativagdo se inicia com a identificagdo de superficies patogénicas e leva a
geracdo de mediadores proé-inflamatorios potentes (anafilotoxinas), opsonizagao
(revestimento) da superficie patogénica por meio de varias opsoninas do
complemento (como C3b) e lise direcionada da superficie patogénica por meio do
conjunto de poros que penetram na membrana conhecido como complexo de ataque
a membrana (Vallejos-Vidal et al., 2016).

A lisozima € um dos principais grupos de moléculas inatas ndo especificas
envolvidas na protecdo do hospedeiro contra a invaséo bacteriana (Li et al., 2021).
Em peixes a lisozima sérica é produzida por leucécitos. Esta enzima desempenha um
papel importante na imunidade por lisar a parede celular bacteriana e estimular a
fagocitose das bactérias (Das et al.,, 2013). Ainda, sua atividade € uma das mais
analisadas para avaliar a melhora da imunidade inata por imunoestimulantes
(Vallejos-Vidal et al., 2016).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivos:

3 Objetivos

Selecionar a melhor cepa autéctone bacteriana dentre as espécies
Enterococcus hirae, Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus
hominis para ser utilizada como probidtico na produg¢ao do tambaqui.

» Estudo 1: Comparar o efeito de quatro potenciais probidticos (E. hirae, L.
lactis, P. pentosaceus e S. hominis) adicionados a alimentagdo de tambaquis na
concentragdo de 10 UFC/g de ragdo através das respostas hematoldgicas,
imunoldgicas, bioquimicas e histoquimica intestinal;

« Estudo 2: Avaliar o efeito das bactérias L. lactis e P. pentosaceus na
alimentagéo de tambaquis nas concentragdes de 107 e 10° UFC/g de ragéo na saude
geral, saude intestinal, desempenho produtivo, sobrevivéncia ao desafio contra
Aeromonas hydrophila e composi¢ao microbiana intestinal.
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CAPITULO 2 - Administragcido de bactérias autdctones potencialmente
probiéticas na alimentacao de tambaquis (Colossoma

macropomum)1

Resumo

A utilizacdo de probioticos na aquicultura € uma alternativa sustentavel a utilizagéo de
antimicrobianos, além de beneficiar a saude do hospedeiro. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar as cepas autéctones Lactococcus lactis, Pediococcus
pentosaceus, Enterococcus hirae e Staphylococcus hominis na saude de tambaquis
(Colossoma macropomum) através de parametros hematoldgicos, bioquimicos,
imunoldgicos e histoquimica intestinal. Os peixes (82,28 + 0,32 g) foram alimentados
com as cepas bacterianas nas concentragdes de 108 UFC g de ragédo e uma dieta
controle (sem adicdo de bactérias) e analisados nos dias 0, 7, 15, 30, 45 e 60. Os
parametros hematoldgicos ndo apresentaram alteragdes comparados ao tratamento
controle (p > 0,05). Quanto aos parametros bioquimicos, a ALT demonstrou diferenca
entre os tratamentos com P. pentosaceus, E. hirae e S. hominis no dia 7. Para a AST,
o tratamento com S. hominis diferiu do grupo controle no dia 15 e a cepa P.
pentosaceus diferiu no dia 30 apds a alimentagcéo. Nos parametros imunoldgicos, a
atividade respiratoria dos leucdécitos foi maior nos peixes alimentados com racao
suplementada com L. lactis e P. pentosaceus no dia 60. Com relacéo a histoquimica
intestinal, todos os tratamentos, comparados ao grupo controle, apresentaram uma
diminuicdo no numero de células caliciformes na regido anterior e os tratamentos L.
lactis e E. hirae apresentaram aumento na regido posterior. Contudo, a utilizagao das
quatro cepas bacterianas n&o foi capaz de incrementar a saude do hospedeiro em 60
dias.

Palavras-chave: aquicultura, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis, Pediococcus
pentosaceus, Staphylococcus hominis

! Este capitulo corresponde ao artigo cientifico nas normas da revista Aquaculture.
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Administration of potentially probiotic autochthonous bacteria in the feeding of

tambaquis (Colossoma macropomum)

Abstract

The use of probiotics in aquaculture is a sustainable alternative to the use of
antimicrobials, in addition to benefiting the health of the host. This study aimed to
evaluate the autochthonous strains Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus,
Enterococcus hirae and Staphylococcus hominis in the health of tambaquis
(Colossoma macropomum) through hematological, biochemical, immunological and
intestinal histochemical parameters. The fish (82.28 + 0.32 g) were fed with bacterial
strains at concentrations of 108 CFU g-1 of feed and a control diet (without addition of
bacteria) and analyzed on days 0, 7, 15, 30, 45 and 60. The hematological parameters
showed no changes compared to the control treatment (p > 0.05). As for biochemical
parameters, ALT showed difference between treatments with P. pentosaceus, E. hirae
and S. hominis on day 7. For AST, treatment with S. hominis differed from the control
group on day 15 and the P. pentosaceus strain differed on day 30 after feeding. In
immunological parameters, the respiratory activity of leukocytes was higher in fish fed
with diet supplemented with L. /lactis and P. pentosaceus on day 60. Regarding
intestinal histochemistry, all treatments, compared to the control group, showed a
decrease in the number of goblet cells in the anterior region and the treatments L. /lactis
and E. hirae showed an increase in the posterior region. However, the use of the four
bacterial strains was not able to increase the host's health in 60 days.

Keywords: aquaculture, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis, Pediococcus
pentosaceus, Staphylococcus hominis
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1 Introducgao

Tambaqui Colossoma macropomum € atualmente a principal espécie nativa
produzida na aquicultura continental da América do Sul (Gallani et al., 2020). No Brasil,
a producgao anual desta espécie é de aproximadamente 101.079,464 toneladas (IBGE,
2020). Esta alta produtividade € possivel através da intensificagdo dos sistemas de
criagdo, porém, esta pratica de confinamento faz com que os animais fiquem
constantemente expostos a estimulos estressores como consequéncia da elevada
densidade de estocagem, manuseio inadequado e ma qualidade da agua, causando
danos consideraveis, aumentando a ocorréncia de surtos de doencas e
enfraquecendo a produgao, além de ameacgar a sustentabilidade desta pratica (Dias
et al., 2018; Dawood et al., 2018).

Na tentativa de reduzir os surtos e evitar a disseminagao da doenga para todo
o plantel, antimicrobianos s&do amplamente utilizados. Quando usados de forma
indiscriminada, podem desencadear multiplos impactos negativos no meio ambiente,
(como acumulo de residuos na agua e no sedimento) e na saude humana e do
hospedeiro (com o desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes aos
antimicrobianos disponiveis e acumulo de residuos destes produtos no pescado)
(FeCkaninova et al., 2017). Com esta problematica, é crescente o numero de esforgos
para o desenvolvimento de alternativas sustentaveis para o controle de doencgas na
aquicultura (Chen et al., 2019). Dentre as alternativas promissoras para a prevengao
de doencas na aquicultura, destacam-se os probidticos.

Nas ultimas décadas, os probidticos tém sido utilizados como aditivos
alimentares ecolégicos e sustentaveis, além de uma alternativa ao uso de
antimicrobianos, aumentando a imunidade dos peixes e resisténcia as doengas (Maas
et al., 2021). Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (Hill et al., 2014;
Yi et al., 2018). Eles possuem algumas caracteristicas que beneficiam o hospedeiro,
como antagonismo as cepas patogénicas, capacidade de adesao e colonizagao na
mucosa intestinal do hospedeiro, excluindo bactérias indesejadas e melhorando a
funcionalidade do trato gastrointestinal, modulam a microbiota intestinal, produzem

enzimas digestivas suplementares e nutrientes, melhoram as respostas imunologicas
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além de ter efeito antiviral e melhorar a qualidade da agua da piscicultura (Ringga et
al., 2020).

Para o tambaqui, até o momento, apenas um probidtico autéctone foi testado
in vivo, uma cepa de Bacillus cereus (Dias et al., 2018). Todavia, em outro estudo,
quatro cepas com potencial probidtico para o tambaqui foram testadas in vitro,
Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus, Enterococcus hirae e Staphylococcus
hominis as quais apresentaram todas as caracteristicas desejadas para uma bactéria
probidtica (Kotzent et al., 2021). A importancia da utilizagdo de microrganismos
isolados do proprio hospedeiro oferece algumas vantagens, como familiaridade com
temperatura, salinidade e o ambiente de desenvolvimento (Zorriehzahra et al., 2016).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito probidtico in vivo de cepas
autoctones previamente isoladas (L. /actis, P. pentosaceus, E. hirae e S. hominis) nos
parametros hematologicos, bioquimicos, imunolégicos e histoquimica intestinal do

tambaqui.

2 Materiais e Métodos

Todos os procedimentos adotados no estudo estdo de acordo com as normas
dos principios éticos em pesquisa animal do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal, sob o protocolo n°® 005339/18.

2.1 Bactérias

As cepas bacterianas com potencial probidtico utilizadas neste trabalho foram
previamente selecionadas de juvenis de tambaquis saudaveis através de testes in
vitro (Kotzent et al., 2021) e estdo depositadas no banco de cepas do Laboratoério de
Microbiologia e Parasitologia de Organismos Aquaticos (LAPOA-CAUNESP) sob o
numero de acesso gerado pelo GenBank KY305683 (Pediococcus pentosaceus),
KY305684 (Lactococcus lactis), KY305685 (Enterococcus hirae) e KY305686
(Staphylococcus hominis).
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2.2 Preparo da dieta

Inicialmente as cepas com potencial probidtico (L. lactis, P. pentosaceus, E.
hirae e S. hominis) previamente identificadas através do sequenciamento do gene 16S
rRNA, foram repicadas em placas de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Neogen, EUA) e
submetidas a crescimento em estufa bacteriolégica por 48 h a 35°C. A pureza das
cepas foi avaliada através da analise das caracteristicas morfolégicas das coldnias e
do método da coloracdo de Gram. Apds a confirmagdo da pureza, uma colbnia de
cada cepa foi adicionada individualmente em frascos estéreis de 1000 mL contendo
caldo MRS (Neogen, EUA), para crescimento por 48 h em estufa a 35°C. Uma parte
do caldo (cerca de 700 mL) foi centrifugado a 3000xg durante 10 min a 4°C para
concentracdo da bactéria e apds, foi adicionado 20% de leite em pd desnatado ao
concentrado bacteriano e congelado a -20°C até o processo de liofilizagdo. Este
processo foi realizado em liofilizador VirTis (BenchTop K) durante 7 dias. Apos esta
etapa, as cepas foram armazenadas a -20°C até posterior utilizagdo. Para analise
quantitativa do liofilizado, o p6 foi diluido seriadamente (102 a 10-°) em solugao salina
tamponada de fosfato esterilizado (PBS) e plaqueado em agar MRS para contagem
total das colénias. Cada cepa foi adicionada a dieta experimental com 6leo de soja
(2%) na concentragdo 10% UFC g’ e o controle recebeu apenas o leite desnatado
liofilizado juntamente com o 6leo. A dieta base para todo o periodo experimental foi
uma ragéo comercial (320 g Kg' de proteina bruta, 50 g Kg™! de extrato etéreo, 100 g
Kg' de fibra bruta, 140 g Kg™' de matéria mineral, 15 g Kg' de célcio (minimo), 30 g
Kg' de calcio (maximo), 2,7 g Kg' de fosforo, 120 g Kg™' de umidade, 0,2 g Kg™' de
vitamina C) especifica para peixes onivoros (Laguna — Socil, ADM).

A viabilidade dos probidticos nas dietas foi avaliada através de diluigbes
seriadas de amostras de ragcdo em PBS estéril, plaqueadas em agar MRS para
contagem de UFC g e as col6nias identificadas através de sua morfologia, a ragédo
controle também foi plaqueada para garantia da que nao havia cepas probioticas em
sua composicao. Este processo, assim como o preparo das dietas foi repetido
semanalmente para garantir a manutengao da concentragéo.

As concentragbes das cepas probidticas nas ragdes foram de 3,72 + 1,88 x 108
UFC g de L. lactis, 9,77 + 3,09 x 10° UFC g de P. pentosaceus, 8,65 + 1,16 x 10°
UFC g de E. hirae e 6,95 + 1,86 x 10 UFC g' de S. hominis.
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2.3 Condicao experimental

Inicialmente, 520 juvenis de tambaqui com peso médio de 82,28 + 0,32 g e
comprimento total de 14,39 + 0,06 cm, foram distribuidos aleatoriamente em 20 caixas
experimentais com capacidade para 310 litros, divididos em cinco tratamentos (L.
lactis, P. pentosaceus, E. hirae, S. hominis e controle), com quatro repeti¢des cada,
na densidade de 26 peixes/caixa, com aeragéo e renovagao constante de agua.

Durante o periodo experimental, as variaveis limnolégicas (temperatura, pH,
oxigénio dissolvido e condutividade) foram monitoradas semanalmente utilizando
sonda multipardmetros Water Quality Meter (AK88) (Tabela 1) e encontravam-se
dentro do recomendado para o conforto e bem estar dos peixes. Os animais foram
alimentados trés vezes ao dia (08h00; 12h45; 17h30) até a saciedade aparente,

durante os 60 dias de experimento.

Tabela 1. Variaveis limnoldgicas nos grupos controle e suplementados com bactérias
probidticas.

Tratamento pH Temperatura Oxigénio dissolvido Condutividade

(°C) (mg L) (uS cm)
Controle 75+0,09 30,69+0,41 3,56 + 0,69 166,07 + 0,53
L. lactis 7,54+0,12 30,79 +0,41 3,94 £ 0,87 165,77 £ 0,72
P. pentosaceus 755+0,09 30,68+0,43 419+ 0,74 166,04 + 0,77
E. hirae 7,52+0,10 30,7 £ 0,41 3,81+0,72 165,63 + 0,65
S. hominis 7,55+0,10 30,73 +0,38 4,04 + 0,88 165,83 + 0,76

2.4 Parametros hematolégicos, bioquimicos e imunolégicos

Foram amostrados 60 peixes por coleta, sendo 12 peixes por tratamento, nos
dias 0, 7, 15, 30, 45 e 60 de alimentagcdo com as dietas experimentais.

Para avaliagdo dos parametros hematoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos, os
peixes foram anestesiados em solugdo alcodlica de benzocaina (100 mg L") e o
sangue colhido por pungédo do vaso caudal. O sangue total foi aliquotado em tubos
tipo eppendorf contendo 20 pyL de heparina na concentragdo 100 Ul mL"' para
determinagcdo do hemograma completo e, em tubos sem heparina, para obtencéo do
soro. Ainda, uma gota foi destinada a confeccao de esfregagco sanguineo.
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No sangue total foi determinado o hematdcrito (Goldenfarb et al., 1971),
concentragdo de hemoglobina (Collier, 1944) e contagem total de eritrocitos (RBC)
(Ranzani-Paiva et al. 2013). Os indices hematimétricos: volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram realizados de acordo com Wintrobe (1934). A
contagem total e diferencial de leucdcitos foi realizada em extensdes sanguineas
coradas pancromicamente com May Grunwald-Giemsa-Wright (Tavares-Dias e
Moraes, 2006) e observadas em microscopio 6ptico comum.

A analise da atividade respiratoria dos leucocitos foi realizada seguindo
metodologia descrita por Biller-Takahashi (2013), em que eppendorfs contendo 50 L
de nitroazul de tetrazolium (NBT) foi adicionado 50 pL de sangue. As amostras foram
incubadas por 30 min no escuro em temperatura ambiente, 50 uL desta solucéo foi
adicionada a 1 mL de N,N-dimetilformamida agitada e centrifugada, a leitura foi
realizada em espectrofotometro (540 nm absorbéncia).

O restante do sangue total foi centrifugado (1500xg a 4°C durante 10 min) para
separacgao do soro, o qual foi estocado a -80°C para posterior analise da concentragao
de proteina total, albumina, aspartato amino transferase (AST) e alanina amino
transferase (ALT), todas estas anteriores seguindo recomendagao do fabricante (Kit
Labtest). Também foi realizado, atividade sérica da lisozima e atividade do sistema
complemento (AHCS50).

A concentragao da lisozima foi determinada segundo metodologia proposta por
Ellis (1990), modificada por Abreu (2009) e Zanuzzo et al. (2017).

A atividade do sistema complemento (via alternativa) foi estimada de acordo
com a metodologia descrita por Zanuzzo et al. (2015). Para tanto, 90 ul de cada
amostra de soro mais 10 pl de tampao TEA-EGTA-Mg?* (acido trietanolamina
etilenoglicol tetracético, 8 mM, 2 mM de Mg?* e 0,1% de gelatina) foram adicionados
a 200 pl de solugdo contendo eritrocitos de coelho (2 x 108 células por mL). A atividade
foi transformada pela seguinte formula: ACHS0 = 1 / leitura da amostra de acordo com
Zanuzzo et al. (2017).

2.5 Histoquimica intestinal
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No dia 60, apos a colheita sanguinea, trés peixes de cada caixa (12 por
tratamento), foram eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico em solugéo
alcodlica de benzocaina (100 mg L") e os intestinos foram excisados por corte
longitudinal de modo a manter as vilosidades expostas e fixados individualmente em
solucdo de Bouin durante 24 h e desidratadas em série ascendente de alcool
diafanizadas em xilol, e incluidas em parafina, para obtengédo de cortes histolégicos
semisseriados. As amostras foram divididas em trés regides (anterior, médio e
posterior) e cortadas (5 pm de espessura). Apos a obtengao das Iaminas, estas foram
submetidas a reagdo de H&E (hematoxilina eosina) para analise estrutural das
amostras e e reagdo de PAS (acido periddico de Schiff) para a detec¢ao de secrecéo
de mucosubstancias neutras pelas células caliciformes, também foi realizada a reacéo
de PAS + AB pH 2,5 (Azul de Alcian) para a deteccdo de muco substancias
conjugadas (neutras + acidas) pelas células caliciformes. A seguir, foram realizadas
as reacbes de AB pH 2,5 e AB pH 0,5 para a deteccdo de secrecao de
mucosubsténcias acidas carboxiladas e sulfatadas (Behmer et al., 1976).

2.6 Forma de analise dos resultados

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o sofware SigmaStat
(versdo 3.5). Os dados foram analisados através de two-way ANOVA. As médias
foram comparadas com o teste de comparagdées multiplas Student-Newman-Keuls,
sendo consideradas diferengas significativas quando verificadas probabilidades
inferiores ou iguais a 0,05 (p < 0,05).

Resultados

3.1 Analises hematolégicas

A adigao das cepas potenciais probidticas a ragdo na concentragdo 10° UFC g
' ndo afetou os paradmetros hematoldgicos do tambaqui, sendo estatisticamente
similares (p > 0,05) ao controle (Tabela 2 e 3).

Tabela 2. Parametros hematoldgicos de Colossoma macropomum apés 0, 7, 15, 30, 45 e 60
dias de alimentagédo com dieta suplementada com Controle, Lactococcus lactis, Pediococcus
pentosaceus, Enterococcus hirae e Staphylococcos hominis.
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0 dias
Parémetros hematologicos ] P. ] .
Controle L. lactis pentosaceus E. hirae S. hominis
Hematdcrito (%) 26,08+ 1,17 25,83+1,64 26,42+1,00 27,08+2,11 24,42 + 1,81
Hemoglobina (g dL-") 5,96 + 0,44 5,81+0,32 5,98 + 0,50 6,21+ 0,53 5,66 + 0,22
RBC (106 mm-3) 1,68 £ 0,11 1,74 £ 0,07 1,69+ 0,14 1,74 £ 0,19 1,67 £ 0,05
VCM (fL) 155,84 £4,99 148,50+ 10,69 157,22+ 10,86 156,46 + 6,17 1387535 *
HCM (pg) 35,70+ 0,73 33,36 £ 1,97 35,49 £ 0,36 35,84 £2.34 34,13+ 2,42
CHCM (%) 2291+1,09 22,50+1,32 22,64 + 1,51 22,91+ 0,81 23,34 £ 1,25
7 dias
Hematdcrito (%) 30,29 £ 1,51 29,04 £+ 2,60 29,33+ 1,98 31,08 £1,97 30,33 £ 0,47
Hemoglobina (g dL-") 5,79+0,18 5,68+ 0,24 5,63+0,35 5,90+ 0,19 5,78+ 0,19
RBC (106 mm-3) 1,74 £ 0,08 1,63 £ 0,08 1,64 £ 0,08 1,78 £ 0,11 1,73+ 0,06
VCM (fL) 173,71 £19,42 181,11+3,11 175,89+7,53 175,83+10,36 177,94 + 5,06
HCM (pg) 33,49+ 2,26 34,92 £ 0,62 34,01£1,45 33,35+143 33,59 £ 1,17
CHCM (%) 19,20+ 0,84 19,60 + 0,93 18,97 £ 0,39 19,04 + 0,81 19,04+ 0,44
15 dias
Hematdcrito (%) 30,58 £ 1,48 30,92 +1,13 31,92+1,85 31,50+1,55 32,17 £ 1,04
Hemoglobina (g dL-") 6,26 + 0,34 6,13+0,16 6,20+ 0,19 6,16 + 0,26 6,28 + 0,19
RBC (106 mm-3) 1,91+£0,19 1,91+0,10 1,88+ 0,11 1,89+ 0,09 1,89+ 0,04
VCM (fL) 161,37 £20,99 162,73+ 10,07 169,79+ 11,34 168,57 + 14,21 170,67 £ 7,77
HCM (pg) 33,04 £ 2,83 32,34 £1,29 33,04 £ 1,52 32,89+2,19 33,35+1,24
CHCM (%) 20,46 £+ 1,21 19,91 £ 0,54 19,51 £ 0,92 19,60 + 0,83 19,55+ 0,59
30 dias
Hematdcrito (%) 33,83+1,97 32,33+ 0,77 33,67 £ 2,46 32,04 £1,26 32,58 + 3,07
Hemoglobina (g dL-") 7,00 £ 0,27 6,49+ 0,35 6,81+0,32 6,50+ 0,13 6,60 + 0,67
RBC (106 mm-3) 1,94 £ 0,12 1,79 £ 0,07 1,88+ 0,15 1,86+ 0,10 1,88+ 0,19
VCM (fL) 175,96 £+4,76 181,08 +8,73 180,34+9,80 173,44+9,77 173,29+ 3,15
HCM (pg) 36,48 £ 1,22 36,27 £ 1,95 36,50 £ 1,63 35,14 £ 1,11 35,15+£1,25
CHCM (%) 20,71 £ 0,51 20,09 £ 0,92 20,29 £+ 1,01 20,30 £ 0,71 20,28 £+ 0,51
45 dias
Hematdcrito (%) 35,75+ 3,52 33,83+ 3,32 34,96 £ 2,93 36,00 £ 4,15 34,92 £ 1,87
Hemoglobina (g dL-") 7,29+0,28 6,94 + 0,50 7,07 £ 0,33 7,04 £ 0,43 7,13+0,34
RBC (106 mm-3) 2,09+0,08 2,03+0,15 2,13+0,09 1,96 £ 0,10 1,90 £ 0,17
VCM (fL) 171,45+ 10,33 166,32+ 9,46 165,17 +18,04 184,16+ 13,16 185,21 + 11,11
HCM (pg) 35,05+2,39 34,32+ 0,90 33,39+ 1,91 36,02 £ 0,62 38,11 +£2,75
CHCM (%) 20,62+2,54  20,68+0,70 20,32+ 1,04 19,71 £ 1,52 20,69 £ 0,50
60 dias
Hematdcrito (%) 34,00 £ 0,72 34,92 £ 2,51 33,63+0,75 34,50+2,73 34,75+ 0,32
Hemoglobina (g dL-") 7,28 £ 0,20 7,36 + 0,41 7,28 0,12 7,23 0,31 7,56 £ 0,19
RBC (106 mm-3) 2,07 £ 0,07 2,14 +0,23 2,08+0,14 2,04 £ 0,20 2,03+0,16
VCM (fL) 165,30 £ 3,53 164,13+ 10,19 163,03+9,88 170,27 +6,08 173,70 + 18,17
HCM (pg) 35,52+1,75 34,64 +2,60 35,32+2,18 35,87 £2,16 37,75+ 4,34
CHCM (%) 21,48+0,57 21,11+0,49 21,66+040 21,05+0,85 21,82+0,31
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Tabela 3. Contagem total e diferencial dos leucdcitos de Colossoma macropomum apos 0, 7,
15, 30, 45 e 60 dias de alimentagao com dieta suplementada com Controle, Lactococcus lactis,
Pediococcus pentosaceus, Enterococcus hirae e Staphylococcos hominis.

0 dias
Parémetros hematologicos ] P. ] .
Controle L. lactis pentosaceus E. hirae S. hominis
Trombdcitos (x10% mm-3) 27,53+10,95 33,54+13,30 32,82+12,64 3508+16,79 25,76+ 13,64
Leucocitos (10 mm-3) 15,86 + 5,86 17,62 + 7,47 17,13+ 6,44 14,44 + 6,86 16,52 + 6,07
Linfocitos (x10% mm) 13,23+ 5,00 14,75 + 6,21 14,15+ 4,93 11,86 + 6,48 13,00 + 4,66
Mondcitos (x102 mm-3) 6,72 + 3,91 8,567+ 4,97 6,92 + 3,30 7,61 + 5,66 7,64 + 4,09
Neutréfilos (x102 mm-?) 14,82+ 7,75 16,04 + 14,20 19,25+1551 14,95+8,03 24,18 +23,95
CGE (x10" mm-3) 27,83+21,29 29,41+ 35,69 22,78+21,20 25,62+17,90 20,69+ 25,45
Eosindfilos (mm-3) 14,41 +£40,27 O 0 0 0
Basofilos (mm-?) 0 0 0 0 0
Leu. imaturos (x10' mm=?)  17,92+24,40 11,52+11,91 13,54+16,99 6,73+12,32 12,73 £ 10,87
7 dias
Trombdcitos (x10% mm-3) 21,01+10,89 16,55+ 8,51 21,10+ 8,48 24,68+11,92 2520+9,75
Leucocitos (x10° mm-3) 12,82 + 3,86 10,65 + 5,19 16,63 + 6,61 14,16 + 4,81 10,07 + 3,80
Linfocitos (x10% mm) 9,03+2,74 8,31+4,72 12,91 + 6,06 10,02 + 4,70 7,16 + 2,86
Mondcitos (x102mm-?) 9,57 +4,19 6,63 £ 5,44 11,59 + 5,17 12,81+ 7,51 8,57 + 4,80
Neutréfilos (x102 mm-?) 26,40+ 15,71 1510+8,22 22,36+13,23 2590+18,11 17,98 + 10,51
CGE (x10" mm-3) 10,69+ 11,39 12,34+9,38  26,09+28,18 19,29+1241 20,57 + 20,27
Eosindfilos (mm-3) 0 0 0 0 0
Basofilos (mm-?) 0 0 0 0 0
Leu. imaturos (x10' mm=)  9,43+12,03 4,09+ 3,39 6,06 £+ 10,36 7,58 £ 6,40 5,00 + 7,57
15 dias
Trombdcitos (x10% mm-3) 22,30+7,17 22,16+11,27 22,12+11,25 26,12+11,61 24,39+9,39
Leucocitos (x10° mm-?) 19,26 + 8,22 17,13+ 5,84 18,60+7,57 21,80+12,42 23,04 +8,99
Linfocitos (x10% mm3) 15,69 + 6,79 14,06 + 5,30 15,28 + 6,42 17,72+ 11,81 17,90+ 7,83
Mondcitos (x102 mm-3) 11,77+6,22 8,19+ 4,66 10,82 + 5,51 12,71 + 8,60 15,14 +7,18
Neutréfilos (x102 mm-?) 20,84+ 13,41 20,92+8,12 19,09+ 12,45 26,51+17,37 32,53 +19,70
CGE (x10" mm-3) 17,77 +22,88 7,48+12,68 26,01+3560 7,74+8,80 21,01+ 28,71
Eosindfilos (mm-3) 0 0 0 0 0
Basofilos (mm-?) 0 0 0 0 0
Leu. imaturos (x10' mm=) 13,56 +19,97 8,39+7,99 6,31+12,63  8,21+9,37 16,64 + 16,70
30 dias
Trombdcitos (x10% mm-3) 32,83+18,64 17,53+7,83 27,89+15,07 2552+845 24,19+1274
Leucocitos (x10° mm-3) 23,67 £6,12 19,52+ 4,45 17,20 + 3,81 20,88 + 5,44 18,46 + 7,76
Linfocitos (x10% mm3) 18,78 £ 5,26 15,45 + 3,80 12,66 + 2,77 16,36 + 4,26 13,10+ 5,13
Mondcitos (x102 mm-3) 27,03+ 11,43 18,49+11,54 2327+862 21,42+7,75 19,05 + 11,01
Neutréfilos (x102 mm-?) 17,99 + 9,50 17,91+ 7,47 17,97 £ 9,35 19,62+ 10,90 29,96 + 22,54
CGE (x10" mm-3) 14,24 + 16,59 16,40+12,26 10,06 +18,31 17,57+19,35 12,92+ 11,41
Eosindfilos (mm-3) 0 0 0 32,83+80,01 O
Basofilos (mm-?) 0 0 0 0 0
Leu. imaturos (x10' mm=?) 24,62+21,08 25,83+18,63 31,10+21,82 20,93+ 17,48 32,73+31,19
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45 dias

Trombocitos (x10° mm-3) 30,52+ 11,83 34,45+17,39 28,21+9,94 25,06 + 11,53 22,21 +9,64
Leucacitos (x103 mm3) 17,62 £ 5,68 15,78 £ 6,03 20,42+ 7,10 19,79 £ 5,55 17,56 + 4,46
Linfocitos (x10° mm-3) 13,73 +£4,91 12,48 £ 5,59 16,69 £ 6,14 15,47 £ 4,63 13,63 £ 4,41
Mondcitos (x10%2 mm3) 15,38 £ 8,24 13,19+ 8,69 14,92 £ 6,92 16,27 + 6,35 14,66 £ 6,93
Neutrofilos (x10%2 mm-3) 20,45+ 14,05 16,97 £7,62 17,36 £ 6,45 2416 +18,85 21,49+ 11,72
CGE (x10" mm3) 8,51+ 11,86 10,31+ 11,99 12,72+18,49 7,60+ 10,47 15,61 £ 22,62
Eosindfilos (mm3) 5,79 + 20,07 28,18+52,79 0 21,53+50,86 O

Basofilos (mm-3) 8,14+2822 0 0 0 0

Leu. imaturos (x10' mm=3) 21,25+1282 1515+1519 36,49+24,70 17,68+19,44 1582+11,96

60 dias

Trombocitos (x10° mm-3) 24,57 +9,70 29,95+1498 20,43+12,37 21,58+12,67 27,92+ 14,32
Leucacitos (x103 mm3) 24,36 + 7,34 21,46 + 6,36 28,06 + 5,49 23,81+7,15 20,94 + 6,45
Linfocitos (x10° mm-3) 19,64 £ 6,59 17,44 £ 529 23,40 + 4,69 19,18 £ 6,35 16,57 £ 4,94
Mondcitos (x10%2 mm-3) 20,00 + 8,41 17,55+ 6,43 20,09 +9,78 18,26 £ 6,00 16,78 £ 9,22
Neutrofilos (x10%2 mm-3) 23,91+ 8,97 18,56 + 14,83 20,42+ 15,87 23,02+17,78 22,70 + 14,88
CGE (x10" mm3) 10,44 £ 16,11 19,77 £17,37 31,92+2454 23,49+34,93 9,14+ 11,79
Eosindfilos (mm3) 12,58+30,32 O 25,15+ 56,00 13,30+46,09 5,41+18,76
Basofilos (mm-?) 0 0 0 0 0

Leu. imaturos (x10' mm=3) 21,65+23,29 20,42+11,15 26,45+18,16 25,02+29,71 33,01 +27,65

3.2 Analises bioquimicas

A proteina total, albumina, globulina e albumina:globulina ndo foram alteradas

apo6s alimentacao por 60 dias com as dietas contendo as bactérias probidticas, sendo

estatisticamente similares (p > 0,05) ao controle (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros bioquimicos de Colossoma macropomum ap6s 0, 7, 15, 30, 45 e 60
dias de alimentagédo com dieta suplementada com Controle, Lactococcus lactis, Pediococcus
pentosaceus, Enterococcus hirae e Staphylococcos hominis.

0 dias
Parémetros bioquimicos ] P. ] .
Controle L. lactis pentosaceus E. hirae S. hominis
Proteina (g dL™) 4,12+ 0,46 4,08 £ 0,29 3,88+0,38 4,15+ 0,41 3,92+0,16
Albumina (g dL™") 0,59 + 0,04 0,59 + 0,05 0,60 + 0,04 0,61 +0,08 0,60 + 0,04
Globulina (g dL™) 3,563+0,42 3,49+0,26 3,28 + 0,36 3,54 +0,33 3,32+0,12
A:G(gdL™") 0,17 £ 0,01 0,17 £ 0,01 0,19+ 0,02 0,17 £ 0,01 0,18 + 0,00
7 dias
Proteina (g dL™) 4,11+£0,14 4,17 £ 0,38 3,88+0,10 4,08 £0,19 3,88+0,12
Albumina (g dL™") 0,69 + 0,03 0,81 0,11 0,69 + 0,06 0,70 + 0,07 0,75+0,14
Globulina (g dL™) 3,42+0,16 3,36 £ 0,42 3,19+ 0,05 3,37 £0,17 3,13+0,12
A:G(gdL™") 0,20 + 0,02 0,25+ 0,05 0,22 + 0,02 0,21+ 0,02 0,24 + 0,06

15 dias
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Proteina (g dL™) 4,01 +0,26 3,96 £ 0,20 4,12+0,15 4,11 +0,17 4,33+0,13
Albumina (g dL") 0,61+0,05 0,58 + 0,03 0,64 + 0,04 0,64 £ 0,04 0,65+ 0,03
Globulina (g dL") 3,40+0,24 3,38+ 0,17 3,48+0,15 3,47 £0,17 3,69+0,15
A:G(gdL™") 0,18 £ 0,02 0,17 £ 0,00 0,19+ 0,02 0,19+ 0,02 0,18 £ 0,01
30 dias
Proteina (g dL™) 4,46 +0,15 4,05+ 0,11 4,27 +0,33 4,24 + 0,11 4,23 +0,29
Albumina (g dL") 0,61+ 0,06 0,57 £ 0,03 0,61+ 0,05 0,60 £ 0,04 0,63 +0,03
Globulina (g dL™") 3,86 £ 0,12 3,48+0,14 3,65+0,29 3,65+0,10 3,60 £ 0,29
A:G(gdL™") 0,16 £ 0,02 0,16 £ 0,02 0,17 £ 0,01 0,16 £ 0,01 0,18 £ 0,02
45 dias
Proteina (g dL™) 4,46 + 0,44 4,38+0,15 4,37 +0,22 4,40 £ 0,30 4,35+ 0,31
Albumina (g dL") 0,65+ 0,03 0,67 £ 0,05 0,66 + 0,01 0,68 £ 0,06 0,68 £ 0,05
Globulina (g dL™") 3,81+£0,42 3,71+£0,14 3,71+£0,23 3,72+0,25 3,66 0,28
A:G(gdL™") 0,17 £ 0,01 0,18 £ 0,01 0,18 £ 0,01 0,18 £ 0,01 0,19+ 0,01
60 dias
Proteina (g dL™) 4,24 +0,19 4,39+0,28 4,42 + 0,46 4,38+ 0,13 4,39+ 0,20
Albumina (g dL") 0,68 £ 0,05 0,75+ 0,06 0,69 + 0,02 0,73 +0,08 0,71 +0,01
Globulina (g dL") 3,56 + 0,22 3,64 £ 0,29 3,73+0,44 3,65+ 0,08 3,67 0,19
A:G(gdL™") 0,19+ 0,02 0,21 £ 0,03 0,19+ 0,01 0,20 + 0,02 0,19+ 0,01

Albumina:Globulina (A:G)

A alanina aminotransferase (ALT) mostrou diferenga entre os tratamentos no

dia 7 (Figura 1), apresentando valores maiores nos peixes alimentados com ragéo

suplementada com as cepas de P. pentosaceus, E. hirae e S. hominis (p < 0,05).
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Figura 1. Valores médios e desvio padrédo de alanina aminotransferase (Ul L™') de Colossoma
macropomum alimentados com dieta suplementada com Controle, Lactococcus lactis,
Pediococcus pentosaceus, Enterococcus hirae e Staphylococcos hominis em diferentes
tempos de coleta (0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias). Letras maiusculas indicam diferenga significativa
entre os tempos de coleta para o mesmo probidtico e letras minusculas indicam diferenca
significativa entre os diferentes probioticos testados no mesmo tempo de alimentagéo e coleta

(p < 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Para a enzima aspartato aminotransferase (AST), apenas a cepas S. hominis
diferiu do grupo controle e dos demais tratamentos no dia 15 (Figura 2) e a cepa P.

pentosaceus diferiu dos demais tratamentos no dia 30 apds a alimentacéao.
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Figura 2. Valores médios e desvio padrdo de aspartato aminotransferase (Ul L) de
Colossoma macropomum alimentados com dieta suplementada com Controle, Lactococcus
lactis, Pediococcus pentosaceus, Enterococcus hirae e Staphylococcos hominis em diferentes
tempos de coleta (0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias). Letras maiusculas indicam diferencga significativa
entre os diferentes tempos de coleta para o mesmo probidtico e letras mindsculas indicam
diferenca significativa entre os diferentes probidticos testados no mesmo tempo de

alimentagéo e coleta (p < 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.

3.3 Analises imunolégicas
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A atividade respiratoria dos leucocitos (Figura 3) foi maior nos peixes
alimentados com rag&o suplementada com L. lactis e P. pentosaceus no dia 60 (p <
0,05). O complemento e a lisozima n&do foram alterados apos alimentagéo por 60 dias
com as dietas contendo as bactérias probidticas (p > 0,05) (Tabela 5).

0,60 -
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BCa [ Ba 8a Ba ML lactis

Ba W P. pentosaceus

Burst (OD)

B E. hirae

@S. hominis
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0 dias 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias

Figura 3. Valores médios e desvio padrao da atividade respiratéria dos leucécitos (OD) de
Colossoma macropomum alimentados com dieta suplementada com Controle, Lactococcus
lactis, Pediococcus pentosaceus, Enterococcus hirae e Staphylococcos hominis em diferentes
tempos de coleta (0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias). Letras maiusculas indicam diferenga significativa
entre os tempos de coleta para o mesmo probidtico e letras mindsculas indicam diferencga
significativa entre os diferentes probidticos testados no mesmo tempo de alimentagao e coleta

(p < 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.

Tabela 5. Parametros imunoldgicos de Colossoma macropomum apés 0, 7, 15, 30, 45 e 60
dias de alimentagédo com dieta suplementada com Controle, Lactococcus lactis, Pediococcus
pentosaceus, Enterococcus hirae e Staphylococcos hominis.

0 dias

Parametros imunologicos =)

Controle L. lactis ’ E. hirae S. hominis
pentosaceus

Complemento (x10" min) 24,43+10,09 28,39+32,84 20,76+13,77 16,12+6,79 21,48+ 11,93

Lisozima (x10%ng uL™") 9,58 + 0,54 8,79+1,10 10,04 + 3,05 14,12+ 7,71 12,72 + 5,34
7 dias

Complemento (x10" min) 27,34+ 39,88 6,32+6,14 5,47 £ 0,70 3,52+0,79 5,11+ 4,05

Lisozima (x10%ng uL™") 8,40+ 1,09 9,54 + 1,66 8,46+0,24 9,58 + 0,96 9,08 + 0,82




38

15 dias
Complemento (x10" min) 2,80 + 3,91 15,66 + 30,58 21,53 +30,46 5,30x6,71 11,20 + 11,82
Lisozima (x10%ng uL™") 8,69 0,82 9,64 + 2,55 9,94 +1,28 8,40 + 1,09 9,73 0,82
30 dias
Complemento (x10" min) 14,19+ 15,08 9,24 +6,56 15,63+ 16,57 17,95+18,71 23,90 £ 28,47
Lisozima (x10%ng uL™") 12,43 + 5,51 10,17 £ 0,64 8,50 + 1,21 9,70+ 1,29 14,24 + 5,93
45 dias
Complemento (x10" min) 5,66 + 4,43 2,23+0,77 10,98+ 12,94 3,38+ 3,12 4,79 £ 3,31
Lisozima (x10%ng uL™") 9,565+ 0,63 9,56 + 0,76 13,72+9,14 12,15+ 4,71 9,21+1,34
60 dias
Complemento (x10" min) 17,41 +32,04 3,03+3,35 1,79+ 1,65 2,83 + 3,47 2,18+ 1,42
Lisozima (x10%ng uL™") 12,18+4,17  8,75+0,69 16,17 £ 6,07 10,60 + 1,53 10,77 £ 2,35

3.4 Analise da histoquimica intestinal

A reagdo de H&E (Figura 4), demonstrou que o intestino anterior do grupo
controle estava organizado histologicamente por duas camadas musculares, sendo
uma circular externa e uma longitudinal interna. Apds a camada muscular, encontrava-
se a submucosa, formada por tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos. Acima da
submucosa, a formacdo mucosa formada por um epitélio prismatico/colunar simples
com a presenca de células caliciformes. A area absortiva apresentava uma densa
camada de muco, dando origem a borda em escova. O intestino médio do controle
apresentou organizacao histologica similar ao anterior, porém, com maior numero de
vilosidades intestinais. O intestino posterior apresentou organizagado similar aos
anteriores, com maior espacamento entre as vilosidades intestinais.

O intestino anterior, médio e posterior dos peixes alimentados com dieta
contendo Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus hominis
apresentaram organizacgao histologica similar ao controle. O intestino anterior, médio
e posterior dos peixes alimentados com dieta contendo Enterococcus hirae
apresentaram organizagao histologica similar ao controle, porém, com maior
quantidade de células caliciformes nas trés porgdes em alguns animais.

Na reacédo de PAS (Figura 5), as vilosidades do intestino inicial, médio e final,
do tratamento controle, apresentaram entre as células do epitélio absortivo, células
caliciformes secretoras de mucosubstancias neutras que auxiliam na formagao da

borda em escova protetora da regido absortiva dos enterocitos. Na regido inicial e final
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a quantidade relativa de células caliciformes foi menor, quando comparada a regiao
média, sendo assim, ocorreu maior secrecao de mucosubstancias neutras nesta
regido. A regido de sustentagdo do tecido epitelial absortivo apresentou baixa
intensidade de reagao ao PAS.

A presenga de Lactococcus lactis causou diminuicdo da intensidade de
secregcdo de muco substancias neutras pelas células caliciformes na regido inicial do
intestino e aumento da presenca de células caliciformes e da intensidade de secrecao
na regido final. No tratamento com Pediococcus pentosaceus ocorreu diminuigdo das
células caliciformes na regido inicial e média, com diminuigdo da intensidade de
secrecdo de mucosubstadncias neutras nestas regides. No tratamento com
Enterococcus hirae, ocorreu diminuigdo das células caliciformes na regiao inicial e
media e aumento na regido final. No tratamento com Staphylococcus hominis ocorreu
diminuicdo das células caliciformes e do seu conteudo de secrecdo em todas as
regides do intestino e diminuicdo da intensidade de reagdo na borda em escova em
relacao ao controle.

A reacédo PAS + AB pH 2,5 (Figura 6), no tratamento controle demonstrou que
as ceélulas caliciformes das trés regides do intestino secretaram mucosubstancias
neutras e acidas (conjugadas), entretanto o padrao da borda em escova é mais neutro
(reagao do PAS isolado), com menor presenga de mucosubstancias conjugadas. No
tratamento com Lactococcus lactis ocorreu menor presenca de células caliciformes
secretoras de mucosubstancias conjugadas em relagdo ao controle, porém o padrao
destas na borda em escova foi similar. O padrao de diminuigdo de células caliciformes
secretoras de mucosubstancias conjugadas também ocorreu nos tratamentos com
Pediococcus pentosaceus, Enterococcus hirae e Staphylococcus hominis.

Na avaliacdo de secrecdo de mucosubstancias carboxiladas ndo ocorreu
alteracao no padrao entre os grupos controle e tratados, o que indica que a presenca
das bactérias estudadas nao interferiu neste processo de secreg¢ao celular de protegéo
do epitélio absortivo. Na avaliagao de secre¢do de mucosubstancias sulfatadas nao

houve reagdo em nenhum tratamento.
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Figura 4. Histologia intestinal de Colossoma macropomum coradas com H&E, (a) e (b)
segmentos anterior e médio respectivamente de animais alimentados com dieta controle, (c)

e (d) segmentos anterior e médio de tambaquis alimentados com dieta contendo 10 UFC g

de Enterococcus hirae. (V) vilosidade, (Em) espessura muscular, (seta) célula caliciforme.

Figura 5. Histologia intestinal de Colossoma macropomum coradas com PAS, (a) segmento
médio de animal alimentado com dieta controle e (b) segmento anterior de animal alimentado
com dieta contendo 108 UFC g' de Enterococcus hirae. (V) vilosidade, (seta) célula caliciforme

secretora de mucosubstancias neutras.
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Figura 6. Histologia intestinal de Colossoma macropomum coradas com PAS + AB pH 2,5,

(a) segmento anterior de animal alimentado com dieta controle e (b) segmento anterior de
animal alimentado com dieta contendo 10 UFC g™' de Lactococcus lactis, (c) segmento médio
de animal alimentado com dieta contendo 10° UFC g de Pediococcus pentosaceus, (d)
segmento posterior de animal alimentado com dieta contendo 10° UFC g de Staphylococcus
hominis. (V) vilosidade, (seta) célula caliciforme secretora de mucosubstancias conjugadas.

4 Discussao

A maioria dos artigos da literatura encontraram alguns efeitos positivos dos
probidticos em varias espécies de peixes, principalmente no crescimento, na
resisténcia as doengas, na microbiota intestinal ou no incremento dos parametros
imunologicos (Martinez Cruz et al., 2012; Tuan et al., 2013).

Enquanto o uso de probidticos tem sido extensivamente estudado em tilapia
(Tan et al., 2019; Cavalcante et al., 2020; Dawood et al., 2020; Xia et al., 2020; Maas
et al., 2021), com o tambaqui € o contrario, poucos trabalhos sao encontrados na
literatura sobre os beneficios do seu uso nesta espécie tdo importante para a

aquicultura sul americana.
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A microbiota intestinal € muito importante para o crescimento, desenvolvimento
e saude dos peixes, pois ela auxilia na regulagao do sistema imune, contribuindo para
a manutengao da saude (Nayak, 2010).

Uma das principais formas de manipular a composi¢cdo da microbiota intestinal
dos peixes é através do fornecimento de bactérias probidticas, especialmente
autoctones na dieta, pois elas tém demonstrando aumentar o desempenho produtivo,
melhorar a nutricdo, aumentar a sobrevivéncia e a resisténcia as doengas de varias
especies de peixes.

A composicdo da microbiota intestinal € espécie-especifica e depende da
anatomia da espécie, da secregao de enzimas digestivas, pH, osmolaridade, potencial
redox, tamanho e estrutura do trato gastrointestinal, velocidade de passagem e tempo
de residéncia (Merrifield & Ringg, 2014). Além da fisiologia da espécie, a composigao
microbiana também depende de fatores ambientais, como a temperatura da agua,
salinidade e alteragdes no ambiente (elevada concentragdo de matéria organica) e a
dieta fornecida (Giatsis et al., 2014; Merrifield & Ringg, 2014).

A grande maioria das bactérias probioticas estudadas sdo as acido-laticas
(Tuan et al.,, 2013). Bactérias probidticas autoctones (Enterococcus faecium,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Bacillus subtilis e Bacillus cereus) s&o
muito mais eficientes que as bactérias aléctones em colonizar o intestino de seus
hospedeiros e tem sido utilizadas com o objetivo de incrementar o desempenho
produtivo, os parametros hematologicos e imunologicos, bem como modificar a
microbiota intestinal de muitas espécies de peixes, tanto de produgcdo como
ornamentais (Park et al., 2017; Jatoba et al., 2018; Liu et al., 2018; Dias et al., 2018;
Paix&o et al., 2020).

Todavia, em peixes nativos sul americanos a realidade ndo é a mesma. Até o
momento, apenas cepas do género Bacillus foram utilizadas como probiético para o
tambaqui por produzir compostos antimicrobianos e por sua capacidade de
esporulacdo, que permite sua sobrevivéncia em diferentes ambientes. Dentre as
cepas utilizadas destacam-se o B. subtilis (Santos et al., 2021; Paixao et al., 2017,
Azevedo et al., 2016), um mix de B. licheniformis, B. subtilis e B. pumilus (Ferreira et
al., 2014) todos aloctones e B. cereus (Dias et al., 2018), a unica bactéria probiotica

autoctone.
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Neste trabalho foram utilizadas quatro cepas autoctones (Enterococcus hirae,
Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus hominis) previamente
isoladas e caracterizadas in vitro com potencial probidtico (Kotzent et al., 2021), sendo
este o primeiro estudo com essas bactérias acido laticas no tambaqui. Essas bactérias
foram liofilizadas e adicionadas a ragdo na concentragdo de 10° UFC g’ e
administradas durante 60 dias para tambaquis.

Ferramentas hematoldgicas e bioquimicas s&o excelentes para descrever a
condicdo de saude e os aspectos nutricionais de um animal e elas podem ser
beneficiadas com o uso de probidticos administrados na dieta por um periodo curto
ou longo (Nandi et al., 2017; Valiallahi et al., 2018; Paixao et al., 2020). Com relag&o
aos resultados da adi¢gao das quatro diferentes cepas probiéticas (E. hirae, L. lactis,
P. pentosaceus e S. hominis) na ragdo do tambaqui, ndo foram encontradas
diferencas significativas nos parémetros hematologicos (eritrocitos, hemoglobina,
hematocrito, VCM, HCM, CHCM), bioquimicos (proteina, albumina e globulina) e
imunoldgicos (lisozima e complemento), nos diferentes tratamentos em nenhum dos
tempos de coleta, 0, 7, 15, 30, 45 e 60 como relatado em trabalhos da literatura com
0 uso de bactéria autoctones para varias espécies de peixes (Ayyat et al., 2014;
Paix&o et al., 2020; Tachibana et al., 2020; Haque et al., 2021).

Possivelmente esses resultados indicam que os tambaquis estavam saudaveis,
em condicdo de bem estar, com todas as variaveis limnolégicas adequadas e
recebendo uma dieta nutricionalmente correta que nao permitiram que as bactérias
com potencial probiotico modulassem sua microbiota intestinal e com isso, n&o houve
alteracao da fisiologia como esperado. Possivelmente, em condigdes de estresse, em
que ha quebra da homeostase, como ocorre em condi¢cdes de criagdo, quando ha
oscilagdo térmica diaria, manejo constante e intenso e qualidade de agua muitas
vezes inadequada (Assane et al., 2021), as bactérias probioticas, que promoveram
um excelente resultado in vitro poderiam beneficiar a saude do tambaqui.

A eficacia dos probidticos depende da espécie probidtica, da concentracéo
administrada, do periodo de alimentagdo e também da composi¢cdo genética da
bactéria e do hospedeiro (Banerjee e Ray, 2017).
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Assim, outro fator que pode ter contribuido para a auséncia de diferenga nos
parametros analisados dos tambaquis alimentados com ragao suplementada com as
bactérias probidticas foi a duracédo da suplementacao, que neste estudo foi de 60 dias.

Como este foi o primeiro estudo com essas quatro bactérias acido laticas para
o tambaqui, ndo sabiamos qual o tempo necessario de administracdo para obtermos
resposta positiva, principalmente relacionada a saude do tambaqui. Desta forma,
tempos diferentes de administracdo devem ser testados para a espécie, bem como
novos protocolos, como o de alimentagao pulsada. Ha uma diversidade de estudos
com dose e tempo de administragcao de probioticos diferentes para varias espécies de
peixes e com resultados distintos. Ahmadifar et al. (2020) alimentaram carpas comum
com uma cepa de P. pentosaceus em diferentes concentragbes durante 45 dias e
observaram melhora em alguns parédmetros hematologicos como hematdcrito,
eritrécitos, leucocitos e hemoglobina.

Dias et al. (2018) ao alimentarem tambaquis com Bacillus cereus durante 120
dias observaram efeitos positivos na fisiologia dos peixes apos 90-120 dias, com
aumento na concentragdo de glicose em decorréncia do aumento da disponibilidade
e absorcao de nutrientes da ragao, interferindo no metabolismo glicémico, aumento
de proteina plasmatica, hematacrito, eritrécitos, trombdcitos e neutréfilos.

Tachibana et al. (2020) suplementaram a dieta da tilapia-do-Nilo com a bactéria
probidtica Enterococcus faecium e testaram diferentes regimes de alimentagao
(alimentagcdo continua somente com dieta comercial sem probidtico, alimentag&o
continua com ragéo suplementada com Enterococcus faecium, administragdo pulsada
de 7 e 14 dias, alternando dieta com e sem o Enterococcus faecium) e observaram
que a suplementacdo com Enterococcus faecium aumentou o crescimento,
incrementou o sistema imune e com isso, aumentou a resisténcia dos peixes a
bactéria Aeromonas hydrophila quando administrada durante 14 dias.

Paixdo et al. (2020) alimentaram Amphiprion ocellaris com uma bactéria
probidtica autoctone (Lactobacillus plantarum) durante 90 dias e observaram aumento
na quantidade de eritrocitos, hematdécrito, hemoglobina e leucdcitos (linfocitos e
monacitos), concluindo que a alimentagdo com Lactobacillus plantarum incrementa o

desempenho produtivo e a resisténcia contra patbgenos em Amphiprion ocellaris.
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Devido a escassez de dados sobre o tambaqui, estudos sobre a caracterizacéo
do microbioma intestinal da espécie e do mecanismo de ac&o de bactérias probidticas
em diferentes situagdes fisioldgicas serdo necessarios para se estabelecer protocolos
de administracao de probidticos e seu efeito na saude e desempenho produtivo dos
peixes. Desta forma, conseguiremos fazer a gestdo da saude desta importante
espécie nativa, que hoje € um dos objetivos principais da aquicultura, que € produzir
peixes de exceléncia, com o0 maximo rendimento e principalmente, de alta qualidade

para consumo humano.
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CAPITULO 3 - A selegio in vitro de bactérias acido laticas garante sua eficacia

in vivo para o tambaqui?1

Resumo

Objetivos

O objetivo deste estudo foi avaliar duas cepas de bactérias acido laticas autoctones
previamente isoladas, Lactococcus lactis e Pediococcus pentosaceus em duas
concentragdes 107 e 10° UFC g' na salude e desempenho do tambaqui Colossoma
macropomum.

Métodos e Resultados

Um total de 560 tambaquis com peso médio de 59,25 + 8,36 g, foram alimentados
com L. lactis e P. pentosaceus nas concentragdes 107 e 10° UFC g™' de ragdo e uma
dieta controle (sem adi¢&o bacteriana). Nos dias 0, 15, 30 e 58 foram analisados os
parametros hematologicos, bioquimicos, imunolégicos, desempenho produtivo e na
ultima coleta foi realizada a histoquimica intestinal, o desafio contra Aeromonas
hydrophila e analise da composigcdo microbiana intestinal. A cepa de L. lactis
aumentou a quantidade de células caliciformes e a intensidade de secre¢ao na regiao
final do intestino dos peixes e as duas cepas apresentaram modulagdo da microbiota
intestinal para esta espécie de peixe.

Conclusoes

L. lactis e P. pentosaceus foram capazes de modular a microbiota do tambaqui, mas
esta modulagdo ndo incrementou a saude dos peixes.

Significado e impacto do estudo

O estudo mostrou que as cepas estudadas possuem potencial probiodtico, porém para
tambaquis, estudos adicionais devem ser realizados para melhorar a compreensao do

tempo necessario para modulacéo do sistema imune destes animais.

Palavras-chave: aquicultura, Colossoma macropomum, Lactococcus lactis,

Pediococcus pentosaceus, probiotico

' Este capitulo corresponde ao artigo cientifico nas normas da revista Journal of
Applied Microbiology.
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Does the in vitro selection of lactic acid bacteria guarantee its in vivo efficacy

for tambaqui?

Abstract

Aims

The aim of this study was to evaluate two previously isolated autochthonous lactic acid
bacteria strains, Lactococcus lactis and Pediococcus pentosaceus at two
concentrations 107 and 10° CFU g™ on the health and performance of the tambaqui
Colossoma macropomum.

Methods and Results

A total of 560 tambaquis with an average weight of 59.25 + 8.36 g, were fed with L.
lactis and P. pentosaceus at concentrations of 107 and 10° CFU g of feed and a
control diet (without bacterial addition). On days 0, 15, 30 and 58, the hematological,
biochemical, immunological and productive performance parameters were analyzed.
In the last collection, the intestinal histochemistry, the challenge against Aeromonas
hydrophila and the analysis of the intestinal microbial composition were performed.
The L. lactis strain increased the amount of goblet cells and the intensity of secretion
in the final region of the fish intestine and both strains showed modulation of the
intestinal microbiota for this fish species.

Conclusions

L. lactis and P. pentosaceus were able to modulate tambaqui microbiota, but this
modulation did not improve fish health.

Significance and Impact of the Study

The study showed that the strains studied have probiotic potential, but for tambaquis,
additional studies should be carried out to improve the understanding of the time
needed to modulate the immune system of these animals

Keywords: aquaculture, Colossoma macropomum, Lactococcus lactis, Pediococcus
pentosaceus, probiotic
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1 Introducgao

Tambaqui Colossoma macropomum € uma espécie nativa da América do Sul,
encontrado nas bacias do rio Amazonas e Orinoco, possui ampla criagdo em paises
da América do Sul e Central, além de paises Asiaticos como China, Indonésia,
Malasia, Mianmar e Vietnd (Woynarovich e Van Anrooy, 2019). Sua alta taxa de
producédo esta diretamente relacionada a intensificacdo dos sistemas de criagao,
porém os peixes nesses sistemas sdo expostos a estresse agudo ou crénico como
consequéncia do manejo, ma qualidade da agua e elevada densidade de estocagem
(Dias et al., 2018). Todos o estresse sofrido aumenta a probabilidade de doencas
causadas por diferentes patdgenos, como parasitos e bactérias que reduzem a taxa
de producgao, a qualidade do pescado e prejudica a economia do pais (Banerjee e
Ray, 2017, Valladdo et al., 2018).

Dentre os principais patogenos destaca-se a Aeromonas hydrophila, a qual esta
relacionada a surtos persistentes de septicemia na aquicultura continental
(Rasmussen-Ilvey et al., 2016). No tambaqui, esta espécie pode causar lesbes como
hemorragia, ulceras, letargia, natagao irregular, melanose, corrosdo de nadadeiras e
anorexia (Gallani et al., 2020). Como forma de tratamento e até mesmo prevengao, os
antimicrobianos sdo amplamente utilizados na aquicultura (Liu et al., 2017), o que
pode levar ao surgimento de patdgenos resistentes, residuos no pescado e alteragao
da microbiota ambiental (Chen et al., 2019).

A busca por alternativas naturais, ecoldgicas e sustentaveis levam ao uso dos
probidticos, que sédo definidos como “Microrganismos vivos que quando administrado
em quantidades adequadas, confere beneficios a saude do hospedeiro" (FAO/WHO,
2002). Seus efeitos benéficos estao relacionados a produgédo de compostos inibitorios,
competicdo por sitios de adesao, competi¢cao por nutrientes, contribuicdo enzimatica
para digestao, aumento das respostas imunoldgicas e melhora na qualidade da agua
(Verschuere et al., 2000).

Entre as principais bactérias utilizadas como probidticos na aquicultura estao
os Bacillus e as bactérias acido laticas (BAL) (Ringg et al., 2020). Esta ultima desperta
grande interesse pelo seu importante papel na biopreservagcéo e fermentagdo de
alimentos (Alonso et al., 2019), por incrementar o desempenho produtivo modular a

microbiota intestinal, o sistema imunolégico e aumentar a resisténcia as doengas
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(Ringg et al., 2020). Para o tambaqui, até o momento apenas cepas de Bacillus foram
utilizadas como probidtico (Santos et al., 2021; Paixao et al., 2017; Azevedo et al.,
2016; Ferreira et al., 2014) aloctones e (Dias et al., 2018) autoctone. Kotzent et al.
(2021) isolaram quatro cepas autéctones de BAL de tambaqui saudaveis, Lactococcus
lactis, Enterococcus hirae, Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus hominis,
todas apresentaram capacidade de inibir bactérias patogénicas e baixa resisténcia
aos principais antimicrobianos comerciais, além de outras caracteristicas que as
tornam favoraveis para serem testadas in vivo.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi testar duas cepas de bactérias acido
laticas autoctones do tambaqui, Lactococcus lactis e Pediococcus pentosaceus em
duas concentragdes 107 e 10° UFC g adicionadas a ragao e fornecidas por 58 dias
ao tambaqui e o efeito delas nos parédmetros hematoldgicos, bioquimicos,
imunologicos, desempenho produtivo, histoquimica intestinal, desafio contra

Aeromonas hydrophila e composi¢gao microbiana intestinal.

2 Materiais e Métodos

Todos os procedimentos adotados no estudo estdo de acordo com as normas
dos principios éticos em pesquisa animal do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal, os quais foram aprovados sob o
protocolo n°® 005339/18.

2.1 Bactérias

As cepas bacterianas com potencial probiotico utilizadas neste estudo foram
previamente selecionadas de juvenis de tambaqui saudaveis através de testes in vitro
(Kotzent et al., 2021) e estdo depositadas no banco de cepas do Laboratério de
Microbiologia e Parasitologia de Organismos Aquaticos (LAPOA-CAUNESP) sob o
numero de acesso gerado pelo GenBank KY305683 (Pediococcus pentosaceus),
KY305684 (Lactococcus lactis). A cepa patogénica MT409620 (Aeromonas
hydrophila) foi isolada de um surto infeccioso em tambaquis e teve sua patogenicidade

comprovada por Gallani et al. (2020).
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2.2 Preparo da dieta

Inicialmente, as cepas com potencial probibdtico L. lactis e P. pentosaceus
previamente identificadas através de sequenciamento do gene 16S rRNA, foram
repicadas em placas de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Neogen, EUA) e submetidas
a crescimento em estufa bacteriologica por 48 h a 35°C. Apds o crescimento e
confirmagdo da pureza das coldnias através da observagdo de sua morfologia e
coloragdo de Gram, foram preparados caldo MRS, em que as cepas de L. lactis
cresceram durante 24 h e as de P. pentosaceus durante 48 h, ambas a 35°C. Apds a
confirmagao do crescimento, as culturas bacterianas foram centrifugadas a 3000xg a
4°C durante 10 min. O “pellet’ resultante desta centrifugagéo foi ressuspendido em
solugao salina tamponada de fosfato esterilizado (PBS), e lavado mais duas vezes.
ApoOs a lavagem, a cepa foi ressuspendida em PBS e sua concentragao determinada
através de leituras em espectrofotémetro (Espectrofotdmetro Unico 2100, Japao) para
as concentracdes de 108 UFC mL-', previamente padronizadas através de leituras e
plagueamentos e para as concentragdes de 10'© UFC mL"', as cepas foram
anteriormente testadas para saber a quantidade de meio que deveriam ser crescidas
para garantir essa concentragao pois o espectrofotdmetro ndo foi capaz de ler esta
concentragéo. Apos os ajustes, os preparos bacterianos foram diluidos seriadamente
e as concentragdes 102 a 10”7 foram plaqueadas em agar MRS para contagem das
UFCs viaveis.

Cada racao experimental recebeu 100 mL de PBS contendo as concentragcbes
bacterianas pré-determinadas para cada quilograma de ragao, cujo caldo contendo as
bactérias foi misturado a ragdo manualmente durante cinco minutos para garantir uma
mistura homogénea. A ragao controle recebeu a mesma quantidade de PBS estéril.
As racdes foram secas em sala climatizada a 16°C durante 24 h e apds este periodo
armazenada em sala climatizada durante sete dias. O cultivo das cepas probidticas e
o preparo da ragcéo foram realizados semanalmente para garantir a manutencéo das
concentragdes (107 e 10° UFC g'). A dieta base para todo o periodo experimental foi
uma ragéo comercial (450 g Kg' de proteina bruta, 120 g Kg' de extrato etéreo, 45 g
Kg' de fibra bruta, 140 g Kg™' de matéria mineral, 15 g Kg! de célcio (minimo), 25 g
Kg' de célcio (maximo), 10 g Kg™' de fésforo, 100 g Kg™' de umidade, 0,6 g Kg™' de
vitamina C) especifica para peixes onivoros (Nutipiscis - Presence).
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A viabilidade das cepas probiéticas nas dietas foi avaliada através de diluicdes
seriadas de amostras de ragcdo em PBS estéril e plaqueadas em agar MRS para
contagem das UFC g' e as col6nias identificadas através de sua morfologia. A ragéo
controle também foi plaqueada para garantir que ndo havia cepas probioticas em sua
composigao. Este processo, assim como o preparo das dietas experimentais foi
repetido semanalmente para garantir a manutencdo da concentragdo. As
concentragdes das cepas probidticas (UFC g) foi, 5,73 + 3,60 x 107 (L. lactis 107),
3,00 % 3,22 x 10° (L. lactis 10°), 5,31 + 2,80 x 107 (P. pentosaceus 107) e 3,73 + 2,35
x 10° (P. pentosaceus 10°).

2.3 Condicao experimental

Um total de 560 juvenis de tambaqui com peso médio de 59,25 + 8,36 g,
comprimento total de 16,07 £ 0,80 cm e comprimento padréo de 12,61 + 0,65 cm,
foram distribuidos aleatoriamente em 20 caixas experimentais com capacidade para
310 litros, divididos em cinco tratamentos (L. /actis 107, L. lactis 10°, P. pentosaceus
107, P. pentosaceus 10° e controle), com quatro repeticdes cada, na densidade de 28
peixes por caixa, com aeragao e renovagao constante de agua.

Durante o periodo experimental, as variaveis limnolégicas (temperatura, pH,
oxigénio dissolvido e condutividade) foram monitoradas utilizando sonda
multiparametros Water Quality Meter (AK88) (Tabela 1). Os animais foram
alimentados trés vezes ao dia (08h00; 12h45; 17h30) até a saciedade aparente,
durante os 58 dias de experimento.

Tabela 1. Variaveis limnoldgicas nos grupos controle e suplementados com bactérias
probidticas.

Temperatura Oxigénio dissolvido Condutividade

Tratamento pH C) (mg L) (uS cm”)
Controle 7,72+ 0,13 30,27 £ 0,99 4,90 £ 0,41 166,27 + 1,12
L. lactis 107 7,74 £ 0,16 30,30 £ 0,94 5,05 1,27 165,90 £ 0,89
L. lactis 10° 7,77 £0,12 30,15+ 1,00 4,71 +£0,92 166,16 + 1,23
P. pentosaceus 107 7,74 £0,12 30,33 £ 0,97 4,04 +1,39 165,98 + 0,91
P. pentosaceus 10° 7,76 £ 0,15 30,27 £ 0,94 4,58 £ 0,97 165,88 £ 0,78




57

2.4 Parametros hematolégicos, bioquimicos e imunolégicos

Foram amostrados 60 peixes por coleta, sendo 12 peixes por tratamento, nos
dias 0, 15, 30 e 58 apds alimentacdo com as ragdes contendo as cepas
potencialmente probidticas.

Para avaliagdo dos parametros hematolégicos, bioquimicos e imunolégicos, os
peixes foram anestesiados em solugdo alcodlica de benzocaina (100 mg L") e o
sangue colhido por pungédo do vaso caudal. O sangue total foi aliquotado em tubos
tipo eppendorf contendo 20 puL de heparina na concentragdo 100 Ul mL" para
determinagcdo do hemograma completo e, em tubos sem heparina, para obtencéo do
soro. Ainda, uma gota foi destinada a confeccao de esfregagco sanguineo.

No sangue total foi determinado o hematdcrito (Goldenfarb et al.,, 1971),
concentragdo de hemoglobina (Collier, 1944) e contagem total de eritrocitos (RBC)
(Ranzani-Paiva et al. 2013). Os indices hematimétricos: volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram realizados de acordo com Wintrobe (1934). A
contagem total e diferencial de leucocitos foi realizada em extensbes sanguineas
coradas pancromicamente com May Grunwald-Giemsa-Wright (Tavares-Dias e
Moraes, 2006) e observadas em microscopio optico comum.

A analise da atividade respiratoria dos leucdcitos foi realizada seguindo
metodologia descrita por Biller-Takahashi (2013), em que em eppendorfs contendo 50
ML de nitroazul de tetrazolium (NBT) foi adicionado 50 uL de sangue. As amostras
foram incubadas por 30 min no escuro em temperatura ambiente e 50 pL desta
solugao foi adicionada a 1 mL de N,N-dimetilformamida agitada e centrifugada, a
leitura realizada em espectrofotdmetro (540 nm absorbancia).

O restante do sangue total foi centrifugado (1500xg a 4°C durante 10 min) para
separagao do soro, o qual foi estocado a -80°C para posterior analise da concentragao
de proteina total, albumina, aspartato amino transferase (AST) e alanina amino
transferase (ALT). Todas as analises seguiram a recomendacao do fabricante (Kit
Labtest). Também foram realizadas analise da atividade sérica da lisozima e atividade
do sistema complemento (AHCS50).

A concentragao da lisozima foi determinada segundo metodologia proposta por
Ellis (1990), modificada por Abreu (2009) e Zanuzzo et al. (2017).
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A atividade do sistema complemento (via alternativa) foi estimada de acordo
com a metodologia descrita por Zanuzzo et al. (2015). Para tanto, 90 ul de cada
amostra de soro mais 10 pl de tampdo TEA-EGTA-Mg?* (acido trietanolamina
etilenoglicol tetracético, 8 mM, 2 mM de Mg?* e 0,1% de gelatina) foram adicionados
a 200 pl de solugdo contendo eritrocitos de coelho (2 x 108 células por mL). A atividade
foi transformada pela seguinte formula: ACHS0 = 1/ leitura da amostra de acordo com
Zanuzzo et al. (2017).

2.5 indice hepatossomatico

Os mesmos 60 animais coletados no dia 58 para avaliacdo dos parametros
hematoldgicos, imunoldgicos e bioquimicos, voltaram para o anestésico (solugao
alcodlica de benzocaina (100 mg L"), até a constatagdo da morte pela auséncia de
batimentos operculares. Os animais foram necropsiados e o figado retirado para
pesagem. O indice hepatossomatico foi avaliado através da formula: IHS (%) = 100

(peso do figado /| peso corporal final).

2.6 Desempenho produtivo

Antes do inicio da alimentacdo com as dietas contendo os probidticos e nos
dias 15, 30 e 58, os animais foram manejados para biometria e os seguintes
parametros foram avaliados: ganho de peso- GP (g) = peso corporal final (g) - peso
corporal inicial (g); ganho de peso diario- GPD = ganho de peso (g) / n° de dias;
consumo meédio diario- CMD (g) = [(consumo / n° de peixes / n° dias ]; consumo total
por periodo- CTP; taxa de conversao alimentar- TCA (g/g) = consumo de alimento (g)
/ ganho de peso(g),; taxa de crescimento especifico- TCE (%) = 100 [(In peso corporal
final - In peso corporal inicial) | dias experimentais].

2.7 Resisténcia a infeccao por Aeromonas hydrophila

Apos a biometria no dia 58, todos os peixes de todos os tratamentos foram
avaliados quanto a sua resisténcia a bactéria A. hydrophila. A cepa foi cultivada em
TSA (agar triptona soja, Neogen, EUA) durante 24 h a 28°C. Apos o crescimento em
placa, a cepa foi transferida para TSB (caldo triptona soja, Neogen, EUA) e incubada
durante 24 h a 28°C. O crescimento foi confirmado através da turvacdo do caldo e a
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cultura bacteriana foi centrifugada a 3000xg a 4°C durante 10 min. O “pellet” resultante
desta centrifugacédo foi ressuspendido em PBS e novamente centrifugado. Este
procedimento foi repetido mais duas vezes para completa retirada do meio de cultura.
ApoOs a lavagem, a cepa foi ressuspendida em PBS e sua concentragao determinada
por densidade optica a 600 nm (OD600). A dose foi estabelecida apos realizagéo da
DL50 (foram testadas diferentes doses até estabelecer a dose que atingisse a
mortalidade de 50% dos animais). Para a DL50, os peixes foram divididos em caixas
d’agua na densidade de10 peixes/caixa) e a dose letal determinada foi 0,423 ODeoo
equivalente a 1,16 x 108 UFC mL™".

Os animais foram inoculados intraperitonealmente (14 peixes por caixa) na
quantidade de 0,1 ml de inéculo (1,16 x 108 UFC mL™") para cada 10 g de peixe e 0s
sinais clinicos, o comportamento e a mortalidade diaria foram monitorados durante 16

dias.

2.8 Histoquimica intestinal

No dia 58, apds a colheita sanguinea, os trés animais de cada caixa (12 por
tratamento), foram eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico em solugao
alcodlica de benzocaina (100 mg L") e os intestinos excisados por corte longitudinal
de modo a manter as vilosidades expostas e fixados individualmente em formol
tamponado 10% durante 24 h e desidratadas em série ascendente de alcool
diafanizadas em xilol, e incluidas em parafina, para obtengédo de cortes histolégicos
semisseriados. As amostras foram divididas em trés regides (anterior, médio e
posterior) e cortadas (5 ym de espessura) para obtencdo das laminas e coradas com
hematoxilina eosina (H&E) para analise estrutural das amostras e com acido periddico
de Schiff (PAS) para a detecgdo de secregdo de mucosubstancias neutras pelas
células caliciformes. Também foi realizada a reagdo de PAS + AB pH 2,5 (Azul de
Alcian) para a detecgdo de muco substancias conjugadas (neutras + acidas) pelas
células caliciformes. A seguir, foram realizadas as reagdes de AB pH 2,5 e AB pH 0,5
para a deteccao de secrecdo de mucosubstancias acidas carboxiladas e sulfatadas
(Behmer et al., 1976).

2.9 Analise da composig¢ao microbiana intestinal
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No dia 58, foram coletados 15 peixes (que n&o passaram por colheita
sanguinea), compondo trés peixes por tratamento. Os animais foram eutanasiados
por aprofundamento do plano anestésico em solugao alcodlica de benzocaina (100
mg L"), lavados e limpos com alcool 70%, levados para fluxo laminar, onde foram
necropsiados de forma asséptica e os intestinos foram excisados, abertos e lavados
com solugdo PBS estéril, para retirada do material fecal e microrganismos néao
fixadores e mantidos em tubos tipo eppendorf estéreis em freezer -80°C até sua
utilizacao.

Para coleta da microbiota intestinal, os intestinos foram raspados com alga
bacteriologica estérii e seu conteudo depositado em tubos contendo solugéo
NeoSample-Z (Neoprospecta). As analises das amostras foram realizadas através da
metodologia DMD, utilizando o sequenciamento de DNA em larga escala por NGS
(Next Generation Sequencing). Para esta identificacdo foram utilizadas regides
universais do DNA de bactérias que codificam partes do RNA ribossomal (16S rRNA),
utilizando cobertura média de 50 mil reads, paired-end.

2.10 Forma de analise dos resultados

A analise estatistica foi realizada utilizando o sofware SigmaStat (versao 3.5).
Os dados foram analisados através de two-way ANOVA, sendo consideradas
diferencgas significativas quando verificadas probabilidades inferiores ou iguais a 0,05
(p =0,05).

3 Resultados
3.1 Analises hematolégicas

A adigdo das duas cepas probidticas a ragéo nas concentragdes 10’ e 10° UFC

g' ndo afetou os parametros hematoldgicos do tambaqui (p > 0,05) (Tabela 2 e 3).
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Tabela 2. Parametros hematolégicos de Colossoma macropomum apés 0, 15, 30 e 58 dias
de alimentagéo com as dietas Controle, Lactococcus lactis 107 UFC g, Lactococcus lactis
10° UFC g, Pediococcus pentosaceus 10" UFC g e Pediococcus pentosaceus 10° UFC g'.

0 dias
Parémetros hematoldgicos P. P.
Controle L. lactis 107 L. lactis 10° pentosaceus  pentosaceus
107 10°
Hematdcrito (%) 24,80+ 10,33 25,00 +2,21 22,91+ 2,67 25,09 £ 8,15 22,81+7,25
Hemoglobina (g dL-") 6,39 £ 0,53 6,31+0,50 6,45+ 0,63 6,44 + 0,50 6,33 £ 0,56
RBC (106 mm-3) 1,72+ 0,27 1,68 £ 0,17 1,83 +0,30 1,78 £ 0,15 1,73+0,16
VCM (fL) 145,68 + 60,57 148,96 + 11,70 126,14 £ 13,10 140,40 +47,56 131,83 + 39,81
HCM (pg) 37,65 +4,45 37,60 + 2,67 35,61 + 3,83 36,35 + 3,45 36,65 + 1,59
CHCM (%) 25,82 +10,41 25,29+1,28 28,34 £ 2,86 26,08 £ 8,06 27,97 £ 8,34
15 dias
Hematdcrito (%) 27,66 £ 1,92 27,75+ 2,52 27,25 £ 2,37 27,16 £ 2,36 26,50 £ 2,54
Hemoglobina (g dL-") 7,45+0,38 7,26 £ 0,44 7,16 £ 0,37 6,96 + 0,32 7,12+ 0,41
RBC (106 mm-3) 1,93+0,13 1,92+0,14 1,91+0,19 1,96 £ 0,25 1,84 £ 0,12
VCM (fL) 143,18 £ 12,41 145,30 £ 17,65 143,83+ 17,68 140,29 +£20,79 143,89 + 15,17
HCM (pg) 38,63 + 2,39 37,90+ 2,13 37,82+ 3,72 35,95 +4,71 38,68 +2,15
CHCM (%) 27,03+£2,19 26,38 £ 2,92 26,47 £2,70 25,81+ 2,55 27,16 £ 3,40
30 dias
Hematdcrito (%) 29,66 £ 2,05 30,08 +2,10 30,50 + 1,67 29,91+£215 28,75+ 217
Hemoglobina (g dL-") 7,79+0,82 7,95+ 0,55 8,06 £ 0,74 8,22 £ 0,47 7,63+0,43
RBC (106 mm-3) 1,91 £ 0,07 1,94 £ 0,15 1,94 £ 0,19 1,91+ 0,11 1,86+ 0,13
VCM (fL) 154,98 + 8,11 154,87 £ 11,86 157,62+ 13,10 156,43 £ 10,48 154,54 + 12,49
HCM (pg) 40,82+4,85 40,94 + 3,20 41,63 £ 4,31 43,08+ 3,53 41,03 £ 2,17
CHCM (%) 26,37 £ 3,16 26,52 £ 2,38 26,41 +£1,71 27,61+ 2,51 26,63 £ 1,45
58 dias
Hematdcrito (%) 28,54 £ 8,53 28,50 £ 2,90 25,75+ 1,95 26,90 + 8,57 27,16 £ 2,75
Hemoglobina (g dL-") 7,73 2,30 7,98 +0,74 7,44 £ 0,50 7,77 £2,28 7,75+ 0,56
RBC (106 mm-3) 1,79+ 0,54 1,76 £ 0,16 1,62+ 0,11 1,73 +0,52 1,72+0,19
VCM (fL) 160,04 £ 48,12 162,15+ 12,98 159,38 + 14,71 155,06 + 48,25 158,02 + 12,15
HCM (pg) 43,33+ 12,99 45,50 + 3,61 46,05 + 3,96 45,01 £ 13,41 45,18 £ 3,05
CHCM (%) 2717 £ 8,14 28,17 £ 2,62 28,94 £ 1,46 29,60 £ 10,32 28,71+ 2,53

Tabela 3. Contagem total e diferencial dos leucécitos de Colossoma macropomum apés 0,
15, 30 e 58 dias de alimentagdo com as dietas Controle, Lactococcus lactis 107 UFC g,
Lactococcus lactis 10° UFC g™, Pediococcus pentosaceus 107 UFC g' e Pediococcus
pentosaceus 10° UFC g™

0 dias

Parémetros hematologicos . . P. P.
Controle L. lactis 107 L. lactis 10° pentosaceus  pentosaceus

107 10°
Trombdcitos (x10% mm-3) 15,26 + 8,80 19,11 +11,63 17,80+12,14 8,99+9,60 16,19 + 10,06
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Leucacitos (x103 mm3) 17,78 + 13,64 20,01 +16,42 23,77+19,82 14,98+11,00 16,96 +12,14
Linfocitos (x10° mm-3) 14,28 + 13,46 16,78 +1541 18,93+18,69 11,58+10,46 13,84+ 11,11
Mondcitos (x10%2 mm3) 3,80 +2,37 3,74 + 3,39 6,19+ 9,11 2,82 + 3,80 2,33+£2,23
Neutrofilos (x10%2 mm-3) 29,58 + 15,69 25,95+13,44 36,94+ 18,31 29,99+12,54 26,59 + 11,41
CGE (x10" mm3) 4,32+7,19 12,37 £ 17,49 26,41 +£35,83 1,49+2,99 7,30 £ 13,58
Eosindfilos (x10" mm-3) 9,27 £ 10,25 10,90 £ 11,67 16,47 £16,69 7,64 +6,53 10,83 £ 8,72
Basofilos (mm-3) 0 0 0 0 0
Leu. imaturos (x10' mm=3) 2,62 + 2,81 2,18 + 3,01 9,19 + 10,63 2,25+ 2,76 4,56 £ 6,38
15 dias
Trombocitos (x10° mm-3) 25,07 £13,50 27,49+12,72 25,28+10,25 28,66+ 12,37 28,14+ 12,54
Leucacitos (x103 mm3) 19,23 £ 5,95 17,79 £ 6,26 20,54+ 7,59 20,21+ 6,44 19,24 + 10,00
Linfocitos (x10° mm-3) 16,61 £ 6,77 14,59 + 5,68 17,85+ 7,78 17,73+ 6,18 16,78 £ 9,33
Mondcitos (x10%2 mm-3) 5,24 + 3,36 4,99 1 3,35 6,86 + 3,68 7,58 + 3,61 8,64 + 5,01
Neutrofilos (x10%2 mm-3) 17,28 + 18,88 23,21 +13,78 16,86+ 16,13 14,02+11,19 11,13+9,32
CGE (x10" mm3) 15,99 + 12,27 14,03 +11,31 12,66 +14,47 13,03+13,67 17,77 +23,82
Eosindfilos (x10" mm-3) 12,48 + 16,53 20,91+20,82 9,89+ 16,61 16,32+ 14,20 20,49 £ 30,42
Basofilos (mm?) 0 0 0 0 0
Leu. imaturos (x10' mm=3) 8,38 + 6,25 2,75+ 5,38 9,48 + 10,83 3,44 + 5,42 9,51 + 14,66
30 dias
Trombacitos (x10° mm-3) 33,15+13,67 31,17+17,01 29,94+18,05 34,62+13,75 31,21+16,38
Leucacitos (x103 mm3) 24,30+12,97 16,47 +6,98 18,88 + 7,73 23,86 +10,19 19,91+7,38
Linfocitos (x10° mm-) 21,94 +12,27 14,68 +6,34 16,36 £ 7,57 21,54 + 9,43 17,83 £ 6,91
Mondcitos (x10%2 mm-3) 9,83 +4,36 7,65+4,14 8,39 + 3,96 9,22 + 4,49 7,84 +4,18
Neutrofilos (x10%2 mm-3) 8,45+ 5,60 7,34 £4,24 14,66 £ 13,92 9,82 + 8,68 10,11 £ 5,94
CGE (x10" mm3) 11,85+17,55 8,18+ 12,74 8,33+£12,89 9,51+ 14,25 12,96 + 27,79
Eosindfilos (x10" mm-3) 28,73+31,92 13,51+20,35 7,71+£10,20 17,22 £+ 14,05 12,65+ 12,14
Basofilos (mm-?) 0 0 0 0 0
Leu. imaturos (x10' mm=3) 12,34 + 2351 6,97 + 11,85 4,83 £ 6,87 14,54 £ 19,86 2,90 + 5,50
58 dias
Trombocitos (x10° mm-3) 35,85+£12,22 18,97+14,26 23,03%6,70 24,78 + 16,89 27,56 £ 5,06
Leucacitos (x103 mm3) 25,35+14,16 17,69+7,22 21,50+ 13,62 14,33+5,64 22,02 + 10,54
Linfocitos (x10° mm-3) 23,08+13,16 14,81 5,62 19,30 £ 13,55 12,22 +4,90 18,81 £ 10,88
Mondcitos (x10%2 mm-3) 8,67 £ 9,65 7,54 £5,23 7,94 + 4,91 7,59 +4,33 9,48 + 2,15
Neutrofilos (x10%2 mm-3) 9,40 £ 3,95 18,62 + 18,59 10,98 £ 8,54 11,74 £ 6,39 18,36 + 10,48
CGE (x10" mm3) 16,10+ 17,33 12,16 +12,48 9,31+ 11,51 5,69 £ 7,40 8,83 + 14,40
Eosindfilos (x10" mm-3) 21,03 46,23 3,92+6,35 16,66 + 17,28 8,17 + 8,77 29,07 + 38,32
Basofilos (mm-3) 10,21 +£27,02 O 7,33 +20,73 0 0
Leu. imaturos (x10' mm=3) 8,59 + 10,04 9,69+ 9,79 3,54 + 5,51 3,69 + 5,60 4,47 £ 9,41

3.2 Analises bioquimicas

A proteina total, albumina, globulina, albumina:globulina, ALT e AST nao foram

alteradas apos alimentacdo por 58 dias com as dietas contendo as bactérias
probidticas (p > 0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros bioquimicos de Colossoma macropomum apés 0, 15, 30 e 58 dias de
alimentagdo com as dietas Controle, Lactococcus lactis 10" UFC g, Lactococcus lactis 10°
UFC g, Pediococcus pentosaceus 107 UFC g™ e Pediococcus pentosaceus 10° UFC g'.

0 dias
Parametros bioquimicos P. P.
Controle L. lactis 107 L. lactis 10° pentosaceus  pentosaceus
107 10°
Proteina (g dL™") 3,07 +0,32 2,89+0,28 3,12+0,28 3,07 +0,32 2,87 +0,35
Albumina (g dL™") 0,60 + 0,04 0,58 + 0,06 0,62 + 0,06 0,63 + 0,08 0,63 0,10
Globulina (g dL™) 2,47 + 0,30 2,31+0,31 2,51+0,27 2,44 +0,32 2,25+ 0,36
A:G(gdL™") 0,25+ 0,03 0,26 + 0,05 0,25+ 0,03 0,26 + 0,05 0,29 + 0,07
ALT (U L") 8,68 4,73 9,57 + 4,36 12,04 + 5,59 12,05 + 3,38 10,83 + 4,01
AST (U L") 59,33+10,38 59,07 + 6,54 60,30+ 13,93 61,68 +11,61 58,92+ 13,31
15 dias
Proteina (g dL™") 3,90+0,28 3,73+0,29 3,76 £ 1,72 3,64 £ 0,30 3,71+0,33
Albumina (g dL™") 0,78 + 0,06 0,75+0,23 0,75+ 0,06 0,71 £ 0,06 0,74 £ 0,07
Globulina (g dL™) 3,13+0,26 2,95+0,88 3,00+ 1,37 2,93+0,33 2,97 £ 0,29
A:G(gdL™") 0,25+ 0,02 0,26 + 0,08 0,25+ 0,11 0,25+ 0,04 0,25 + 0,02
ALT (U L") 15,24 + 4,74 14,55 + 4,66 14,19 £ 3,49 13,29 + 3,04 15,83 + 4,81
AST (U L") 73,96 £ 16,51 74,57 + 14,07 65,08+12,61 67,52+13,01 70,32+ 16,03
30 dias
Proteina (g dL™") 4,02+1,18 3,92+1,58 4,00 £ 1,23 3,96 £ 0,29 4,04 £1,59
Albumina (g dL™") 0,77 £ 0,30 0,76 £ 0,30 0,75+0,23 0,74 £ 0,05 0,74 £ 0,29
Globulina (g dL™) 3,23+1,27 3,16 £ 1,29 3,25+ 1,01 3,23+0,29 3,31+1,30
A:G(gdL™") 0,24 + 0,09 0,25+0,10 0,24 + 0,07 0,23 + 0,02 0,23 + 0,08
ALT (U L") 12,77 + 3,39 13,65+ 2,89 14,84 + 4,35 14,52 + 6,70 15,94 + 3,86
AST (U L") 77,25+2539 66,88+11,20 73,93+22,11 70,07 +9,91 74,88 £ 12,31
58 dias
Proteina (g dL™) 3,21+0,23 3,38+0,38 3,32+0,25 3,22+0,22 3,28 £ 0,29
Albumina (g dL™") 0,64 + 0,04 0,65+ 0,19 0,65 + 0,04 0,64 + 0,04 0,65+ 0,03
Globulina (g dL™) 2,57 +0,23 2,71 +0,86 2,67 +£0,25 2,57 +0,22 2,64 +0,30
A:G(gdL™") 0,25+ 0,03 0,25+ 0,08 0,25 + 0,02 0,25 £ 0,02 0,25+ 0,03
ALT (U L") 14,04 + 5,68 11,99 + 4,05 15,30 + 6,83 10,68 + 2,85 12,22 +2,92
AST (U L") 77,21+£18,48 64,72+10,98 77,08+16,44 63,81+11,45 66,82+9,35

Albumina:Globulina (A:G)

3.3 Analises imunolégicas

O complemento, a lisozima e a atividade respiratdria dos leucocitos (burst

oxidativo) ndo foram alterados apds alimentagéo por 58 dias com as dietas contendo

as bactérias probidticas (p > 0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Parametros imunoldgicos de Colossoma macropomum apés 0, 15, 30 e 58 dias de
alimentacdo com as dietas Controle, Lactococcus lactis 10" UFC g, Lactococcus lactis 10°

UFC g, Pediococcus pentosaceus 107 UFC g™ e Pediococcus pentosaceus 10° UFC g'.

0 dias
Parémetros imunoldgicos P. P.
Controle L. lactis 107 L. lactis 10° pentosaceus  pentosaceus
107 10°
Complemento (min) 29,00+ 18,15 23,60+8,59 40,73+36,46 29,02+18,51 29,26+ 19,73
Lisozima (x10%ng uL™") 10,63 + 8,27 12,72+10,35 10,33+247 11,40+ 11,78 8,74+ 2,49
Burst (OD) 0,387 +0,022 0,373+0,028 0,383 +0,0434 0,377 +0,022 0,372+0,019
15 dias
Complemento (min) 34,08 £20,70 36,83+24,37 29,43+16,70 38,77 +22,49 25,65+7,53
Lisozima (x10%ng uL™") 13,391 7,74 12,28 + 6,72 10,42 + 5,60 13,43 +8,48 10,60 + 4,00
Burst (OD) 0,454 +£0,020 0,443+0,030 0,451+0,020 0,447+0,017 0,451+0,014
30 dias
Complemento (min) 22,10+10,97 30,35+33,05 19,20+£10,17 30,62+17,60 21,25+ 14,48
Lisozima (x10%ng uL™") 7,40 + 3,94 8,63 + 4,69 7,69+ 3,77 9,44 +2,73 10,91 + 10,48
Burst (OD) 0,392+0,012 0,395+0,015 0,387+0,017 0,390+0,017 0,388 +0,013
58 dias
Complemento (min) 60,80 + 56,34 69,69 + 66,92 lig:gg * 44,52 23,72 ;ﬁ:gg *
Lisozima (x10%ng uL™") 9,25+ 2,96 10,67 £ 4,24 10,27 £ 4,54 9,95+ 4,90 9,27 + 4,87
Burst (OD) 0,384 +0,114 0,382+0,019 0,389+0,113 0,382+0,111 0,372+0,018

3.4 indice hepatossomatico

O indice hepatossomatico nao foi alterado apds alimentacido por 58 dias com

as dietas contendo as bactérias probidticas (p > 0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. indice hepatossomatico de Colossoma macropomum apds 58 dias de alimentagéo
com as dietas Controle, Lactococcus lactis 10" UFC g, Lactococcus lactis 10° UFC g,
Pediococcus pentosaceus 107 UFC g™' e Pediococcus pentosaceus 10° UFC g'.

58 dias
indice hepatossomatico (%) P. P.
Controle L. lactis 107 L. lactis 10° pentosaceus  pentosaceus
107 10°
1,67 £ 0,25 1,79+ 0,42 1,73+ 0,26 1,53 £ 0,52 1,67 £ 0,32

3.5 Desempenho produtivo

A adicdo das bactérias potenciais probidticas a ragdo na concentragdo 107 e

10° UFC/g nao afetou o desempenho produtivo do tambaqui (p > 0,05) (Tabela 7 e 8).
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Tabela 7. Desempenho produtivo de Colossoma macropomum apés 0, 15, 30 e 58 dias de
alimentacdo com as dietas Controle, Lactococcus lactis 10" UFC g, Lactococcus lactis 10°
UFC g, Pediococcus pentosaceus 107 UFC g™ e Pediococcus pentosaceus 10° UFC g'.

0 dias
Desempenho produtivo P. P.
Controle L. lactis 107 L. lactis 10° pentosaceus  pentosaceus
107 10°
Peso (g) 59,28 + 1,96 59,09 + 2,45 58,54 + 2,20 59,69 + 1,21 58,48 + 2,66
CT (cm) 16,15+ 0,42 16,12+ 0,48 16,02 £ 0,25 16,31 £ 0,27 15,97 £ 0,50
CP (cm) 12,58 £ 0,22 12,74 £ 0,24 12,55+0,14 12,74 £ 0,17 12,53 £ 0,21
15 dias
Peso (g) 75,06 + 6,62 75,65 + 5,62 75,28 + 2,94 75,84 + 2,24 73,03 + 2,51
CT (cm) 17,28 £ 0,57 17,22 £ 0,45 17,24 £ 0,16 17,28 £ 0,08 17,09 £ 0,19
CP (cm) 13,65+ 0,54 13,77 £ 0,41 13,68 £ 0,26 13,64 £ 0,18 13,47 £ 0,20
30 dias
Peso (g) 88,20+ 10,42 87,60+ 6,41 88,09 + 4,11 87,86 + 3,51 83,42 + 2,88
CT (cm) 17,83 £ 0,86 17,78 £ 0,44 17,58 £ 0,23 17,77 £ 0,30 17,43 £ 0,26
CP (cm) 14,28 £ 0,77 14,23 £ 0,42 14,26 + 0,33 14,18 £ 0,39 13,99 0,12
58 dias
Peso (g) 131,26 £ 21,49 130,35+ 14,50 132,50 + 14,47 122,45+ 14,05 121,86 + 3,65
CT (cm) 19,57 £ 0,94 19,53 £ 0,68 19,63 £ 0,67 19,05 £ 0,61 18,96 £ 0,19
CP (cm) 14,93 £ 0,86 14,94 £ 0,68 15,13 £ 0,68 14,77 £ 0,65 14,68 £ 0,31

Comprimento total (CT); Comprimento padréo (CP)

Tabela 8. Desempenho produtivo de Colossoma macropomum apés 0, 15, 30 e 58 dias de
alimentagdo com as dietas Controle, Lactococcus lactis 10" UFC g, Lactococcus lactis 10°
UFC g, Pediococcus pentosaceus 107 UFC g™ e Pediococcus pentosaceus 10° UFC g.

0-15 dias
Desempenho P. P.
produtivo Controle L. lactis 107 L. lactis 10° pentosaceus  pentosaceus

107 10°

GP (g) 15,78 £ 4,78 16,45 + 3,59 16,74 £ 1,07 16,15+ 1,90 14,54 £ 2,78
GPD (g) 1,05+ 0,31 1,09 £ 0,23 1,11+ 0,07 1,07 £ 0,12 0,96+ 0,18
CMD (g) 1,74 £ 0,31 1,74 £ 0,16 1,72+ 0,01 1,73+ 0,09 1,66 £ 0,14
CTP (x10' g) 65,58 £ 11,66 65,55+ 6,24 64,63 + 0,68 65,18 £ 3,57 62,60 + 5,31
TCA(gg™) 1,71+£0,25 1,62+ 0,19 1,54 £ 0,10 1,62+0,13 1,76 £ 0,30
TCE (%) 1,55+ 0,38 1,62 £ 0,26 1,67 £ 0,08 1,59 £ 0,17 1,48 £ 0,29

15-30 dias
GP (g) 13,14 £ 4,99 12,04 + 1,82 12,81 £ 2,00 12,01 £ 2,63 10,38 + 3,42
GPD (g) 0,87 +0,33 0,80+0,12 0,85+0,13 0,80+0,17 0,69 + 0,22
CMD (g) 1,45+ 0,31 1,38 £ 0,08 1,39+ 0,08 1,37 £ 0,10 1,41+ 0,21
CTP (x10' g) 47,92+ 10,43 45,69 £+ 2,69 46,06 +2,64 45,32+ 3,59 46,58 + 7,24
TCA(gg™) 1,73+ 0,31 1,75+ 0,27 1,65+ 0,16 1,74 £ 0,22 2,15+0,59
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TCE (%) 0,88+ 0,14 0,98 £ 0,13 1,04 £ 0,14 0,97 £ 0,19 0,88 £ 0,28
30-58 dias
GP (g) 43,05+ 11,58 42,74 +9,93 4433+12,05 34,58+10,88 38,44+ 1,43
GPD (g) 1,53+ 0,41 1,52 + 0,35 1,58 + 0,43 1,23 +0,38 1,37 £ 0,05
CMD (g) 2,40+0,52 2,42 +0,31 2,48 + 0,40 2,21 +0,37 2,28 +0,22
CTP (x10' g) 12,77 £ 2,78 12,90 + 1,66 13,22 +2,17 11,75+ 1,99 12,14+ 1,18
TCA (gg™) 1,58 £ 0,09 1,62 + 0,21 1,61+0,21 1,88 £ 0,39 1,66 + 0,12
TCE (%) 1,40 £ 0,20 1,40+ 0,24 1,44 + 0,31 1,168 £ 0,30 1,35+ 0,04

Ganho de peso (GP); Ganho de peso diario (GPD); Consumo médio diario (CMD); Consumo total por periodo (CTP); Taxa de

conversao alimentar (TCA); Taxa de crescimento especifico (TCE)

3.6 Resisténcia a infeccao por Aeromonas hydrophila

A adigdo das cepas com potencial probiotico a ragdo na concentragdo 107 e 10°
UFC g™ ndo afetou a sobrevivéncia dos tambaquis apds desafio bacteriano (p > 0,05)
(Figura 1).

Controle L. lactis 107 L. lactis 109 P. pentosaceus 107 P. pentosaceus 109
100

80
70 F
60

50

Sobrevivéncia (%)

30 F

20

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Dias pds-desafio

Figura 1. Sobrevivéncia de Colossoma macropomum desafiados contra Aeromonas
hydrophila, apés 58 dias de alimentagdo com as dietas Controle, Lactococcus lactis 10" UFC
g, Lactococcus lactis 10° UFC g', Pediococcus pentosaceus 10 UFC g e Pediococcus
pentosaceus 10°.
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3.7 Histoquimica intestinal

A reacado de H&E (Figura 2), demonstrou que o intestino anterior do grupo que
nao recebeu ragdo contendo bactérias probidticas (controle) estava organizado
histologicamente por duas camadas musculares, sendo uma circular externa e uma
longitudinal interna. Ap6s a camada muscular, encontra-se a submucosa, formada por
tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos. Acima da submucosa, a formagao
mucosa formada por um epitélio prismatico/colunar simples com a presenca de células
caliciformes. A area absortiva apresentava uma densa camada de muco, dando
origem a borda em escova. O intestino médio deste mesmo grupo apresentou
organizagao histologica similar ao anterior, porém com maior numero de vilosidades
intestinais. O intestino posterior apresentou organizag&o similar aos anteriores, com
maior espacamento entre as vilosidades intestinais.

O intestino anterior, médio e posterior dos peixes alimentados com as dietas
contendo Lactococcus lactis 107, Lactococcus lactis 10°, Pediococcus pentosaceus
107 e Pediococcus pentosaceus 10° apresentaram organizagao histologica similar ao
controle.

Na reagdo de PAS, as vilosidades intestinais do intestino anterior, médio e
posterior do grupo controle, apresentaram entre as células do epitélio absortivo,
células caliciformes secretoras de mucosubstancias neutras que auxiliam na formacao
da borda em escova protetora da regido absortiva dos enterdcitos. Na regido anterior
e posterior a quantidade relativa de células caliciformes foi menor, quando comparada
a regidao meédia, sendo assim, ocorreu maior secrecdo de mucosubstancias neutras
nestas regides. A regido de sustentacéo do tecido epitelial absortivo apresenta baixa
intensidade a reagao de PAS.

Nos grupos alimentados com as duas concentragdes de Lactococcus lactis (107
e 10°) ocorreram diminuig&o da intensidade de secregdo de muco substancias neutras
pelas células caliciformes na regido anterior do intestino e aumento da presencga de
células caliciformes e da intensidade de secregao na regido posterior. Nos grupos
alimentados com ragdes contendo Pediococcus pentosaceus (107 e 10°) ocorreram
diminuicdo das células caliciformes na regido anterior e média, com diminui¢cado da

intensidade de secre¢cado de mucosubstancias neutras nestas regides.
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Na avaliagédo da reagcao PAS + AB pH 2,5, no grupo controle verificou-se que
as células caliciformes das trés regides do intestino secretam mucosubstancias
neutras e acidas (conjugadas), entretanto o padrao da borda em escova é mais neutro
(reagéo do PAS isolado), com menor presenga de mucosubstancias conjugadas. Nos
grupos alimentados com dieta suplementada com 107 e 10° de Lactococcus lactis
ocorreram menor presenca de células caliciformes secretoras de mucosubstancias
conjugadas em relagao ao controle, porém o padrao destas na borda em escova foi
similar. A diminuicdo de células caliciformes secretoras de mucosubstancias

conjugadas também ocorreram nos grupos alimentados com rag&o suplementada com

107 e 10° de Pediococcus pentosaceus.

iz 3 AR s L2 e Py o e C
Figura 2. Histologia intestinal do segmento anterior de Colossoma macropomum coradas com

H&E, (a) Lactococcus lactis 107, (b) Lactococcus lactis 10°, (c) Pediococcus pentosaceus 107,
(d) Pediococcus pentosaceus 10°. (V) vilosidade, (Em) espessura muscular, (seta) célula

caliciforme.
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3.8 Analise da composi¢ao microbiana intestinal

A adigdo das cepas com potencial probidtico a ragdo na concentragdo 107 e 10°
UFC g' modulou a microbiota intestinal dos tambaquis (Figura 3). Em termos de
numeros de sequéncias de DNA encontradas, os animais que receberam alimentacao
contendo as duas concentragdes de L. lactis apresentaram aumento na quantidade
de sequéncias e os animais alimentados com as duas concentracbes de P.
pentosaceus apresentaram diminuicdo em comparagdo com o grupo controle. Em
nivel de Filo, houve aumento na quantidade de Fusobacteria nos animais alimentados
com as duas concentragbes de L. lactis e com a maior concentragdo de P.
pentosaceus, ja em comparagdo com o Filo Firmicutis, houve uma diminuicdo nas
duas concentragdes de L. lactis e aumento nos animais alimentados com P.
pentosaceus na concentragdo de 107 UFC g'. Em nivel de espécie, a principal
encontrada foi Cetobacterium somerae, seguida por Helicobacter sp. e

Enterobacteriaceae bacterium.
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Figura 3. Analise da composigdo microbiana intestinal do Colossoma macropomum apos 58
dias de alimentagdo com as dietas Controle, Lactococcus lactis 10" UFC g™, Lactococcus
lactis 10° UFC g™, Pediococcus pentosaceus 10" UFC g' e Pediococcus pentosaceus 10°
UFC g, gréfico (a): quantificagdo do nimero de sequencias de DNA encontradas por
tratamento, (b): porcentagens encontradas em nivel de Filo, (c) em nivel de Classe, (d) em
nivel de espécie.

4 Discussao
Atualmente, um dos principais objetivos da produg&o aquicola € a manipulagéo

nutricional, junto a esta pratica, a manipulagdo da microbiota intestinal se tornou
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fundamental para atender as necessidades do setor (Egerton et al., 2018). A utilizagao
de probidticos € uma das melhores alternativas para modulagdo da microbiota
intestinal, que além de melhorar a saude geral do hospedeiro, o prepara para enfrentar
microrganismos patogénicos através de suas propriedades antibacterianas,
antifungicas e antivirais (Chauhan e Singh, 2019).

As cepas utilizadas neste trabalho, Lactococcus lactis e Pediococcus
pentosaceus séo exemplos de microrganismos acido laticos com potencial probidtico
que ja foram amplamente utilizados na aquicultura. A pesar de Khemariya et al. (2017)
afirmaram que a presencga de L. /actis em humanos e animais € acidental, por nao
serem encontrados em numero significativo em suas fezes, entretanto, em animais
produzidos na aquicultura, esta bactéria ja foi amplamente isolada e utilizada na
alimentagao.

Por exemplo, Feng et al. (2019) isolaram L. lactis de carpa comum (Cyprinus
carpio) e as alimentaram durante oito semanas com uma concentragéo de 5x108 UFC
g, obtendo melhora no desempenho produtivo, modulagdo de imunidade inata e
resisténcia contra doengas. Para o linguado verde-oliva (Paralichthys olivaceus) a
utilizagdo de L. lactis na concentragdo de 108 UFC g' de ragdo durante cinco
semanas, aumentou a taxa de crescimento, os parametros imunoldgicos nao
especificos e a suplementacido atrasou a mortalidade de 80% dos animais em trés
dias comparado ao controle em desafio contra Strepfococcus iniae (Heo et al., 2013).
El-Bouhy et al. (2021) utilizaram L. /actis nas concentragées 10° e 10" UFC g de
racdo por 60 dias para melhorar a toxicidade do mercurio e como estimulante
imunologico para bagre Africano (Clarias gariepinus).

A espécie P. pentosaceus também ja foi bem descrita como probiotico para
aquicultura, como Adel et al. (2017) que alimentaram camardes-brancos-do-pacifico
(Litopenaeus vannamei) com concentragdes de 106, 10" e 108 UFC g de P.
pentosaceus na ragao durante oito semanas e os resultados demonstraram melhora
no desempenho produtivo, atividade de enzimas digestivas, imunidade e tolerancia ao
Vibrio anguillarum. Para a carpa comum (C. carpio) Ahmadifar et al. (2020)
adicionaram P. pentosaceus nas concentragdes 107, 108 e 10° UFC g de ragéo e
apods 45 dias observaram melhorar no desempenho produtivo, atividade de enzimas
digestivas e nas respostas hematoimunologicas. A mesma bactéria também foi
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estudada em bijupira (Rachycentron canadum) por Xing et al. (2013), que alimentaram
os animais por duas semanas com ragéo suplementada com a bactéria (10° UFC g')
e observaram respostas positivas na taxa de crescimento, no aumento da explosao
respiratoria dos leucdcitos e maior sobrevivéncia apos desafio contra Photobacterium
damselae.

Apesar dos resultados promissores obtidos com a suplementagdo com
probidticos para diferentes espécies aquaticas, a microbiota intestinal depende
também de outros fatores como, multiplas interacbes da espécie hospedeira-
microrganismo endogeno, genética, estagio de desenvolvimento, dieta, ambiente e
sexo (Piazzon et al., 2019; Piazzon et al., 2020).

A suplementagcdo com as cepas L. lactis e P. pentosaceus para tambaquis
saudaveis, nas concentragdes 10’ e 10° UFC g por 58 dias ndo melhoraram as
respostas hematoldgicas (hematocrito, hemoglobina, RBC, VCM, HCM, CHCM,
contagem total e diferencial dos leucocitos), bioquimicas (proteinas totais, albumina,
globulina, A:G, ALT e AST) e imunoldgicas (complemento, lisozima, e burst), também
nao alteraram o indice hepatossomatico, o desempenho produtivo e a resisténcia a
infecgédo contra Aeromonas hydrophila.

Corroborando com os resultados encontrados, Paixdo et al. (2017) que
alimentaram tambaquis com Bacillus subitilis aléctone na concentragéo de 10° UFC g
' de ragdo durante 90 dias e desafiaram os animais em outro experimento com a
mesma concentragcdo bacteriana apos alimentacdo por 60 dias, e eles nao
observaram diferengas em nenhum dos parédmetros analisados (desempenho
produtivo, composigao corporal e respostas hematoldgicas). Porém, quando utilizou
uma cepa de Saccharomyces cerevisiae nas mesmas condi¢cdes, eles obtiveram
melhorias nos parametros hematolégicos.

Ainda Ferreira et al. (2014) utilizaram um mix de Bacillus comercial (B.
licheniformis, B. subtilis e B. pumilus) na alimentagao de tambaquis durante 60 dias e
também na agua de transporte, e n&o observaram influéncia da dieta no comprimento
intestinal e nas caracteristicas morfohistolégicas da mucosa.

Em contrapartida, Dias et al. (2018) ao alimentarem tambaquis durante 120 dias
com B. cereus autoctone com diferentes concentragdes (104, 106 e 108 UFC g), a
partir de 60 dias ja observaram aumento significativo no ganho de peso e
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produtividade e apos 120 dias observaram aumento no numero de eritrocitos, sendo
que a maior concentragdo (108 UFC g') também aumentou o valor de hematdcrito e
proteinas totais.

Azevedo et al. (2016) utilizaram uma cepa de B. subtilis aloctone (o preparado
de cepas continha 1x10" UFC g de produto e foi utilizado 2 g Kg™' de rag&o), na
alimentagdo do tambaqui durante oito semanas e observaram melhora na taxa de
crescimento, aumento na utilizagdo de alimento e nos parametros econdmicos
avaliados.

Santos et al. (2021) utilizaram B. subtilis na concentragéo 4 x 108 células mL""
na agua de um sistema de bioflocos durante 60 dias e observaram melhora no fator
de condi¢ao dos animais.

Na analise histoquimica intestinal deste estudo, foi observado um aumento no
numero de células caliciformes e na intensidade de secre¢do de muco substancias
neutras na regido posterior do intestino dos animais alimentados com as duas
concentragcdes de L. lactis, enquanto que para os animais alimentados com dieta
suplementada com P. pentosaceus houve diminuicdo das células caliciformes na
regido anterior e média, com diminuigdo da intensidade de secrecdo de muco
substancias. Este aumento e diminui¢do de células e producdo de muco pode estar
relacionado com o numero de sequéncias de DNA encontrados na analise de
metagendmica dos intestinos, pois 0 0 muco que recobre a parede intestinal, acomoda
uma grande parte da microbiota e € local de fixagdo de microrganismos, sejam eles
probidticos, comensais ou patogénicos (Celebioglu e Svensson, 2018).

Para compreender totalmente a necessidade de modulacdo da microbiota
intestinal do tambaqui, € essencial estudos sobre a composicdo e o papel da
microbiota no crescimento e na saude desta espécie tdo importante para a aquicultura
brasileira.

Ao analisar a composigédo bacteriana do intestino do tambaqui neste estudo,
pode-se observar que os filos mais abundantes foram Fusobacteria, Proteobacteria,
Firmicutes e Bacteroidetes. Estes filos representam mais de 90 % da microbiota
intestinal de varias espécies de peixes de agua doce e marinhos (Ringo et al., 2016)
e estdo envolvidos em importantes fungdes no organismo dos peixes, como digestao,

absorcao de nutrientes e resposta imune (Ghanbari et al., 2015). Estes Filos também
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ja foram descritos em tambaquis com adi¢do do Filo Actinobacteria (Sylvain et al.,
2016), em pirarucu (Arapaima gigas) (Pereira et al., 2017) e pirapitinga (Piaractus
brachypomus) com adicdo de Actinobacteria, Sprirochaetas e Cyanobacteria
(Castafieda-Monsalve et al., 2019), em proporgdes diferentes porém fazendo parte
dos principais Filos encontrados em peixes de agua doce. Proteobacteria, Firmicutes
e Fusobacteria sédo relacionados ao processo digestivo em peixes, contribuindo com
enzimas e substratos (Smriga et al., 2010).

As espécies utilizadas como probidticos neste estudo ndo foram encontradas
na composi¢ao microbiana intestinal através de analise metagenémica, portanto, ndo
foram capazes de se fixar na parede intestinal do hospedeiro, fazendo parte apenas
da microbiota aloctone. Porém, foram capazes de modular a microbiota autoctone,
uma vez que as bactérias ingeridas podem ser benéficas enquanto estdo no intestino,
mas nao tém um efeito duradouro e o consumo continuo de probidticos € necessario
para um impacto sustentado (Moroni et al., 2021).

As cepas de L. lactis por exemplo diminuiram a presenga do Filo Firmicutis,
provavelmente através da produgédo de nisina (um composto antimicrobiano), que
apresenta grande atividade principalmente contra bactérias Gram-positivas, sendo
estas a maioria constituinte deste género (Li et al., 2018; Moroni et al., 2021). Ja os
animais tratados com as cepas de P. pentosaceus apresentaram maior quantidade de
bactérias do Filo Firmicutes. Este Filo em maior quantidade em relagdo ao
Bacteroidetes foi descrito em peixes podendo ser um fator que contribui para melhora
do desempenho produtivo (Li et al., 2013).

A espécie mais encontrada em todos os grupos, menos no grupo alimentado
com ragdo suplementada com P. pentosaceus 107 foi a Cetobacterium somerae. Esta
espécie esta relacionada a produgao de vitamina B12 no intestino de peixes de agua
doce, desta forma n&o necessitam de suplementacédo vitaminica (Sugita et al., 1991).
Outros estudos também encontram este género como o mais abundante no intestino
do pirarucu (Ramirez et al., 2018; Pereira et al., 2017), pirapitinga (Castafieda-
Monsalve et al., 2019), achiga (Micropterus salmoides) (Zhou et al., 2018) e tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus) (Adeoye et al., 2016).

Apesar da abundancia relativa, a baixa quantidade de espécies encontradas
neste trabalho, (Controle = 19, L. lactis 10" = 12, L. lactis 10°= 19, P. pentosaceus 107
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= 9, P. pentosaceus 10° = 21) pode ser considerada ruim, pois ha menor competigao
entre as espécies autoctones contra patdogenos oportunistas e invasores, podendo
colonizar o trato intestinal mais facilmente (Moroni et al., 2021; Rimoldi et al., 2020;
Apper et al., 2016).

Podemos concluir que as cepas L. lactis e P. pentosaceus utilizadas neste
trabalho n&o colonizaram o intestino do hospedeiro. Contudo, foram capazes de
modular a microbiota intestinal dos tambaquis. Porém, esta modulagdo nao foi
suficiente para melhorar parametros como hematoimunologia, desempenho produtivo

e resisténcia contra A. hydrophila.
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CAPITULO 4 - Consideracgdes finais

O presente estudo abordou a utilizagdo de cepas potencialmente probioticas
na alimentagcdo de tambaquis: Enterococcus hirae, Lactococcus lactis, Pediococcus
pentosaceus e Staphylococcus hominis. Os isolados foram investigados quanto ao
efeito na salde de tambaquis suplementados em diferentes concentragdes: 10°
UFC/g de ragdo no primeiro experimento e 107 e 10° UFC/g de ragdo no segundo
experimento. Apesar de alteragdes dos parametros de ALT, AST e burst dentro do
tempo de 60 e alteracdo na composicao microbiana intestinal no tempo de 58 dias,
nenhuma alteragdo foi suficiente para constatar o efeito imunomodulatorio ou
imunoestimulante dos potenciais probioticos nesta espécie. Conforme citado ao longo
do trabalho, outros estudos também analisaram a eficiéncia de probidticos para este
peixe e muitos encontraram resultados diferentes do esperado, quando comparados
com outras espécies. Geralmente os trabalhos que abordam a utilizacdo de
probiéticos relatam melhora em diversos parametros em tempos menores que 60 dias,
para o tambaqui, os trabalhos que apresentam resultados positivos precisaram de
mais tempo.

Trabalhos devem ser desenvolvidos para a compreensao do tempo necessario
para melhorar a resposta imune do tambaqui por cepas probidticas, analises mais
especificas sobre a microbiota deste hospedeiro também podem contribuir para

melhorar a producao desta espécie.



