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Resumo - a piscicultura brasileira vem aumentando a producdo nos Ultimos anos, entretanto com o aumento da densidade de

estocagem e manejos inapropriados, doengas bacterianas podem ocorrer no sistema de producao, causando lesdes, anemia e morte
dos peixes, gerando impactos econdmicos e ambientais a essa cadeia produtiva. Nesse cenario, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
resisténcia de tambaquis a Aeromonas hydrophila ap6s suplementagdo probidtica. Diante disto o objetivo do trabalho foi avaliar os
efeitos do probidtico Bacillus cereus na resisténcia de juvenis de Colossoma macropomum, desafiados com Aeromonas hydrophila.
Para tanto, inicialmente determinou-se a concentragdo letal do patégeno (10* UFC.g™, 10° UFC.g?, 10° UFC.g*, 107 UFC.g*
e 108 UFC.g" de A. hydrophila). Neste experimento foi possivel observar 100% de mortalidade nas concentrages 10" UFC.g*
e 10 UFC.g!, seguidos por 46,6% na concentracdo 10° UFC.g! e 100% de sobrevivéncia nas unidades com 10° UFC.g*
e 10* UFC.g™ do patégeno durante 96 horas de teste. A concentragéo letal obtida (CLso) foi de 2,7 x 10° UFC.g™. Essa concentragio
foi entdo utilizada no teste de desafio sanitario, em animais que foram alimentados durante 120 dias com ragdo incorporada
com B. cereus nas concentragdes 10* UFC.g ™7, 10° UFC.g™ e 10® UFC.g™, com mais dois tratamentos controles (com e sem a injegéo
do patégeno). Os animais do controle com a injecdo do patdgeno apresentaram menores taxas de sobrevivéncia de 33,4%. J& nos
tratamentos que os animais foram submetidos as dietas com probi6tico apresentaram 93,3%; 86,6% e 86,6% de sobrevivéncia, para
10* UFC.g}, 105 UFC.g* e 108 UFC.g* de B. cereus na racdo, respectivamente. Na avaliacdo dos parametros hematoldgicos houve
aumento nas concentragBes de leucdcitos, linfocitos e mondcitos, dos animais alimentados com probiético. O uso probiético
espécie-especifico de B. cereus favoreceu a resisténcia de juvenis de tambaqui a uma exposi¢do infecciosa com A. hydrophyla.

Termos para indexa¢do: hematologia, imunoestimulante, sanidade, tambaqui.

Introducéao

A producdo nacional de pescado no ano de 2010 foi de 1.264 mil toneladas, no qual 38% foram provenientes da aquicultura, com
previsdo de aumento produtivo de 8,3%/ano até 2020 (Brasil, 2010). Dentre as espécies mais produzidas no territdrio nacional,
destaca-se o tambaqui (Colossoma macropomum), espécie nativa de ampla distribuicdo geografica que se estende nas bacias dos rios
Orinoco e Amazonas. Sua potencialidade na aquicultura se refere ao seu desempenho em tamanho e peso e producdo aproximada de
135,86 mil toneladas (IBGE, 2016).

Entretanto, um dos principais gargalos produtivos sdo as mortalidades ocasionadas por agentes infecciosos, principalmente as
bactérias, que sdo responsaveis por grandes prejuizos reduzindo a lucratividade do setor. Para o tambaqui, ja foram relatadas
infec¢Bes bacterianas ocasionadas por Flavobacterium columnare, Streptococcus agalactiae, Pseudomonas sp. e Aeromonas
hydrophila (Marques et al., 2016; Paixao et al., 2017).

As bactérias do género Aeromonas tém aparecido, nos Gltimos anos, como agente primario causador de lesdes ulcerativas e
septicemia hemorragica em peixes de agua doce (Ghenghesh, 2001). Para controlar essa proliferacdo das doengas bacterianas nas
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pisciculturas comumente séo utilizados antibi6ticos e quimioterapicos. No entanto, o uso destes produtos de forma erronea, se torna
prejudicial para o meio ambiente e ao manipulador, possibilitando a selegdo de bactérias com genes de resistentes a estes
farmacos (Andrade-Porto et al., 2017; Julinta et al., 2017).

Como alternativa ao uso de antibidticos, nos ultimos anos destacam-se as rages funcionais, com o uso de
probidticos — que sdo microrganismos vivos, fornecidos na dieta do hospedeiro, que tem como intuito melhorar a sua
salde (Gatesoupe, 1999) a partir da melhoria do sistema imunolégico (Mourifio et al., 2017), além de beneficios
no desempenho produtivo (Giri et al., 2014). Diante desse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a resisténcia de
tambaquis suplementados com probidtico Bacillus cereus ao desafio sanitario com a bactéria patogénica
Aeromonas hydrophila.

Material e Métodos

O trabalho foi avaliado e aprovado pelo comité de ética da Embrapa (numero 29022016.0003), e foi realizado no Laboratério de
aquicultura da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE. Primeiramente, foi determinada a concentragdo letal média (CL50)
de A. hydrophila inoculadas intraperitonealmente em juvenis de C. macropomum, A bactéria foi ativada em meio de cultura
BHI por 24 horas a uma temperatura de 35° C, e em seguida foi mantida na concentracdo de 10 UFC.mL™. Para o teste de
concentracdo letal 50% (CLsg) foi usado um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos: 1,2 x 10* UFC.g™%;
1,2 x 10° UFC.gh 1,2 x 10° UFC.gh 12 x 10" UFCg! e 1,2 x 10® UFC.g' de peixe, mais um tratamento
controle (sem infeccdo do patdgeno), todos com trés repetices, contendo cinco peixes por repeticdo. O experimento teve
duracdo de 96 horas, sendo a mortalidade observada a cada 4 horas, para entdo o ClLsy ser estimado pelo método
Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 1977). Essa concentragdo foi entdo utilizada no teste de desafio sanitario dos tambaquis
suplementados com probi6tico

Teste in vivo de desafio apds suplementagéo probidtica

Juvenis de tambagqui foram suplementados com dietas contendo Bacillus cereus & 4,2 x 10* UFC.g™, 3,9 x 10° e 3,3 x108 UFC.g™ de
racdo, mais ragdo controle sem a inclusdo da bactéria, arracoados durante 120 dias. Apds suplementagdo realizou-se
0 desafio sanitario com injecdo de A.hydrophila na concentracdo letal estipulada anteriormente. No decorrer do desafio
sanitario foi observada a sintomatologia (ulceragdo, escurecimento da pele, exoftalmia e mortalidade) durante 96 horas.
Ao final, as amostras sanguineas dos peixes sobreviventes e moribundos foram coletadas por pungdo do vaso caudal,
com seringas umedecidas com EDTA (3%). A partir desta uma aliquota foi utilizada para determinar o nivel de glicose (mg.dL™)
utilizando o medidor automético Accu-Chek Active®, 10uL de sangue foi diluido em 1mL de solucdo
salina (0,65%) para a contagem de eritrdcitos em camara de Neubauer, o hematécrito (%) foi determinado
pelo método de microhematdcrito, a hemoglobina pelo modelo de cianometahemoglobina mensurado no
analisador  bioquimico Thermoplate® e para se determinar os niveis de proteina plasmatica totais (g.dL™?)
utilizou-se o refratbmetro  (Quimis®). De posse dos dados de eritrocito, hematdcrito e hemoglobina foram
calculados os indices hematimétricos: VCM (volume corpuscular médio = Ht x 100/n° eritrocitos = fL),
HCM (hemoglobina corpuscular média = taxa Hb x 10/n° eritrécitos = pg) e CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular
média = taxa HCM x 100/Ht = g.dL?). E para a contagem de células diferencial e total de leucécitos e trombécitos,
foram confeccionadas laminas de extensfes sanguineas e coradas com Pandtico NewProv.

De posse dos dados, estes foram submetidos as premissas de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e homocedasticidade
de Bartlett e entdo submetidas a analise de variancia (ANOVA), sendo o valor de F significativo, realizou-se o teste de
Tukey (p < 0,05) para comparagdo das médias.

Resultados e discussao

Os valores médios de qualidade de agua para temperatura (27,6+0,7 °C), oxigénio dissolvido (6,3+0,4 mg.L™), condutividade elétrica
(225,045,0 puS.cm™), pH (6,8+0,2) e amdnia total (0,7+0,1 a 1,4+0,1 mg.L ™), apresentaram-se ideais para a criacdo da espécie como
relatado por Silva e Fujimoto (2015). No teste de Cls, foi constada 100% de mortalidade nas concentragdes de 1,2 x 10’ UFC.gle
1,2 x 108 UFC.g* de A. hydrophila, seguida pela concentragdo 1,2 x 10° UFC.g™ com 46,6 % de mortalidade, e nenhuma mortalidade
nas concentragdes de 1,2 x 10° UFC.gt e 1,2 x 10* UFC.g™ durante as 96 horas experimentais. A partir desses resultados, obteve-se
como concentragio letal (CLsg) 2,7 x 108 UFC.g™* para A. hydrophila, sendo ento utilizada no desafio sanitario.
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No desafio sanitario com a injecdo do patdgeno a sobrevivéncia dos animais foi influenciada pelas dietas contendo probidtico, no
qual os peixes suplementados com 4,4 x 10* UFC, 3,9 x 10° e 3,3 x 108 UFC de B. cereus por g.racdo™, apresentaram sobrevivéncia
de 93,3%; 86,6% e 86,6%, respectivamente, sendo observada a sintomatologia infecciosa de escurecimento do corpo apds 8 horas da
injecdo ao patdgeno, caracterizado pelo nivel dois de infecgdo pela escala de Ray (1954), todavia, retomando a coloragdo normal
apos 56 horas de infecgdo. Ja para o grupo controle com a injecdo do patégeno e sem o uso da ragdo com probidtico apresentou
sobrevivéncia de 33,4%, sendo observadas lesdes ulcerativas no local de injecdo do patdgeno, distensdo abdominal e dilatagdo do
anus, que os classificou na intensidade infecciosa como grau 3 segundo protocolo de Ray (1954).

No presente trabalho a avaliagdo hematoldgica dos tambaquis sem suplementacéo probiética e desafiados com o patégeno mostrou
redugdo no ndmero de eritrécitos, hematocrito e hemoglobina quando comparados aos tratamentos com uso probiotico na dieta
(Tabela 1), devido a uma provavel hemorragia ou hemdlise caracteristica da acdo infecciosa do género Aeromona. Entretanto, nos
tambaquis suplementados com probidtico o eritrograma se assemelhou ao grupo controle que nao foi suplementado com a bactéria e
ndo recebeu injecdo do patégeno, demonstrando uma provavel manutencdo homeostatica e aumento do suprimento de oxigénio
(Ribeiro, 2016) mesmo com a injegdo da bactéria patogénica.

Em peixe o sistema imunolégico inato é o primeiro mecanismo ativado na defesa contra patdgenos invasores, sendo considerado
importante por desempenhar um papel significativo para a sobrevivéncia do hospedeiro (Biller-Takahashi, 2013). Assim sendo,
observou-se uma melhora do sistema imune nos peixes suplementados com probiético onde apresentaram maiores valores de
leucdcitos totais (Tabela 1) e dentre esses leucdcitos, houve aumento dos linfocitos, mononacitos e neutrofilos, aumentando assim a
resisténcia dos tambaquis a infecgdo bacteriana (Dias et al, 2011). Estes resultados se assemelham aos encontrados por Jatoba (2008),
em tilapias do Nilo utilizando dietas contendo L. plantarum e desafiadas com E. durans, no qual apresentaram a contagem de
monacitos superiores nos peixes dos tratamentos que receberam dieta suplementada com probidtico.

Um maior numero de trombdcitos também foi encontrado nos animais suplementados com 10* UFC.g™ e 108 UFC.g™ de B. cereus na
racdo (Tabela 1), este incremento da resposta imunoldgica do hospedeiro, pode ter auxiliado na maior resisténcia dos espécimes
quando submetidos a uma exposicdo infecciosa com A. hydrophyla (Martins et al., 2008) pois esta célula também apresentada
capacidade fagocitica em peixes.

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos valores de sobrevivéncia, hemograma, contagem total de leucdcitos, trombdcitos e diferencial
de leucécitos de Colossoma macropomum submetidos & infeccdo experimental com Aeromonas hydrophila (UFC.g™).

Sobrevivéncia 100£0,00A 33,33+1,15B 93,33+1,15A 86,661,15A 86,661,15A
Glicose (mg.dL™) 22,6+4,7B ND 29,6A+3,1B 31,8+6,8AB 35,7+6,4A
Eritrécitos (x10° uL™) 2,10+7,5A 0,625+1,9B 1,228+4,8A 1,440+6,6A 1,593+9,0A
Hematécrito (%) 24,83%2 3A 10,73+4,3B 22,20+4,5A 23,3543 4A 24,97+3,0A
Protefna Total (g.dL™) 4,00£0,1A 2,32+0,2B 3,79+0,5A 4,17+0,2A 4,18+0,5A
Hemoglobina (g.dL™) 4,23+2 3AB 2,340,7B 5,211+0,8A 5,515+1,4A 4,610+0,7A
VCM (fL) 128,5+23,5A 161,21+24 5A 151,96+24,3A 169,842+27,1A 162,271+29,1A
HCM (g.dL™) 31,1#2,2A 28,84+3,2A 43,83+4,2A 45,943+4 1A 39,145+4,2A
CHCM (g.dL™) 24,1945 1A 22,4055 5A 25,1336,2A 25,7655 5A 23,8514 5A
Trombécitos (x10° puL™) 65,244+1,3A 1,733+0,3C 5,530+1,8B 2,366+1,4BC 11,607+1,7B
Leucécitos (x10° uL™) 23,568+9,3BC 16,433+8,1C 87,489+10,5A 74,2829 4A 63,307+9,3AB
Linfécitos (x10° uL™Y) 21,920+9,5BC 14,743+8,1C 79,466+9,7A 59,9262+7,6B 53,6046,1AB
Monécitos (x10° pL?) 0,311+0,2C 0,709+0,2C 3,653+1,2AB 5,736+0,7A 2,945+1,9BC
Neutréfilo (x10% pL™) 0,975+0,5AB 0,802+0,4B 2,343+0,7AB 3,250+1,8A 3,536+1,3A
Basofilo (x10° pL™?) 0,262+0,05A 0,099+0,09A 1,178+0,01A 1,041+0,6A 0,954+0,6A
LG Pas (x10° pLY) - 0,091+0,03C 1,179+0,54B 2,173+0,81A 0,885+0,34B

Letras diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa p<0,05 entre os mesmos indices pelo teste de Tukey. CC- Controle sem infec¢éo, CD- Controle

desafiado.
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Conclusao

Os juvenis de Colossoma macropomum apresentaram sensibilidade a infeccdo com A. hydrophila apresentando CLsy de
2,7 x 10°UFC.g.

O uso probidtico espécie-especifico de B. cereus favoreceu a resisténcia de juvenis de tambaqui, que proporcionou melhorias
fisioldgicas com base nas analises hematoldgicas quando submetidos a uma exposi¢do infecciosa com A. hydrophila
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