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Resumo

O peixe palhaco Amphiprion ocellaris é uma espécie ornamental marinha com alto
valor de mercado. A intensificacdo de seu cultivo em cativeiro promoveu o0 aumento de
enfermidades devido a fatores estressantes por manejo inadequado. InfeccOes
bacterianas estdo entre as doencas mais comuns para peixes ornamentais. Para
controlar estas infec¢des, muitos produtores utilizam de maneira errada antibioticos
colocando em risco tanto 0 meio ambiente quanto a salde publica. Por este motivo
existe uma necessidade de medidas mais ecologicamente corretas tal como o uso de
probidticos. Probidtico sdo microorganismos vivos suplementados a dieta que
promovem beneficios ao seu hospedeiro tanto fisiolégico quanto imunolégico. Assim,
objetivo do presente estudo foi avaliar o uso de bactéria autdctone com potencial
probiético no cultivo do peixe palhaco Amphiprion ocellaris. Inicialmente as bactérias
com potencial probiético foram isoladas do trato intestinal de 6 peixes palhaco e
posteriormente submetidas a testes in vitro como producédo de catalase, resisténcia a
pH, bile e NaCl, e inibicdo de patégeno. Para o estudo in vivo foram utilizados 120
animais com peso médio 460+0,10mg distribuidos em aquarios de vidro com
capacidade total para 80 litros interligados a um sistema de recirculagdo de agua.
Estes animais foram aclimatados e alocados em densidade de 10 peixes/aquario. Um
delineamento inteiramente casualizado foi conduzido com quatro tratamentos
(Controle, 10%, 10° 10°UFC/g) e trés repeticdes. Em uma racédo comercial especifica
para ornamental marinho foi adicionado o probiotico, e os peixes alimentados a uma
taxa de alimentacdo de 4% do peso vivo na frequéncia de trés vezes ao dia. O
experimento teve duragdo de 90 dias realizando biometrias mensais para a
determinacgdo dos parametros de desempenho zootécnico. Para a biometria final, nove
peixes de cada tratamento foram amostrados para a analise hematoldgica.
Posteriormente os mesmos foram submetidos a eutanasia para coleta de érgdos para
analises microbioldgicas e histolégicas. Ao termino do experimento in vivo foi realizado
um desafio com uma bactéria patogénica. Esse experimento constituiu-se de dos
quatro tratamentos anteriores (sem suplementacdo, suplementados com 10% 10°,
10°UFC/g) com injec&o de Vibrio fluvialis 1x10°UFC/mL, e um controle com injecéo de
solucao salina estéril (NaCl 1,5%) nos peixes sem suplementacdo. Durante 96 horas,
os animais foram avaliados quanto a sinais clinicos e sobrevivéncia, a cada duas
horas. Ao final de 96 horas os animais sobreviventes foram anestesiados e
submetidos a analises hematolégicas e microbiolégica como descrito anteriormente.
Para os resultados in vitro, foram selecionadas cinco (5) bactérias acido latica gram-
positiva e catalase negativa com morfologia de cocos e bacilo cocos (CP01; CP02;
CP03; CP04 e CPO05). Ao final dos experimentos a CP05 mostrou melhor resultado
para os testes de resisténcia e antagonismos frente a patdégeno, sendo identificada
como Lactobacillus plantarum. Para os resultados in vivo sua suplementacéo na dieta
promoveu melhor desempenho zootécnico nas concentracdes de 10° e 10°UFC/g ao
final de 90 dias, bem como aumento de células fagocitarias no sangue como
trombdcito, mondcito e neutréfilo. Para o experimento de desafio por bactéria
patogénica, foi observada maior sobrevivéncia e resisténcia a infegdo no tratamento
108UFC/g. Conclui-se que a suplementacéo probidtica na concentracdo 10°UFC/g é
suficiente para promover uma melhora zootécnica, e na concentracéo 10°UFC/g uma
melhora imunol6gica dos peixes palhaco.

Palavra-chave: Ornamental marinho, peixe palhaco, probidtico.



Abstract

Marine ornamental fish farming is one of the aquaculture sector with great potential for
economic and social development due to its low production costs and high economic
returns. Among the species most produced, the clownfish Amphiprion ocellaris stands
out for its high market value and ease cultivation, but also as a tool for ecological
awareness and environmental protection in order to reduce predatory fishing. However,
along the intensification of the production, stress factors such as high stocking
densities and inadequate handling promoted the increase of diseases. Bacterial
infection is the most common disease for ornamental fish, responsible for high mortality
rate. To control these infections, many producers misuse antibiotics, putting in risk both
the environment and public health. For this reason, is required more ecologically
correct measures such as the use of probiotic. The probiotic is defined as the use of
live microorganisms supplemented to the diet that promote benefits to its host both
physiologically and immunologically. Thus, the objective of the present study was to
evaluate the use of autochthonous bacteria with probiotic potential in the culture of
clownfish Amphiprion ocellaris. Initially bacteria with probiotic potential were isolated
from the intestinal tract from 6 clown fish and later submitted to in vitro tests such as
catalase production, resistance to pH, bile and NaCl, and inhibition of pathogen test.
For the in vivo assay, 120 animals with a mean weight of 0.46 + 0.01g were distributed
in glass aquariums (80 liters) interconnected to a water recirculation system. These
animals were acclimated and allocated in density of 10 fish / aquarium. A completely
randomized design was conducted with four treatments (Control, 10%, 10°, 10°UFC / g)
and three replicates. The bacteria was added into a specific marine ornamental ration,
and the fish fed at feeding rate of 4% of live weight, distributed three times a day. The
experiment period was 90 days with monthly biometrics to determine the zootechnical
performance. In the last biometry, three fish from each treatment were sampled to
hematological analysis. Subsequently, they were euthanatized for collection of organs
for microbiological and histological analyzes. After the in vivo experiment, a bacterial
challenge was performed. A concentration of 1x10°UFC/mL of Vibrio fluvialis was
injected in each treatment from previous experiment (fish no supplemented, 10*, 10°,
108UFC/g) with plus and a control was injected with sterile saline solution injection
(1.5%). Clinical signs and survival were assessed every two hours for 96 hours. The
survival animals were anesthetized and euthanatized to hematological, microbiological
and histological analyzes. For the “in vitro” results, five (5) gram-positive and catalase-
negative lactic acid bacterium with coccus and bacillus morphology were selected
(CPO1; CP02; CP03; CP04 and CPO05). In the end, CP0O5 showed largest growth over
resistance tests and inhibition of pathogen, being identified as Lactobacillus plantarum.
Its supplementation in the diet promoted better zootechnical performance at
concentrations of 10° and 10°UFC/g as well as increase of phagocytic cells like
thrombocyte, monocyte and neutrophil. Higher survival was also observed for animals
supplemented with probiotic 10°UFC/g after bacterial challenge. It is concluded that
probiotic supplementation in the concentration 10°UFC/g promotes zootechnical
improvement and with 10°UFC/g promote better survival for clownfish in captivity

Keywords: Ornamental marine, Clownfish, Probiotic.



Introducéo

A piscicultura ornamental marinha € um dos ramos da aquicultura com grande
potencial de desenvolvimento econdmico e social devido ao seu baixo custo de
producdo e alto retorno econdémico. (KODAMA et al.,, 2011; FAO, 2018). Diversas
espécies sdo comercializadas como ornamental, entretanto os peixes de recife de
coral séo os principais negociados devido ao seu alto valor de mercado (FOTEDAR &
PHILLIPS, 2011). Neste cenario, destaca-se o0 peixe palhagco por suas diferentes
formas padrdes e cores atraentes (WABNITZ et al., 2003).

Em 2002, devido a sua eminente popularidade cinematogréfica através de um
longa-metragem, a sua demanda no mercado cresceu expressivamente. Com isso, 0S
recifes de coral jA ndo suportavam mais a pesca predatéria dessa espécie. Entéo,
impulsionado pela demanda do mercado e pressdo governamental para proteger os
habitats de recife de coral, a produgcédo de cativeiro do peixe palhaco aumentou
(RHYNE et al., 2012; MILITZ & FOALE, 2017).

Atualmente, o peixe palhago é uma das espécies mais importadas e
exportadas como ornamental marinho, sendo produzida em cativeiro por 10 paises
(FAO, 2010; RHYNE et al., 2017). Contudo, esse aumento de producdo promoveu 0
aumento de enfermidades, atribuido a fatores estressantes como alta densidade de
estocagem, manejos inadequados e ma qualidade de dgua (PAVANELLI et al., 2009).
Para peixes marinhos, um dos principais patégenos que promovem surtos de
mortalidade s&o as infec¢Bes por vibrios (FIORAVANTE & FLORIO, 2017).

Algumas vibrioses j4 foram descritas na literatura por infectar peixes
ornamentais como o Vibrio alginolyticus em Amphiprion sabae e Vibrio fluvialis em
Pomacentrus caeruleus (SONIA & LIPTON, 2012; DHAYANITHI et al., 2010). Para o
controle desses patdgenos, 0s piscicultores usam erroneamente quimioterapicos que
colocam em risco a saude publica. Dentre estes quimioterapicos, destaca-se alguns
antibiéticos como eritromicina, estreptomicina e oxytetraciclina, amplamente usados na
area da aquicultura (NEOWAJH et al., 2015).

Mesmo para antibiéticos foto degradaveis como a oxytetraciclina, seus
compostos ndo sao completamente metabolizados deixando residuos no meio
ambiente. Inevitavelmente, estes residuos podem promover a selecdo de bactérias
mais resistentes. Diversas dessas bactérias que acometem peixes ornamentais
apresentam potencial zoonético tornando-se um grande problema de saude publica e
ambiental (REYES et al., 2006; GASTALHO et al., 2014; GAUTHIER, 2015). Contudo,
para contornar esse problema o uso de probidtico vem se tornando cada vez mais
comum na aquicultura (PARK et al., 2017; JATOBA et al., 2018).



Probidtico é definido como qualquer microorganismo vivo suplementado a dieta
do animal promovendo beneficios a saude do hospedeiro e atuando na inibicdo de
patdogenos de forma direta e indireta (SAYES et al., 2018). Diversos exemplos séo
reportados na literatura com esse aumento de resisténcia a patdégenos. De acordo com
Dias et al. (2018) tambaquis Colossoma macropomum alimentados por dieta
suplementado com probidtico autdctone apresentaram maior resisténcia a infecgcéo
experimental com Aeromonas hydrophila.

O uso de probidtico autdctone (bactérias isoladas da propria espécie)
suplementado a dieta do animal, promove inUmeros beneficios a sua saude e uma
maior resisténcia a infecgcbes quando comparado a probiéticos aléctone (bactéria
isolada de outra espécie). Com estes beneficios fornecidos por uma dieta probiotica
autoctone, a estratégia vem sendo cada vez mais usada na aquicultura marinha.
Contudo, ainda existem diversas espécies ornamentais de importancia comercial como
o peixe palhaco Amphiprion ocellaris que n&o foram estudadas. Assim, torna-se
necessario completar o pacote tecnolégico dessas espécies (Alimentagdo adequada e

ecologicamente correta) que ainda ndo possuem informacdes cientificas.
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Objetivos

Objetivo geral

o Avaliar o efeito de uma bactéria autdéctone com potencial probi6tico na criagéo

em cativeiro de peixe palhaco Amphiprion ocellaris.

Obijetivos especificos

o Isolar e selecionar in vitro bactérias com potencial probidtico.

o Avaliar o desempenho zootécnico e sanitario do peixe palhaco através da
suplementacéo probidtica na dieta.

o Avaliar a colonizacdo da bactéria probiética no trato intestinal dos peixes.

o Avaliar os pardmetros hematologicos dos peixes submetidos a suplementagéo

probidtica de 90 dias
o Avaliar a resisténcia e sobrevivéncia dos animais desafiados por bactéria

patogénica marinha Vibrio fluvialis.
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CAPITULO 1

12



Revisédo de literatura
Aquicultura ornamental marinha

Os peixes ornamentais marinhos ocupam um lugar de destaque no comercio
mundial devido ao seu alto valor mercado. Em 1993 a industria ornamental marinha
movimentou aproximadamente 100 milh8es de dolares. Entre as espécies ornamentais
marinhas mais comercializadas ao redor do mundo, os peixes de recife de coral sdo os
principais negociados (CHAPMAN et al., 1997, WABNITZ et al., 2003). Ao final da
década de 90 quase 800 espécies passaram a ser comercializadas (VERON, 2000).

Devido a este alto valor econémico atribuido a estes peixes, nos anos 2000 foi
estimado que 1kg de peixes ornamentais marinho era vendido a US$ 500 dolares,
enquanto 1kg de peixe para consumo alimentar custava US$ 6 délares (CATO, 2003;
FOTEDAR & PHILLIPS, 2011). Com o passar dos anos, a industria ornamental
marinha passou ampliar o nimero de paises envolvidos na atividade, movimentando
em 2011 aproximadamente 1,5 bilhGes de dolares. Atualmente mais de 40 paises,
incluindo o Brasil, participam desta atividade bilionaria (RHYNE et al., 2012; COHEN et
al., 2013; RHYNE et al., 2017; LADISA et al., 2017).

Dentre as diversas espécies de recife de coral sendo comercializadas como
peixe ornamental marinho, o género Amphiprion sp. em 2008 tornou-se o carro chefe
do mercado mundial. Entre as 10 principais espécies mais importadas e exportadas
pelo planeta, 7 fazem parte deste género. O peixe palhaco Amphiprion ocellaris € um
exemplo, sendo um dos 3 primeiros do ranking de negociacbes entre aquaristas e
produtores (FAO, 2010; RHYNE et al., 2017).

Peixe palhago

A espécie Amphiprion ocellaris (CUVIER, 1830) conhecida como peixe palhago
ou peixe anémona, possui cores vibrantes em tons de vermelho preto e branco, com
variados padrbes e formas (Figura 1). Sdo amplamente distribuidos por todo oceano
indico e pacifico, habitando recifes de coral, vivendo em simbiose com anémonas
podendo atingir até 10 cm de comprimento (MOYER & NAKAZONO, 1978; MASUDA
et al., 1984; ALAVA & GOMES, 1989; MOHSIN et al., 1993).

Figura 1. Juvenil de peixe palhaco Amphiprion ocellaris
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A relacdo com anémonas do mar € uma de suas peculiares caracteristicas,
mostrando-se uma excelente estratégia de sobrevivéncia. O peixe palhaco alimenta-se
de pequenos invertebrados que oferecem riscos para a anémona, assim como fornece
nutrientes para a mesma devido aos restos de alimento e material fecal. Os peixes
palhacos, entretanto recebem protecdo contra predadores devido as células urticantes
presentes na anémona, as quais néo os afetam (DOKTOR & BUI, 2018).

Sua hierarquia social € determinada pelo tamanho e agressividade, definindo
através destes fatores a sexualidade de cada individuo. Em grupos de 4 ou 5 palhacgos
de uma anémona, o mais agressivo e com maior tamanho torna-se a fémea apta para
reproducdo, enquanto o segundo maior acaba se tornando macho reprodutor. Os
demais peixes do grupo permanecem como machos imaturos. S&o altamente
proliferos, com desova parcelada, colocando de 400 a 700 ovos dependendo do
tamanho da fémea (BOSTON, 2003; IWATA et al., 2008; DHANEESH et al., 2009).

S&o0 peixes que apresentam cuidado parental, permanecendo na area de
desova durante todo tempo de incubacdo (7 a 8 dias). O macho tem como funcgéo
principal “abanar” os ovos aderidos ao substrato com suas nadadeiras e remover 0s
ndo viaveis com o passar dos dias. A fémea por sua vez cuida da protecdo do local
devido ao seu maior tamanho e agressividade. Apos a ecloséo, devido ao pequeno
tamanho, as larvas alimentam-se inicialmente de rotiferos e posteriormente de
peguenos crustaceos como artemia recém eclodida (WITTENRICH, 2007).

Quando sofrem alteracdo em seu grupo por uma eventual morte da fémea, o
macho reprodutor pode mudar de sexo e tornar-se a nova fémea apta para
reproducdo. Essa estratégia reprodutiva classifica esses peixes como hermafroditas
protandricos (HOFF, 1996). Todas estas caracteristicas visuais, comportamentais e
reprodutivas tornam o peixe palhaco um perfeito candidato ao cultivo de cativeiro
como espécie ornamental (ZUANON et al., 2011). De acordo com Kodama et al.
(2011) a producdo de cativeiro da espécie Amphiprion ocellaris é uma atividade
economicamente viavel e altamente rentavel devido ao seu valor de mercado.

Ao final da década de 90, aproximadamente 15% da exportagdo mundial de
peixe ornamental marinho foi representada pelo peixe palhaco. Quando observado
apenas no continente europeu, o valor foi de 25% (WABNITZ et al., 2013). Contudo,
apo6s a producgédo e langamento do filme Procurando Nemo em 2002 a popularidade da
espécie aumentou consideravelmente, potencializando seu comércio e producédo de
cativeiro (MILITZ & FOALE, 2017). Em poucos anos, o percentual de exportacéo de
peixe palhaco ao redor do mundo dobrou (30%) (RHYNE et al., 2017).

Dentre as espécies ornamentais marinhas mais comercializadas ao redor do

mundo, os peixes de recife de coral sdo as mais negociadas. Neste cenario bilionario
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impulsionado pela indUstria cinematografica, o peixe palhaco Amphiprion ocellaris
assumiu a posicdo de carro chefe em vendas sendo atualmente produzido em
cativeiro por mais de 10 paises, incluindo o Brasil (FAO, 2010; RHYNE et al., 2012;
MURRAY et al., 2012; LADISA et al., 2017; RHYNE et al., 2017).

Contudo, essa intensificacdo de producdo, apesar de aliviar os estoques
pesqueiros reduzindo a captura, promoveu o aumento de enfermidade devido a fatores
estressantes de cultivo. Dentre os principais problemas que acometem 0s peixes
marinhos, a infeccdo por bactéria destaca-se (FIORAVANTI & FLORIO, 2017).
Bactérias patogénicas como Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio
cholerae ja foram isoladas de palhagos doentes (DHAYANITHI et al., 2010) sendo este

um problema tanto para os peixes, quanto para 0 homem.

Vibriose

A vibriose é a patologia de organismos marinhos mais comum em todo o
mundo, responsavel por grande surto de mortalidade (LAFFERTY et al., 2018). Os
vibrios sdo bactérias flageladas, gram negativas e facultativas anaerdbicas capazes de
fermentar glicose e produzir toxinas (SAWABE et al., 2013; ROUX et al., 215). Seu
género apresenta mais de 100 espécies, contudo algumas destas bactérias s&o
amplamente reportadas na literatura como patégeno para humanos e peixes, sendo
estas o Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio Anguillarum, Vibrio
cholerae e Vibrio fluvialis (ROONESETH et al., 2017; RAMAMURTHY et al., 2014).

O Vibrio alginolyticus e parahaemolyticus ja foram reportados em peixes de
grande valor econémico como o palhaco Amphiprion sabae, o peixe listrado Ishidai
Oplegnathus fasciatus e a garoupa Epinephelus lanceolatus. Uma caracteristica
comum observada é capacidade destes patégenos em promover a mortalidade dos
peixes em baixas concentragdes (DHAYANITHI et al., 2010; DHAYANITHI et al., 2015;
SU et al., 2018; LIU et al., 2018).

O Vibrio anguillarum também apresenta alta viruléncia, caracteristica especifica
de bactérias patogénicas do sorotipo O1, sendo relatada sua presenca em Salméo
Gairdneri Richardson, bodido reticulado Labrus bergylta e truta arco-iris Oncorhynchus
mykiss (EGIDIUS & ANDERSEN, 1978; BIERING et al., 2016).

No entanto, o Vibrio cholerae sorotipo O1 se destaca mundialmente por ser um
problema de saude publica. Esta bactéria € responsavel por produzir toxinas
especificas que provocam a colera. Além de infectar humanos, na literatura existem
relatos de infeccbes em peixes tornando o problema ainda maior (DU-PREEZ et al.,
2010; KUMAR et al., 2012; HOUNMANOU, 2015).
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Contudo, foi descoberto que outra bactéria chamada Vibrio fluvialis é capaz de
produzir as mesmas enterotoxinas especificas do Vibrio cholerae, as quais
determinam sua viruléncia e patogenicidade (KOTHARY et al., 2003).

Vibrio fluvialis € uma bactéria marinha flagelada halofilica gram negativa
patogénica (AUSTIN, 2010). Seu primeiro relato de caso ocorreu nos Estados Unidos
em 1982 quando foi descrita e caracterizada como zoonose em um surto de infecgao
intestinal atingindo mais de 500 pacientes (TACKET et al., 1982). No Brasil, o primeiro
relato de infecdo por Vibrio fluvialis foi em 1990 associado a diversos pacientes com
casos de diarreia (MAGALHAES et al., 1990).

Além de diarreia, também j& foram documentados varios outros sintomas
referentes a esta bactéria como otites, inflamacédo ocular, inflamacédo peritoneal,
inflamacao do trato biliar, celulite hemorragica e abcesso cerebral (YOSHII et al., 1987;
PENLAND et al., 2000; CABRERA et al., 2005; HUANG & HSU, 2005; LAl et al., 2006;
LEE et al., 2008). De acordo com Amel et al. (2008) é uma bactéria extremamente
resistente podendo manter-se viavel e virulenta por mais de 6 anos em condiges
desfavoraveis ao seu crescimento ou em total escassez de nutrientes.

Em ambiente aquatico o Vibrio fluvialis € amplamente distribuido por todo o
mundo, sendo reportado infecgcbes em peixes, moluscos e crustaceos (KELLY &
STROH, 1988; ALAVANDI et al., 2004; YUSEL & BALCI, 2010b; SONIA & LIPTON,
2012). E considerado um patégeno de risco para aquicultura devido a sua resisténcia
a diversos antibidticos (FRI et al., 2018) e sua alta viruléncia para peixes (PEDERSEN
et al., 1999; KOTHARY et al., 2003).

Na China ja foi reportado grandes surtos de mortalidade em producao de
carpas e moluscos infectados por Vibrio fluvialis (YIN et al.,, 1993) mostrando a
capacidade desta bactéria em infectar organismos de ambos ambientes, dulcicola e
marinho. Desta forma é inegavel que este patbgeno promove riscos ndo apenas a

saude publica, mas também para animais e meio ambiente.

Riscos a Saude Publica

O meio ambiente apresenta forte relacdo com a saude publica devido ao
grande nimero de agentes com potencial zoon6tico. Nesse contexto, as bactérias
destacam-se como o principal tipo de zoonose fornecendo riscos tanto para homens
quanto para animais (GAUTHIER, 2015; MORAES & JORDAO, 2012). Para o controle
dessas infeccdes, os antibidticos ainda sdo o0s quimioterapicos mais usados
atualmente em todo o mundo (BANIN et al., 2017).

Na aquicultura, o uso de antibibtico para o controle de enfermidades € comum

entre produtores. Os principais mais usados sdo eritromicinas, estreptomicinas e
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oxytetraciclina (NEOWAJH et al., 2015). Os residuos deixados por estes antibiéticos
em corpos hidricos sdo um dos principais fatores para promover a sele¢do de
bactérias mais resistentes. Mesmo para aqueles que sao foto degradaveis como a
oxytetraciclina ainda é possivel observar residuos (REYES et al., 2006).

Assim, problemas com bactérias resistentes vem aumentando com o passar
dos anos, sendo considerado um grave problema de saude publica global. Estes
microorganismos passam por mutacdes genéticas e alterag6es morfoldgicas tornando-
se menos susceptiveis a agdo de um especifico antibiotico ou de diversos antibioticos
(WALKER & FOWLER, 2011; HAMPTON, 2013). A exemplo disto esta a bactéria
gram-negativa Vibrio fluvialis, patdgeno zoonético de alta viruléncia reportado pela
primeira vez em 1982, mostra-se atualmente um microorganismo resistente ao uso de
varios antibioticos (Amel et al., 2008; FRI et al., 2018).

Apesar de sua importancia para medicina moderna, 0 uso de antibibticos
atualmente vem perdendo espago para alternativas ambientalmente menos agressivas
de forma a evitar patégenos multirresistentes. Na aquicultura, uma alternativa
ambientalmente correta ja conhecida para evitar o uso de antibibticos é a
suplementacédo probiotica. Microorganismos com potencial probiético vem sendo cada
vez mais usados para promover maior resisténcia do hospedeiro a infecgbes por
bactérias patogénicas (JATOBA et al., 2018; DIAS et al., 2018).

Probidtico

A primeira definicdo de probittico foi realizada por Crawford (1979) como
microorganismos vivos especificos inseridos no trato intestinal do hospedeiro. Anos
depois a definicho foi mais detalhada por Fuller (1991) agregando o termo
“suplementacao probidtica” baseada em microorganismos vivos especificos que atuam
diretamente no balanco da microbiota intestinal. Contudo, Gram (1999) ampliou o
conceito definindo probiético como qualquer microorganismo que promova beneficios
ao hospedeiro, mas ndo necessariamente associado a uma suplementacgéo dietética.

Para a aquicultura, o conceito mais aceito esta relacionado a Verschuere
(2000) que define probidtico como qualquer microorganismo vivo que promova
mudangas na microbiota intestinal do hospedeiro, ou na comunidade microbiana
aquética. Com o passar dos anos, a definicdo foi atualizada afirmando que estes
microorganismos poderiam atuar na inibicdo de patégeno (GATSOUPE et al., 2008).
Atualmente o probidtico é definido como qualquer microorganismo vivo suplementado
a dieta do animal que promova beneficios a saide como a melhora em desempenho

zootécnico e de seu sistema imune (SAYES et al., 2018).
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As bactérias estdo entre 0s microorganismos vivos mais usados como
probidtico na aquicultura, sejam elas gram positivas ou gram negativas (LEE et al.,
2017; DE CORTAZAR, 2017). Uma das premissas para ser considerado um candidato
a probidtico é a capacidade de resistir a fatores adversos presentes no trato intestinal
do hospedeiro como acidez do estomago e atividade da bile (VIEIRA et al., 2013).
Dentre as bactérias probitticas, destacam-se as bactérias &cido laticas por nao
apresentarem riscos a saude ou meio ambiente (SAYES et al., 2018).

As bactérias &cido laticas (BALs) sdo gram positivas e negativa para produgéo
de catalase. S&o bactérias ndo esporuladas com formato de coccus ou bacillus,
produtoras de compostos antimicrobianos. Podem ser divididas em dois grupos,
homofermentativas por sua producdo de acido latico através da quebra de glicose e
bacteriocinas, e heterofermentativa com a producdo de outras substancias além do
acido latico e bacteriocinas tais como etanol, acido acético e didxido de carbono
(KONINGS, 2002; MAYO et al., 2010).

Exemplos de bactérias 4cido laticas usadas na aquicultura séo Bacillus subtilis,
Bacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus fructivorans, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius, Enterococcus casseiliflavus,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Pediococcus acidilactici (PARK et al.,
2017; SAFARI et al., 2016; NANDI et al., 2017; DAWOOD et al., 2015; MUNOZ-
ATIENZA et al., 2014; MEIDONG et al., 2017; YAMASHITA et al., 2007; SON et al.,
2009; GIRI & OVIYA, 2013; RODRIGUEZ-ESTRADA et al., 2013; CHANG & LIU,
2002; CARNEVALI et al., 2006; JATOBA et al., 2018; PIMENTEL & KATAGIRI, 2008;
CHEN et al., 2008; KANE et al., 2016).

Segundo os mesmos autores, a suplementacdo probidtica com as bactérias
acido laticas promoveram maior ganho de peso, maior taxa de crescimento especifico,
melhor conversdo alimentar aparente, maior sobrevivéncia durante o cultivo,
modulagdo da microbiota intestinal, aumento das vilosidades intestinais, melhor
digestdo e absorcdo de nutrientes, melhora do sistema imunolégico e aumento da
resisténcia a infec¢des por virus e bactéria.

Essa melhora imunolégica é observada através de exames de sangue que
mostraram uma modulagdo dos parametros hematolégicos com uso do probidtico
(YAMASHITA et al., 2007). Parametros hematolégicos sdo usados atualmente como
uma ferramenta eficaz para indicar o estado de saude dos peixes (RANZANI-PAIVA et
al., 2013; MOHAPATRA et al.,, 2014). De acordo com Telli et al. (2014) tildpias
alimentadas com dieta suplementadas com Bacillus subtilis apresentaram maior

namero de trombdcitos. Esse aumento especifico provido pela suplementacédo
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probidtica permitiu uma maior capacidade fagocitica de bactérias patogénicas
(KOLMAN et al., 2003).

O aumento de leucocitos de forma geral permite uma maior capacidade
fagocitica contra patégenos. Isso é relatado para garoupas Epinephelus coioides
alimentadas com Lactobacillus plantarum que mostraram maior resisténcia a infeccao
por virus (Iridovirus) e bactéria (Streptococcus sp), fato este atribuido a sua maior
capacidade fagocitica (SON et al., 2009). Para carpas Labea rohita, a alimentagéo L.
plantarum também promoveu aumento de células de defesa permitindo uma maior
resisténcia a infec¢des por Aeromonas hydrophila (GIRI & OVIYA, 2013).

Em patdégenos marinhos como Aeromonas salmonicida, a suplementacéo
probidtica atua da mesma forma promovendo o aumento da resisténcia dos animais a
infeccdo (PARK et al., 2017). Contra o Vibrio alginolyticus, uma das principais
bacterioses que acometem peixes marinhos (FIORAVANTI & FLORIO, 2017), foi
descrito na literatura que o uso do probidtico para o peixe ornamental marinho Ishidai
Oplegnathus fasciatus aumentou a quantidade de leucécitos e sua capacidade
fagocitica implicando em uma maior resisténcia a infecc¢ao (LIU et al., 2018).

Todos estes beneficios, do desempenho zootécnico a melhora imunoldgica,
estdo associados de forma direta e indireta ao epitélio intestinal. O uso de bactérias
probidticas promovem alteracdes especificas como o aumento das vilosidades
intestinais (MELLO et al., 2013; SILVA et al.,, 2015). Esse aumento de vilosidades
permite uma maior absor¢cdo alguns nutrientes como amino &cidos e vitaminas. O
aumento de vitaminas é um dentre varios fatores que promovem a melhora do sistema
imunolégico como o aumento de leucdcitos (SHAHKAR et al., 2015).

Neste sentido, sua aderéncia no trato intestinal e capacidade de colonizacéo
sdo fatores que determinam o sucesso da suplementacéo probiética. Por este motivo o
uso de bactérias autdctones é constantemente citado por alguns autores devido a sua
melhor aderéncia e colonizagcdo, caracteristicas estas que tornam um probiotico
autoctone melhor que um al6ctone (BALCAZAR et al., 2006) A exemplo, de acordo
com Jatoba et al. (2018) a bactéria Lactobacillus plantarum aut6ctone apresentou
rapida colonizacdo e promovendo beneficios ao seu hospedeiro, fato este néo
observado por um probiético aléctone segundo Hura et al. (2018). No entanto, apesar
dos grandes avancos e diversos relatos sobre o uso de probiotico autdctone em peixes
nos ultimos anos, ainda existem espécies de importancia econébmica e social que

precisam ser estudadas como o peixe palhago Amphiprion ocellaris.
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Metodologia

Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para Uso de Animais
(CEUAS) da Universidade Tiradentes com numeracao 010218.

Local de pesquisa

O estudo foi realizado na Embrapa Tabuleiros Costeiros na cidade de Aracaju
no estado de Sergipe pelo Laboratério de Aquicultura (LAQUA).

1-Isolamento das bactérias

As bactérias com potencial probidtico foram isoladas de seis peixes palhago
Amphiprion ocellaris (Oriundos de fazenda aquicola em Recife, Sdo Paulo e Manaus)
de aspecto saudavel com peso médio 0,46+0,01g. Os peixes selecionados foram
animais que ndo tiveram qualquer alimentagéo industrializada, alimentando-se apenas
por zooplancton., peixes marinhos e crustaceos. Os peixes foram previamente
anestesiados por benzocaina 20mg/L (PRAMOD et al., 2010) e levados até o ultimo
plano anestésico, submetidos a eutandsia por seccdo medular. Posteriormente seu
trato intestinal foi removido e macerado em solucdo salina estéril (SSE) a 1,5% de
NaCl. O contetdo macerado foi conduzido a diluicdo seriada com fator de 1:10mL em
meio de cultura especifico De Man Rugosa Sharped (MRS) suplementado com NacCl
1,5%. As diluicdes (10", 102 e 10®) foram inoculadas em placas petri contendo
mesmo meio de cultura solido MRS &agar suplementado com 1% de azul de anilina
para identificacdo de bactérias acido laticas. ApOs inoculacdo, as placas foram
incubadas em estufa por 48 horas a 35°C (adaptado de Jatoba et al., 2008 quanto a
concentracéo salina dos meios).

Apds o crescimento bacteriano, foram selecionadas colénias de cor azul com
morfologia de cocos ou bastonetes para testes preliminares como identificacdo do
gram e determinacdo da producdo de catalase (VIEIRA et al., 2013). As colbnias
gram-positivas de catalase negativa foram selecionadas e inoculadas em novas placas
petri com meio de cultura MRS agar para purificagdo e isolamento através da técnica

de esgotamento segundo metodologia adaptada por Ramirez et al. (2006).
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2-Cinética de crescimento

Para a determinacdo da curva de crescimento das bactérias acido laticas
isoladas, as cepas foram inoculadas em caldo de meio MRS e crescidas em estufa a
35° por 24 horas. A cada duas horas uma aliquota de 1mL foi retirada para leitura em
espectrofotémetro (630nm de absorbancia). Em paralelo, placas petri com meio MRS
agar foram inoculadas com as bactérias em crescimento. Ao final os valores de
absorbancia foram convertidos em Unidades Formadoras de Coldnia através de uma
regressao exponencial. Com os dados finais foram estimadas equacgdes de velocidade
maxima (Eq.1) e tempo de duplicacdo (Eq. 2) (RAMIREZ et al., 2016) onde (2) € a

concentragéo final, (Z0) é concentragdo final e (dt) o tempo de cultivo em horas.

(Eq. 1) (Eq. 2)
__In(2)-In(Z0)
max — dt

£, = In (2)

Mmax

3-Testes in vitro

3.1-Tolerancia ao pH, NaCl e sais biliares

A metodologia de Ramirez (2005) foi adaptada para as bactérias de ambientes
marinhos, a cepas com potencial probiotico, previamente isoladas, foram inoculadas
em caldo MRS com fator de 1:10mL em diferentes concentracdes de NaCl, pH e sais
biliares. Dois experimentos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) foram
conduzidos com 4 tratamentos e cinco repeticdes sendo: resisténcia a diferentes
concentracdes de NaCl (0; 1,5; 3,0 e 4,5%) e diferentes pH (2,5; 5,0; 7,5 e 9,0). A
tolerancia por sais biliares (Bile bovina) foi realizada com adi¢cdo de 5% (p/v) com cinco
repeticbes e um controle sem bile bovina também com cinco repeticbes. Apoés
inoculagdo, as cepas com potencial probidtico foram incubadas em estufa
microbiolégica a 35°C por 24 horas. ApOs incubacdo, foram conduzidas a
espectrofotometria para determinacdo da porcentagem da reducdo em absorbancia

comparada ao controle (VIEIRA et al., 2013).
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3.2-Inibicao de patégenos

Por metodologia adaptada de Ramirez et al. (2006), foi determinado o potencial
antagbnico das cepas bacterianas isoladas frente a patdgenos como Aeromonas
hydrophila (CPQBA22808 DRM), Aeromonas jandaei (LAQUA), Enterococcus duran
(ATCC 19432), Escherichia coli (D363), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Vibrio
parahaemolyticus (LAQUA), Vibrio fluvialis (LAQUA), Shewanella putrefaciens
(LAQUA) e Citrobacter freundii (LAQUA), fornecidas pelo Laboratério de Camaréo
Marinho (LCM) em Santa Catarina e pelo Laboratério de Aquicultura (LAQUA) na
Embrapa Tabuleiros Costeiros em Sergipe.

Para isso, as cepas com potencial probibtico previamente isoladas foram
crescidas em caldo MRS a 35°C por 24 horas. Apds o crescimento bacteriano, estas
foram inoculadas (100uL) em placas petri contendo meio de cultura MRS agar e
novamente incubadas a 35°C por 48 horas. Finalizada a incubacéo, seis discos com
didmetro de 0,8cm foram seccionados de cada placa mais um controle positivo
(antibidtico Oxytetraciclina 3mg/L em agar estéril sem bactérias crescidas) e alocados
em novas placas de petri contendo meio de cultura Triptona de Soja Agar (TSA). Os
patdgenos descritos acima foram previamente inoculados nestas placas com meio de
cultura TSA antes da alocacgéo dos discos testes. ApOs incubacédo a 35° por 24 horas,
foi determinado o didmetro dos halos de inibicdo (mm) das bactérias acido laticas
frente aos patégenos (Figura 2).

Patégeno

Disco de Agar
bactéria probidtica

Halo de Inibicdo

Figura 2. Teste in vitro da inibicdo de patdgeno em placa petri

3.4-1dentificag&o por espectrometria de massas

A bactéria selecionada com melhor resultado in vitro foi submetida a

identificacdo por técnica de MALD-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption
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lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) determinando o peso molecular das
proteinas ribossomais (<500000 Dalton) por um pulso de laser 260-337nm (KARAS et
al., 1987; KARAS & HILLENKAMP, 1988). ApOs crescimento da bactéria em meio
solido MRS agar, as colonias isoladas foram coletadas e alocadas em um alvo de
metal inoxidavel por meio de esfregaco. Posteriormente 1uL de uma solu¢cdo matriz
(Acido-a-ciano-4-hidroxi-cinamico nuimeros 8855344) foi adicionado ao esfregaco e
deixado secar em temperatura ambiente. Uma solugéo padréo (Bacterial Test Standart
number 8855343 de Escherichia coli) foi usada em alvo adjacente a bactéria teste,
para ser utilizada como calibrador padréo do equipamento. Espectros foram gerados e
analisados pelo sistema operacional Maldi Biotyper Compass 1.4 e Flex Control
fornecidos pela empresa Bruker Daltonics Inc Bremer Alemanha. Os picos espectrais
encontrados foram comparados com uma biblioteca fornecida pela empresa. Score
com valores 21,7 foram considerados para identificacdo em nivel de género e espécie

para as bactérias gram-positivas (TEKIPPE et al., 2012).

3.5-Concentracéo na racao

A cepa isolada, selecionada e identificada foi entdo crescida em caldo MRS,
submetida a diluicdo seriada (fator 1:10) e inoculada em 1mL/10grama de ragdo em
trés concentragbes (10%, 10° e 10°UFC de bactéria &cido latica/g de rac&o). Em
seguida a racgao foi colocada em estufa para secagem a 35°C por 48 horas. Depois da
secagem, amostras de 1 grama de racdo foram macerados em cadinho de porcelana
contendo solucéo salina estéril (NaCl 1,5%) e diluido serialmente (107%, 10°, 107, 10°9).
As diluicdes foram inoculadas em placas petri com meio solido MRS agar e incubadas
a 35°C por 48 horas (Jatoba et al., 2008) e posteriormente as UFC foram contadas.
Amostras das rag6es inoculadas também foram mantidas em geladeira para estimativa

do tempo de prateleira determinado também da contagem de UFC/g a cada 3 dias.

4-Teste in vivo

O experimento foi realizado na Embrapa Tabuleiros Costeiros pelo Laboratério
de Aquicultura. Um delineamento inteiramente casualizado foi conduzido com quatro
tratamentos de suplementacdo probiotica (10* 10°% 10°UFC/grama de ragdo e um
Controle sem probidtico) e trés repetigdes. Para tanto foram usados cento e vinte (120)
peixes palhaco Amphiprion ocellaris com peso médio 0,46+0,01g, adquiridos de

fazenda aquicola em Recife. Os animais foram aclimatados e alocados em aquarios
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de vidro (capacidade para 80L) interligados a um sistema de recirculacdo de dgua com
densidade de 10 peixes por aquério (KODAMA et al., 2011).

A alimentacdo foi realizada com ragdo especifica para peixes ornamentais
marinhos (Tetra Marine Granules — Proteina Bruta 44%; Extrato Etéreo 11%; Fibra 2%;
Minerais 9%; enriquecida com Vitamina C e &cidos graxos Omega-3) suplementada
com a bactéria probibtica como descrito anteriormente. A taxa e frequéncia alimentar
foram definidas em 4% do peso vivo e frequéncia de 3 vezes ao dia (9, 12 e 17 horas)
de acordo com (JOHNSTON et al., 2003). Os parametros de qualidade de agua foram
mantidos em salinidade 30,00+0,48ppt, temperatura 28,07+0,54C°, pH 8,16+0,06,
6,48+0,36 e amoOnia total 0,29+010mg/L.

4.1-Desempenho zootécnico

O experimento teve um total de 90 dias com biometrias mensais (30, 60 e 90
dias) aferindo peso e comprimento (comprimento total, comprimento padrao, altura.
Para tanto, os animais foram previamente anestesiados por banho de imersdo em
solucdo de benzocaina 20mg/L (Pramod et al., 2010). Foram entdo determinados os
parametros de ganho de comprimento total (GPT= Comprimento total final —
comprimento total inicial), ganho de comprimento padréo (GPP= Comprimento padrao
final — comprimento padréo inicial), ganho em altura (ALT= Altura final — altura inicial)
ganho de peso (GP= Peso final — peso inicial), ganho de biomassa (GB= Biomassa
final — biomassa inicial), taxa de crescimento especifico (TCE= In peso final — In peso
inicial / dias de experimento x 100), conversdo alimentar aparente (CAA= Consumo de
racdo / Ganho de peso), consumo de racdo (CR= Peso inicial da racdo — Peso final da
racdo), fator de condicéo relativo (KR= In do peso final / b x In comprimento final — a),
sobrevivéncia (S= Numero de peixes final / nimero de peixes inicial x 100) e

uniformidade (U Peixes dentro dos +20% do peso médio / total de peixes x 100).

4.2-Hemograma

Com auxilio de seringas esterilizadas e umedecidas com anticoagulante (EDTA
3%), 1mL de sangue foi coletado de 9 animais por tratamento via puncdo caudal e
armazenado em eppendorf umedecidos com mesmo anticoagulante para posterior
anélise. O nimero total de eritrocitos (Cel x 10° uL™) foi estimado com contagem em
camara de Neubauer (GARCIA-NAVARRO, 2005) e a porcentagem de hematdcrito
pelo método de micro hematocrito (GOLDENFARB et al., 1971). As concentragdes de
hemoglobina (g.dL-1), glicose (mg.dL-1) e proteina plasmatica total (g.dL-1) foram
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estimadas com auxilio dos aparelhos analisador bioquimico, Prestige 1Q 50 e
refratdmetro (Quimis®) respectivamente. Os indices hematimétricos foram calculados
segundo metodologia de Vallada (1999) para Volume corpuscular médio (VCM=
Hematdcrito x 100 / Eritrécito; em fentolitros), Hemoglobina corpuscular média (HCM=
Hemoglobina total x 10 / Eritrocitos, em picograma) e Concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM= HCM x 100 / Hematdcrito, em %). Para a contagem
diferencial de 200 leucécitos em 2000 eritrocitos foram feitas extensdes sanguineas
segundo metodologia de Ranzani-paiva (1995) e entdo coradas segundo metodologia
de Rosenfeld (1947) para anélise em microscopio.

4.3-Microbiologia

Ao final de 90 dias seis animais de cada tratamento foram eutanasiados e parte
do trato intestinal foi seccionado de cada animal, mensurado seu comprimento, em
seguida macerado em cadinho com 1mL de solugédo salina estéril (NaCl 1,5%) e
submetido a diluicio seriada (fator 1:10). As diluicdes 10 e 10~ foram inoculadas em
placas petri contendo meio solido MRS Agar e TSA Agar para contagem de bactérias
acido laticas e bactérias heterotréficas totais. As placas foram incubadas em estufa a
35°C por 48 horas. Todos os procedimentos microbiolégicos descritos acima foram

realizados em uma camara de controle biologico de fluxo laminar.

5-Desafio com patdgeno

Apbs o experimento com a suplementacgdo probidtica de 90 dias, os peixes dos

tratamentos foram submetidos ao desafio bacteriano.

5.1-Isolamento do patégeno

O patogeno utilizado no desafio experimental foi isolado de seis peixes
palhacos Amphiprion ocellaris doentes com sinais de clinicos de bacteriose. Os
animais foram eutanasiados como j4 descrito acima e entdo submetidos a
procedimento cirlrgico para abertura de pequenas incisdes abaixo da linha lateral.
Através destas incisfes foram realizados swabs estéreis do rim para inoculagdo em
placas petri com meio de cultura Infusdo cérebro-coracdo (BHI) salinizado a 1,5%
(NaCl). As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 48 horas, e ap0s o
crescimento bacteriano foi determinada caracteristicas como a morfologia das

colbnias, coloracdo do gram e producdo de catalase. As bactérias gram-negativas e
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catalase positiva foram selecionadas e identificadas em nivel de género e espécie pela
técnica do MALDI-TOF-MS. Apo6s identificagcdo, a bactéria com maior crescimento foi
selecionada e injetada em peixes sadios em proporcdo de 1x10°UFC/mL para

determinacé&o de sua viruléncia.

5.2-Aplicacéo do patégeno

O desafio experimental com bactéria patogénica previamente isolada e
identificada como Vibrio fluvialis foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado. Para tanto, quarenta e cinco (45) peixes palhagcos submetidos a 90 dias
de suplementagéo probiotica, foram divididos em cinco tratamentos (Controle Solugéo
salina estéril-SSE, Peixes sem suplementacdo probibtica, e peixes suplementados
com 10% 10° 10® UFCI/g) e trés repeticdes. Os animais foram alocados em tanques
com capacidade 10L com aeragéo constante em densidade de 1 peixe para cada dois
litros. Em seguida foram aplicadas inje¢Oes intraperitoneais em propor¢cdo de
1mL/100g de peso vivo na concentracdo de 1x10°UFC/mL (Marudhupandi et al.,
2017). Apos aplicacdo do patégeno, foram observados sinais clinicos a cada duas
horas durante um periodo de noventa e seis (96) horas. Ao final do experimento foi
determinada a sobrevivéncia de cada tratamento e os animais restantes foram
anestesiados para coleta de sangue e eutanasiados para coleta de 6rgdos como
figado e rim para posterior andlise e verificagcdo do postulado de Koch.

6-Analise estatistica

Os dados coletados dos testes in vitro foram submetidos a teste estatistico ndo
paramétrico de Kruskal Wallis seguido pelo post hoc Dunn (p<0,05). Os valores de
desempenho zootécnico e hematoldgicos, de acordo com as premissas de
normalidade e homocedasticidade por Shapiro wilk e Bartlet respectivamente, foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e post hoc Tukey (p<0,05). Os valores de
sobrevivéncia em porcentagem foram transformados em arco seno raiz e entdo

submetidos a estatistica ndo paramétrica de Kruskal Wallis post hoc Dunn (p<0,05).
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Selecdo in vitro de bactéria autéctone com potencial probiético
para a criagao em cativeiro do peixe palhaco (Amphiprion
ocellaris)

In vitro selection of autochthone bacteria with probiotic
potential for captivity culture of clownfish (Amphiprion

ocellaris)

Resumo

O objetivo do presente estudo foi isolar e testar in vitro bactérias autéctones
com potencial probidtico do peixe palhaco Amphiprion ocellaris. Para tanto, palhacos
com aspectos saudaveis foram anestesiados e submetidos a eutanasia para
amostragem das bactérias. As bactérias foram isoladas do trato intestinal em meio de
cultura especifico para crescimento de bactérias acido laticas MRS agar. Apés
isolamento, as cepas de bactérias gram positivas e catalase negativas foram
submetidas a testes de resisténcia ao NacCl (0,0; 1,5; 3,0 e 4,5%), pH (2,5; 5,0; 7,5;
9,0) e sais biliares (5% peso/volume). A avaliacdo foi realizada pela determinacdo da
cinética de crescimento e numero total de células viaveis em unidades formadoras de
colbnias. Por fim, foi realizada a avaliacdo da capacidade antagdnica frente a bactérias
patogénicas tanto gram-positivas quanto negativas. Um total de cinco bactérias gram-
positivas com morfologia de cocos (3) e bastonetes (3) foram selecionadas (CP1; CP2;
CP3; CP4 e CP5 sendo Bacilococos, cocos, coco, cocos e bacilococos) para os testes
in vitro. A cepa cinco (CP5) identificada pela técnica de MALDI-TOF-MS como
Lactobacillus plantarum apresentou os melhores resultados para os testes de
resisténcia ao NaCl e pH bem como melhor capacidade antagbnica frente a
patdgenos. A cepa quatro (CP4) mostrou os piores valores para resisténcia e
antagonismo. Assim, Lactobacillus plantarum apresenta-se como um potencial
probidtico para peixe palhaco.

Palavra-chave: Ornamental, probiético, palhaco

Abstract

The aim of study was to isolate and to test in vitro conditions potential
autochthonous probiotic bacteria from clownfish Amphiprion ocellaris. Six clownfish
with physical aspects were anesthetized and euthanatized for sampling the bacteria.
Bacteria were isolated from their intestine in specific culture medium for the growth of
lactic acid bacteria (MRS agar). After isolation, the strains were submitted to NaCl (0.0,
1.5, 3.0 and 4.5%), pH (2.5, 5.0, 7.5, 9) and bile salts (5% w / v) assays. The
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evaluation of bacterial resistance was performed by growth kinetics and counting of
total number of viable cells in colony forming units. Finally, an antagonistic evaluation
test was performed to against pathogenic gram positive and negative bacteria. A total
of five gram-positive bacteria with coccus and bacilli morphology were selected (CP1,
CP2, CP3, CP4 and CP5) for the testes. The strain 5 (CP5) was identified by the
MALDI-TOF-MS technique as Lactobacillus plantarum. This strain presented better on
NaCl and pH resistance as well as better antagonistic capacity against pathogens.
Thus, the Lactobacillus plantarum was presented as potential probiotic bacteria to
clownfish culture.

Key-words: Ornamental, probiotic, clownfish.

Introducéo

A aquicultura ornamental vem crescendo cada vez mais ao longo dos anos
(FAO, 2018). Com o aumento de produtividade, surtos de doencgas tornam-se cada vez
mais comuns devido a altas densidades de estocagem e manejos inadequados em
cativeiro (PAVANELLI et al., 2008). Neste cenario, 0 probidtico surge como uma
alternativa sustentavel ao uso de antibiéticos para o controle de enfermidades.

Probidtico é definido como microorganismos vivos suplementados a dieta, que
promove beneficios ao seu hospedeiro (SAYES et al., 2018). Nos ultimos anos, varios
trabalhos vém sendo publicados sobre o uso de probiético autéctone na aquicultura tal
como Lactobacillus plantarum e lactobacillus brevis (JATOBA et al., 2008)
Lactobacillus acidophilus (ALY et al., 2008) Bacillus subtilis e Enterococcus faecium
(MERRIFIELD et al., 2010b) Bacillus sp. (NADI et al., 2017) Bacillus subtilis (LIU et al.,
2018) e Bacillus velezensis (YANGLEI et al., 2018).

Contudo, a primeira etapa para se determinar o potencial probiético sdo os
testes in vitro (VIEIRA et al., 2013). A capacidade de colonizacéo do trato intestinal do
hospedeiro é de fundamental importancia para promover beneficios ao hospedeiro
(BALCAZAR et al., 2006). Assim, testes especificos como resisténcia ao potencial
hidrogenibnico similares aos do estomago e intestino como também a atividade
enzimatica dos sais biliares determinam a eficiéncia da bactéria selecionada para uso
como probidtico (VIEIRA et al., 2013).

Atualmente, sdo poucos 0s estudos com uso de probidtico para peixe palhago
(WESSELING et al.,, 2015) sendo o uso de probiético autéctone inexistente na
literatura para a espécie Amphiprion ocellaris. Desta forma, o objetivo do presente
estudo foi isolar e testar in vitro bactérias autéctones com potencial probiético para

peixe palhaco Amphiprion ocellaris em cativeiro.
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Material e Métodos

O estudo foi realizado na Embrapa Tabuleiros costeiros pelo laboratério de
aquicultura (LAQUA). Para tanto, seis (06) peixes palhaco Amphiprion ocellaris
saudaveis foram anestesiados por imersdao em solucdo de benzocaina 20mg/L
(PRAMOD et al., 2010) e entdo submetidos a eutanasia por sec¢do medular de acordo
com termos de bem-estar animal (CEUA nimero 01022018). Em seguida seu trato
intestinal foi removido e macerado em solugédo salina estéril (SSE NaCl 1,5%),
conduzido a diluicdo seriada (Fator 1:10) e inoculado em placas petri com meio de
cultura solido De Man Rugosa Sharper (MRS) salinizado a 1,5% de NaCl e
suplementado com 1% de azul de anilina. As placas inoculadas foram incubadas em
estufa a 35°C por 48 horas e posteriormente as coldnias contabilizadas.

Apoés o crescimento bacteriano, as colbnias foram identificadas quanto a sua
morfologia, coloragdo de gram e producdo de catalase. Apenas as colbnias em
formato de cocos ou bastonetes, coloracdo gram-positiva, catalase negativa com
afinidade ao azul de anilina foram selecionadas e entdo isoladas. Para a determinagdo
da curva de crescimento das bactérias acido laticas isoladas, as cepas foram
inoculadas em caldo de meio MRS e crescidas em estufa a 35° por 24 horas. A cada
duas horas uma aliquota de 1mL foi retirada para leitura em espectrofotometro (630nm
de absorbéancia). Em paralelo, placas petri com meio MRS &gar foram inoculadas com
as bactérias em crescimento. Ao final os valores de absorbancia foram convertidos em
Unidades Formadoras de Coldnia através de uma regressdo exponencial. Com 0s
dados finais foram estimadas equac6es de velocidade maxima e tempo de duplicacao
(RAMIREZ et al., 2016) onde (Z) € a concentracdo final, (Z0) é concentragdo final e
(dt) o tempo de cultivo em horas.

Para o teste de resisténcia a NaCl, pH e sais biliares, as cepas foram
incubadas a 35°C durante 24 horas, utilizando tubos de ensaio contendo 10mL de
MRS caldo com NacCl (0,0; 1,5; 3,0 e 4,5%), pH (2,4,5,7 e 9,5) e sal biliar (5% de p/ V)
em triplicata. As amostras de cada tubo foram analisadas em espectrofotdmetro para
determinar a porcentagem de reducdo da absorb&ncia em comprimento de 630nm.
Para os sais biliares, foi utilizado um controle (MRS caldo sem sais biliares 5% p/v)
para comparar a reducdo. Foi também avaliada a capacidade antagbnica das cepas
frente a patdgenos como Aeromonas hydrophila (CPQBA22808 DRM), Aeromonas
jandaei (LAQUA), Enterococcus duran (ATCC 19432), Escherichia coli (D363),
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Vibrio parahaemolyticus (LAQUA), Vibrio
fluvialis (LAQUA), Shewanella putrefaciens (LAQUA) e Citrobacter freundii (LAQUA),
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fornecidas pelo laboratério de Camardo Marinho (Universidade Federal de Santa
Catarina) e pelo Laboratério de Aquicultura na Embrapa Tabuleiros Costeiros.

Para isso, as cepas com potencial probidtico previamente isoladas foram
crescidas em caldo MRS a 35°C por 24 horas. Apds o crescimento bacteriano, estas
foram inoculadas (100pL) em placas petri contendo meio de cultura MRS agar e
novamente incubadas a 35°C por 48 horas. Finalizada a incubacéo, seis discos com
diametro de 0,8cm foram seccionados de cada placa sendo 1 controle positivo
(Oxytetraciclina 3mg/L) e alocados em novas placas petri contendo meio de cultura
Triptona de soja Agar (TSA). Os patogenos descritos acima foram previamente
inoculados nestas placas com meio de cultura TSA antes da alocacdo dos discos.
Apbs incubacéo a 35° por 24 horas, foi o aferido o didametro dos halos de inibicdo (mm)
das bactérias acido laticas frente aos patégenos.

Os resultados in vitro foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal
Wallis e a comparacdo dos postos foi realizado pelo teste de Dunn (p<0,05). A
identificacdo da bactéria selecionada foi realizada pela técnica de MALD-TOF-MS
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry)
determinando o0 peso molecular das proteinas ribossomais (<500000 Dalton) com
pulso de laser 260-337nm (KARAS et al.,, 1987). Score com valores 21,7 foram
considerados para identificagdo em nivel de género e espécie para bactérias gram-
positivas (TEKIPPE et al., 2012).

Resultados

Foram selecionadas 8 bactérias isoladas em MRS agar com diferentes arranjos
morfol6gicos. Destas, apenas cinco foram escolhidas (CP01, CP02, CP03, CP04 e
CPO05) por apresentarem coloracdo gram-positiva, catalase negativa e afinidade com
azul de anilina (Tabela 1).

Tabela 1. Aspectos bioquimicos e morfolégicos das bactérias isoladas em MRS agar.

101 102 103 104 105 106 107 108
Teste Gram + + + + + + + +
Catalase - + - - - - - -
A. anilina + - + + + + - -
Morfologia BC C C C C BC C B

Selecionada CPO1 NS CPO0O2 CP03 CP04 CPO5 NS NS

A. anilina=Azul de anilina, BC=Bacilo coccus, C=coccus, B=Bacilo, NS=Nao selecionada.
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As cepas CP1 e CP5 apresentaram as melhores taxas de velocidade maxima
de crescimento (p<0,05), e os menores valores para taxa de duplicacdo e maiores
valores de células viaveis totais em unidades formadoras de coldénias/mL (Tabela 2).

Tabela 2. Valores da média e desvio padrao da cinética de crescimento bacteriano.

CPO1 CP02 CPO3 CP0O4 CPO5

VMC (cel/lh™) 1,16+0,03a 1,11+0,01b 0,89+0,01d 0,95+0,02c  1,16+0,01a
TD (cel/lh™  0,58+0,02a 0,63+0,01b 0,77+0,01d 0,72+0,02c  0,60+0,01a
CVT* 22,04+6,12a 4,17+1,28b 0,39+0,41c  0,18+0,56c 14,11+7,54a

VMC- Velocidade méxima de crescimento; TD- Taxa de duplicagdo; CVT- Células Viaveis Totais em Unidades

Formadoras de coldnia (UFC) mL-" x10° cel-celulas.

Para os testes de resisténcia foi observado melhor resisténcia da cepa CP3
perante a atividade enzimatica dos sais biliares (Tabela 2). Contudo, a cepa CP5 se

mostrou mais resistente (p<0,05) as variacdes de salinidade (NaCl) e variacdes de pH.

Tabela 3. Média e desvio padrédo do percentual de reducdo dos testes de resisténcia.

Cepas S. biliar NaCl0% NaCl3% NaCl4.5% pH2.5 pH5.0 pH9.0

CPO1 21.07+1.69abc 43.40+4.37c 72.26%1.33ab 66.72+1.36  65.15+2.12ab 74.98+2.08b 94.74+2.09ab
CP02 15.74+1.76bc  54.36+2.52ab  55.06+2.08c  49.92+2.16ab  56.57+7.04b  70.24+3.79b  88.82+8.32b
CP03 27.47+3.82a 47.49+0.97bc  60.54+2.77abc  37.45+2.30ab  41.36%5.01c  92.56+1.92a 91.41+4.77ab
CP04 15.00+2.04c 55.54+2.06a 57.27+1.12bc  29.97+0.88b  39.3015.54c  47.68+7.06c 94.74+2.1lab
CP05 24.47+1.73ab  52.24+196abc  76.30+2.91a 67.47+2.03a  74.17+5.36a 97.45%¥1.95a 98.44+1.02a

S. biliar= Sal biliar

Em relagcdo a capacidade antagbnica frente a bactérias patogénicas, 0s

melhores resultados observados foram para o antibiético tetraciclina. No entanto, a
cepa CP5 apresentou alguns resultados estatisticamente semelhantes ao antibiético
perante ao Vibrio parahaemolyticus, Vibrio fluvialis, Aeromonas hydrophila, Aeromonas

Jandaei, Escherichia coli, Citrobacter freundii e Shewanella putrefaciens (Tabela 3).

Tabela 4. Média e desvio padrédo dos halos de inibicdo das cepas frente a patégenos.

*V. fluvialis V. parahem A. hydrop A. jandai S. aureus E. duran E. coli C. freund S. putrefac

Antibidtico 17.54+0.05a 17.36+0.15a  17.42+0.13a  17.38+#0.16a  18.00+0.25a 17.82+0.45a 17.80+0.64a 17.04+0.09a 17.22+0.18a
CPO1 15.06+0.44abc  15.02+0.65ab  13.64+0.59b 15.68+0.28ab  14.88+0.35c 11.40+0.86c 15.68+0.51b  15.60+0.20abc 15.76+0.17ab
CP02 13.6+0.55¢ 14.56+0.78ab 14.40+0.89ab  14.40+42b 15.58+0.63c  12.06%0.49c 14.76+0.36bc  14.08+0.23bc  14.12+0.30b
CPO3 16.08+0.75abc  16.26+0.71ab 16.04+1.05ab 16.10+1.24ab 17.28+0.68ab 13.86+0.63b 16.56%0.97ab 15.62+0.50abc 15.60+0.51ab
CP04 12.12+0.18c 11.82+0.78b  12.32+0.41b  13.14%0.26b  14.68+0.34c  11.06%+0.68c 13.42+0.68c 13.96+0.29¢ 13.86+0.22b
CPO5 16.50+0.91ab  16.38+1.56a 16.16+0.97ab 16.62+0.66ab 16.92+0.80b 14.22+0.72b 15.88+0.82ab 16.12+0.27ab  15.92+0.27ab
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* Vibrio fluvialis; Vibrio parahaemolyticus, Aeromonas hydrophila, Aeromonas jandai, Staphylococcus aureos,

Enterococcus duran, Escherichia coli, Citrobacter freundii e Shewanella putrefaciens.

De acordo com os melhores resultados in vitro (testes de resisténcia e
antagonismo) apresentados pela cepa CP5, esta foi selecionada como potencial
probiético e entdo identificada pela técnica de MALDI-TOF-MS como Lactobacillus
plantarum DSM 2360 com escore de 2.01.

Discusséo

O uso da bactéria acido latica Lactobacillus plantarum vem sendo cada vez
mais difundido na aquicultura nos ultimos anos, reportando diversos beneficios aos
seus hospedeiros (PICCOLO et al., 2015; VAN DOAN et al., 2016; ZAl et al., 2017;
JATOBA et al., 2018). Uma de suas principais caracteristicas é a eficiente capacidade
de colonizar rapidamente o trato intestinal (JATOBA et al., 2018). Esta capacidade
esta diretamente relacionada a velocidade de crescimento fator fundamental para uma
bactéria com proposito probiotico (VINE et al., 2004).

Contudo, apesar de seu rapido desenvolvimento, também é reportado na
literatura que a agéo dos sais biliares reduz seu crescimento. De acordo Balcazar et al.
(2008) cepas de Lactobacillus plantarum isoladas de truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) apresentaram baixa viabilidade em presenca de sais biliares (BALCAZAR et
al., 2008). Essa reducéo de crescimento e menor viabilidade também foi observada
para o presente estudo em condic¢des in vitro.

Os sais biliares funcionam como emulsificante natural, responséavel pela
solubilidade de gorduras e vitaminas lipossolUveis. Estas propriedades atuam como
um tipo de bactericida, afetando a parede celular destes microorganismos
(LEHNINGER et al., 2008). Apresentar resisténcia a este fator, bem como a acidez do
estbmago sdo caracteristicas das bactérias acido laticas usadas como probidticos
(SUCCI et al., 2005). Os baixos niveis de pH do estdbmago sdo um dos principais
obstaculos enfrentados por estas bactérias até chegar ao intestino, sendo este um
teste in vitro indispensavel (VIEIRA et al., 2013; NA-KYOUNG et al.,2015).

De acordo com Sung-Ho et al. (2017) a cepa Lactobacillus plantarum apresenta
boa viabilidade em condi¢Bes géastricas de pH &cido. Tal caracteristica foi observada
no presente estudo com niveis de pH 2,5 ndo afetando de forma acentuada seu
crescimento e viabilidade e comparacdo com as outras cepas. Nao apenas em meio
acido, mas também em niveis alcalinos de pH 9,0, os resultados para este estudo
demonstraram viabilidade adequada comparadas as demais cepas. Esta capacidade

de resisténcia a variacdo de pH é uma caracteristica importante para um probiético
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aquicola, permitindo seu uso ndo apenas na dieta do hospedeiro, mas também
diretamente na agua como um possivel biorremediador (MERRIFIELD et al., 2010).

Dentre os principais parametros fisico quimicos da agua, a salinidade também
pode afetar a viabilidade das bactérias probidticas (VIEIRA et al., 2013) principalmente
para peixes marinhos devido ao seu especifico mecanismo de osmoregulacéo
realizado no intestino (MARSHALL & GROSELL, 2006; BALDISSEROTTO, 2007,
WHITTAMORE, 2012). Contudo, algumas bactérias acido laticas apresentam boa
viabilidade e resisténcia em diferentes niveis de salinidade (RICCIARD et al., 2009;
VIEIRA et al., 2013), como observado neste estudo para a cepa de L. plantarum.

Atendendo as premissas de resisténcia a fatores adversos como acidez,
alcalinidade e atividades enziméaticas existentes no trato-gastrointestinal, a colonizacao
do intestino por essa cepa probidtica torna-se amplamente possivel. Com uma efetiva
colonizacao, a inibicdo de patdgenos torna-se mais facil através da competicdo por
espaco e nutrientes (JATOBA et al., 2008; GATSOUPE et al., 2008).

A habilidade de inibir o crescimento de bactérias patogénicas é uma
caracteristica importante e solicitada em um probiético no ramo da aquicultura (ALY et
al., 2008; KUMAR et al., 2008; CORNELIO et al., 2013). As bactérias acido laticas
destacam-se neste cenario pela producdo de componentes antimicrobianos
responsaveis pela inibicdo de patégenos (BALCAZAR et al., 2008). De acordo com
Vieira et al. (2013) a bactéria Lactobacillus plantarum apresenta uma Otima
capacidade inibitoria contra Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Enterococcus
duran, Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum e Vibrio alginolyticus.

Para o presente estudo esta capacidade inibitéria também foi observada,
principalmente frente ao Vibrio parahaemolyticus apresentando resultados
semelhantes ao antibiético padrao tetraciclina. Tal habilidade pode ser explicada pela
producdo de acido latico, formacdo de peroxido de hidrogénio e de substancia
conhecida como “plantaricina” (HERNANDEZ et al., 2005; SUGITA et al., 2007). De
acordo com Klaenhammer (1993), a bactéria em questdo seria produtora da
“plantaricina S”, bacteriocina especifica extremamente eficiente contra bactérias gram
negativas. De toda forma, todos estes componentes citados acima promovem a
inibicdo de bactérias tanto gram-positivas quanto gram-negativas, tornando a espécie

Lactobacillus plantarum um potencial probiético para aquicultura marinha.
Concluséo

A bactéria acido latica isolada e identificada como Lactobacillus plantarum

apresentou boa viabilidade aos testes de resisténcia in vitro, bem como ampla
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capacidade inibitéria de patdgenos. Desta forma, L. plantarum é recomendada como

possivel probiético marinho para peixe palhaco Amphiprion ocellaris.
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Suplementacao probidtica com Lactobacillus plantarum
autéctone no desempenho zootécnico e resisténcia sanitaria
do peixe palhagco Amphiprion ocellaris em cativeiro
Autochthone Lactobacillus plantarum probiotic supplementation
on productive performance and sanitary resistence of clownfish
Amphiprion ocellaris in captivity

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da suplementacédo probidtica com
Lactobacillus plantarum na dieta do peixe palhaco. Para tanto, foi realizado um
experimento em DIC com 4 tratamentos (T1= Controle sem probidtico, T2= 10%, T3=
10° e T4= 10°UFCl/g de racdo) e trés repeticdes. Foram utilizados 120 animais
(0,46+0,01g e 0,26+0,06cm) alocados em aquarios de 80L interligados a um sistema
de recirculagédo de agua, e estes foram alimentados trés vezes ao dia (4% peso Vivo).
O experimento teve duragédo de 90 dias com biometrias mensais. Ao final de 90 dias
nove peixes foram selecionados e o sangue foi retirado para analises hematoldgicas e
outra amostras de peixes foram desafiados com injecdo da bactéria patogénica Vibrio
fluvialis. Com 30 e 60 dias de suplementacdo probittica, foi observada melhor
conversao alimentar aparente, taxa de crescimento especifico, peso médio e biomassa
nos peixes do T3 e T4. Aos 90 dias apenas o T3 apresentou melhor conversao
alimentar aparente e taxa de crescimento especifico. No sangue houve aumento de
glicemia e proteina plasmatica total no T4 bem como aumento dos valores
eritrocitarios (eritrocito, hematécrito e hemoglobina) e leucocitarios (linfécito e
neutrdfilo). Ap6s o desafio por Vibrio fluvialis, foi observada maior sobrevivéncia para o
T4 (100%) seguido pelos tratamentos T3, T2 e Tl com 77%, 66% e 44%
respectivamente. Conclui-se que a suplementacdo de Lactobacillus plantarum
autoctone por 90 dias promovem melhor desempenho zootécnico e sobrevivéncia do

peixe palhaco em cativeiro.

Palavra-chave: Ornamental, peixe palhaco, probiético.

Abstract

The present study evaluated the probiotic dietary supplementation with Lactobacillus
plantarum in the clown fish culture. For this, an experiment was performed with four
treatments (T1 = Control without probiotic, T2 = 10*, T3 = 10° and T4 = 10® UFC /
grams of feed) and three replicates. A total of 120 animals (0.46 + 0.18g and 0.26 *

0.06cm) were allocated in 80-liter aquaria connected to a water recirculation system.
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The fish were fed three times a day and feed ratio of 4% by live weight. The period of
experiment wasof 90 days with monthly biometric analysis. At 90 days, a fish sample
were used to hematological analysis and another sample were submitted to a
challenge by Vibrio fluvialis injection. The fish supplemented in T3 and T4 showed
better apparent feed conversion, specific growth rate, average weight and biomass at
30 and 60 days of experiment. At 90 days, only T4 presented better results of apparent
feed conversion, specific growth rate. Increased glycemia and plasma protein were
observed in fish from T4 also increases erythrocytes, hematocrit, hemoglobin and
leukocytes (lymphocytes and neutrophils). After bacterial challenge, it was higher
survival rate in fish from T4 (100%) followed by T3, T2 and T1 with 77%, 66% and 44%
respectively. It is concluded that the dietary supplementation of autochthonous
Lactobacillus plantarum for clownfish in captivity by 90 days promotes better
zootechnical performance and the resistance to bacterial challenge.

Keywords: Ornamental, Clownfish, probiotic.

Introducéo

A industria de peixe ornamental ao redor do mundo apresentou um valor
estimado em 15 bilhdes de délares no ano de 2011. Neste cenario bilionario, a
piscicultura ornamental marinha tem um destaque especial pelo alto valor de mercado
das espécies. Entre as espécies ornamentais marinhas mais comercializadas ao redor
do mundo, os peixes recifais sdo as principais espécies negociadas (RHYNE et al.,
2012; MURRAY et al., 2012; LADISA et al., 2017).

Dentre as espécies de recife de coral comercializadas como peixe ornamental
marinho, a espécie Amphiprion ocellaris comumente conhecida como peixe palhago ou
falso palhago. Esta espécie é o carro chefe do mercado aquarista marinho se
destacando entre as 5 espécies mais comercializadas no mundo, sendo produzida em
cativeiro em dez paises incluindo o Brasil (FAO, 2010; RHYNE et al., 2017).

No entanto, devido a esta intensificagdo de cultivo problemas com
enfermidades tornaram-se cada vez mais comuns. As infec¢des por bactérias sdo as
principais causas de surtos de mortalidades em peixes ornamentais marinhos em
especial as ocasionadas por Vibrios spp. (FIORAVANTI & FLORIO, 2017). Como
forma de controlar essas doencas, produtores usam erroneamente antibiéticos
promovendo a selecdo de bactérias mais resistentes (GASTALHO et al., 2014).

Como alternativa ambientalmente mais adequada ao uso de antibioticos, o
probidtico vem se destacando ao longo dos anos na aquicultura. Probiotico é definido
atualmente como microorganismos vivos vidveis que quando suplementados na dieta

promovem beneficios ao hospedeiro (SAYES et al., 2018). J& foi reportado o0 uso em
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peixes de algumas bactérias acido laticas probidticas como Lactobacillus plantarum,
Bacillus subtilis e Enterococcus faecium (MERRIFIELD et al., 2010b; JATOBA et al.,
2018; LIU et al., 2018). Sendo que bactérias autdctones, ou seja, isoladas da prépria
espécie promovem melhores respostas dos hospedeiros quando comparado a
probidticos al6ctones (JATOBA et al., 2018; HARU et al., 2017)

O uso de bactérias acido laticas como probidtico mostraram-se bem eficientes
em promover beneficios ao hospedeiro como melhora do desempenho zootécnico,
melhora do sistema imunol6gico e uma maior resisténcia a bactérias patogénicas
(MEHISAN et al., 2015; NANDI et al., 2017). Por isso, o0 objetivo do presente estudo foi
avaliar a suplementacdo probiética com Lactobacillus plantarum na dieta do peixe

palhaco Amphiprion ocellaris criado em cativeiro.

Material e Métodos

O estudo foi realizado na Embrapa Tabuleiros Costeiros pelo Laboratério de
Aquicultura de acordo com os padrbes éticos de experimentacdo animal (CEUA n°
010218). O probidtico foi previamente isolado de seis peixes palhaco com aspecto
saudavel, testado in vitro e posteriormente identificado pela técnica de MALDI TOF
como Lactobacillus plantarum (DSM 2360 2.01 Score) (KARAS et al.,, 1987). O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos de suplementac&o probiética (T1 = Controle, T2 = 10*, T3 = 10°e T4 =
10°UFC/g de racéo) e trés repeticdes. A bactéria probidtica foi inoculada em caldo
MRS salinizado (NaCl 1,5%) e crescida em estufa a 35°C por 24 horas. Apés o
crescimento bacteriano, a suspensao foi submetida a diluicdo seriada determinando as
concentragbes de cada tratamento e posteriormente foram aspergidas na racdo. A
racdo foi colocada em estufa para secagem a 35°C por 48 horas antes do
fornecimento aos animais. A racao utilizada foi especifica para peixes ornamentais
marinhos (Tetra Marine Granules — Proteina Bruta 44%; Extrato Etéreo 11%; Fibra 2%;
Minerais 9%:; enriquecida com Vitamina C e 4cidos graxos Omega-3).

Foram utilizados cento e vinte (120) peixes palhaco Amphiprion ocellaris com
peso médio 0,46+0,01g e 0,26+0,06cm adquiridos de piscicultura comercial. Os
animais foram aclimatados e alocados em aquarios de vidro (capacidade para 80
litros) interligados a um sistema de recirculagdo de 4gua com densidade de 10 peixes
por aquario (KODAMA et al., 2011). A taxa e frequéncia alimentar foram definidas em
4%peso vivo e alimentacdo 3 vezes ao dia (9, 12 e 17 horas) de acordo com
(JOHNSTON et al.,, 2003). Os parametros de qualidade de agua mantiveram-se
estaveis como salinidade 30,00+0,48ppt, temperatura 28,07+0,54C°, pH 8,16+0,06,
6,48+0,36 e amdnia total 0,29+010mg/L.
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O experimento teve um total de 90 dias com biometrias mensais (30, 60 e 90
dias) aferindo peso e comprimentos (comprimento total, comprimento padréo, altura
dorso peitoral). Para tanto, os animais foram previamente anestesiados por imerséo
em solugdo de benzocaina 20mg/Litro (PRAMOD et al, 2010). Foram entdo
determinados os parametros de ganho de comprimento total (GPT= Comprimento total
final — comprimento total inicial), ganho de comprimento padrao (GPP= Comprimento
padrdo final — comprimento padréo inicial), ganho em altura (ALT= Altura final — altura
inicial) ganho de peso (GP= Peso final — peso inicial), ganho de biomassa (GB=
Biomassa final — biomassa inicial), taxa de crescimento especifico (TCE= Ln peso final
— In peso inicial / dias de experimento x 100), conversdo alimentar aparente (CAA=
Consumo de racao / Ganho de peso), consumo de ra¢ao (CR= Peso inicial da racdo —
Peso final da racdo), fator de condigédo relativo (KR= Ln do peso final / b x In
comprimento final — a), sobrevivéncia (S= Numero de peixes final / nimero de peixes
inicial x 100) e uniformidade (U Peixes dentro dos +20% do peso médio / total de
peixes x 100).

Ao final de 90 dias, nove peixes de cada tratamento foram utilizados para
analise hematoldgica. Com auxilio de seringas esterilizadas e umedecidas com
anticoagulante (EDTA 3%), 1mL de sangue foi coletado de cada animal via pungéo
caudal e armazenado em eppendorf umedecidos com mesmo anticoagulante para
posterior andlise. O numero total de eritrocitos (Cel x 106 pL-1) foi estimado com
contagem em camara de Neubauer (GARCIA-NAVARRO, 2005) e a porcentagem de
hematdécrito pelo método de micro hematdcrito (GOLDENFARB et al., 1971). As
concentracdes de hemoglobina (g.dL-1), glicose (mg.dL-1) e proteina plasmatica total
(g.dL-1) foram estimadas com auxilio dos aparelhos analisador bioguimico, Prestige 1Q
50 e refratbmetro (Quimis®) respectivamente. Os indices hematimétricos foram
calculados segundo metodologia de Vallada (1999) para volume corpuscular médio
(VCM= Ht x 100 / Eri fL), hemoglobina corpuscular média (HCM= Hg x 10 / Eri pg) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM= HCM x 100 / Ht %). Para a
contagem diferencial de leucdcitos totais foram feitas extensdes sanguineas segundo
metodologia de Ranzani-paiva (1995) e entdo coradas segundo metodologia de
Rosenfeld (1947) para analise em microscopio estimando a relagdo de 200 leucdcitos
para 2000 eritrécitos.

Ao final dos 90 dias também foi realizado um desafio experimental com inje¢éo
intraperitoneal com bactéria patogénica. Essa bactéria foi previamente isolada de
palhacos doentes com sinais de bacteriose (Peixes doentes doados de fazenda
aquicola em Recife) e identificada pela técnica de MALDI TOF (Karas et al., 1987)

como Vibrio fluvialis. Um delineamento inteiramente casualizado foi conduzido com
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quarenta e cinco (45) peixes palhacos advindos do experimento anterior, sendo entdo
divididos em cinco tratamentos e trés repeticbes como se segue: Peixes sem
suplementacdo probiética injetados com Solucdo Salina (Controle negativo); peixes
sem probiético, mas desafiados com bactéria patogénica (controle positivo), e peixes
suplementados com 10° 10° 10° UFC/g e entdo desafiados com a bactéria
patogénica). Os animais foram alocados em tanques de 10 litros com aeracéo
constante em densidade de 1 peixe para cada dois litros. Em seguida foram aplicadas
injecbes intraperitoneais em propor¢gdo de 1mL/100g de Vibrio fluvialis na
concentracdo de 1x10°UFC/mL (MARUDHUPANDI et al., 2017). Ap6s aplicacdo do
patdgeno, foram observados sinais clinicos a cada duas horas durante um periodo de
noventa e seis (96) horas. Ao final do experimento foi determinada a sobrevivéncia de
cada tratamento e 0s animais restantes foram anestesiados para coleta de sangue e
eutanasiados para analise microbiolégica e verificagdo do postulado de Koch.

Os valores de desempenho zootécnico e parametros hematolégicos foram
avaliados de acordo com as premissas de normalidade e homocedasticidade por
Shapiro Wilk e Bartlett respectivamente e entdo submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) e post hoc de Tukey (p<0,05). Os valores de sobrevivéncia em porcentagem
foram transformados em arco seno raiz e entdo submetidos a estatistica néo

paramétrica de Kruskal Wallis post hoc de Dunn (p<0,05).

Resultados

Foi observado diferenca estatistica (p<0,05) nos primeiros 30 dias para o
tratamento 4 (T4) promovendo maior ganho de peso médio, ganho de biomassa e taxa
de crescimento especifico. Para os parametros de conversdo alimentar aparente,
comprimento total e comprimento padréo, T3 e T4 apresentaram semelhanca
estatistica apresentado melhores resultados em relacdo aos demais tratamentos. O
ganho em altura dos animais foi maior nos animais suplementados com probiético (T2,
T3 e T4) em relacdo ao controle (T1). A sobrevivéncia e fator de condigéo relativo ndo

apresentaram diferenca estatistica (Tabela 1).

Tabela 1. Desempenho zootécnico (média + desvio padrao) do Amphiprion ocellaris

com 30 dias de suplementacéo probiotica por Lactobacillus plantarum.

Parametros T1 T2 T3 T4
GPM 96,67+29,63b  133,33+21,25ab  144,00+35,59ab 161,67+17,44a
GBM 967+296b 1333+212ab 1440+356ab 1617+174a
GCT 28,82+0,49b 30,16+0,34a 30,60+0,57a 31,43+0,89a
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GCP 25,46+0,31b 25,92+0,30ab 27,93+2,46a 27,30+0,54a
GAT 11,27+0,31b 11,49+0,22a 11,54+0,21a 11,89+0,10a
CAA 6,75+1,77b 4,64+0,74ab 4,60+0,94a 3,76+0,44a
TCE 0,63+0,17b 0,84+0,12ab 0,90+0,19ab 1,00+0,10a
UNI 80,0+0,00a 56,67+5,77b 80,0+0,00a 56,67+5,77b
Kr 1,00+0,01a 1,00+0,00a 1,00+0,01a 1,00+0,01a
S 96,67+5,77a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a

GPM=Ganho de peso médio, GBM=Ganho de biomassa, GCT=Ganho de comprimento Total, GCP=Ganho de
comprimento padrdo, GAT=Ganho em altura, CAA=Conversdo alimentar aparente, TCE=Taxa de crescimento

especifico, UNI=Uniformidade, Kr=Fator de condicéo relativo, S=Sobrevivéncia.

No segundo més de experimento foi observada diferenga estatistica (p<0,05)
nos peixes suplementados com probioticos (T2, T3 e T4) em relacdo ao controle (T1)
promovendo maior ganho de peso médio, ganho de biomassa e melhor conversao
alimentar aparente. O tratamento 4 apresentou a maior taxa de crescimento em
relagdo ao demais tratamentos. O fator de condicdo relativo e sobrevivéncia n&o
apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Desempenho zootécnico (média + desvio padrao) do Amphiprion ocellaris

com 60 dias de suplementacao probiotica por Lactobacillus plantarum.

Parametros Tl T2 T3 T4
GPM 289,86+77,45b  419,02+25,02a  380,37+38,59a  421,45+22,78a
GBM 2412+1143b 3594+330a 3803+385a 3957+473a
GCT 32,45+0,48c 36,57+0,39a 34,98+0,30b 35,73+0,49ab
GCP 28,44+1,02b 31,41+0,39a 31,17+0,60a 31,75+0,67a
GAT 12,72+0,57b 13,81+0,30ab 13,18+0,63ab 14,25+0,55a
CAA 8,27+1,83b 4,45+0,30a 4,27+0,29a 4,15+0,38a
TCE 1,58+0,31b 2,14+0,09ab 2,03+0,13ab 2,15+0,09a
UNI 56,67+20,82a 68,00+19,08a 76,67+20,82a 51,00+33,81a
Kr 1,00£0,01a 1,00+0,00a 1,00£0,01a 1,00£0,01a
S 93,33+11,55a 93,33+5,77a 100,0+0,00a 96,67+5,77a

GPM=Ganho de peso médio, GBM=Ganho de biomassa, GCT=Ganho de comprimento Total, GCP=Ganho de
comprimento padrdo, GAT=Ganho em altura, CAA=Conversdo alimentar aparente, TCE=Taxa de crescimento

especifico, UNI=Uniformidade, Kr=Fator de condi¢ao relativo, S=Sobrevivéncia.
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Ao final do experimento (90 dias) o T3 (10°UFC/g) apresentou maior ganho de
peso médio, ganho de biomassa, taxa de crescimento especifico e melhor conversao
alimentar (p<0,05). Para o T4 houve diferenga estatistica apenas para uniformidade.

Os demais parametros de desempenho zootécnico nao diferiram estatisticamente.

Tabela 3. Desempenho zootécnico (média + desvio padrdo) do Amphiprion ocellaris

com 90 dias de suplementacéo probiotica por Lactobacillus plantarum.

Parametros T1 T2 T3 T4
GPM 460,76+23,74b  541,92+23,59ab  564,86+59,85a 563,56+127,57a
GBM 2180+1141b 3101+1425b 4604+820a 3519+838ab
GCT 37,24+0,91a 36,87+0,30a 36,94+1,07a 37,32+1,59a
GCP 31,76+1,04a 31,45+0,73a 31,37+0,80a 31,26+0,83a
GAT 13,88+0,10a 14,00+0,17a 14,32+0,31a 14,02+1,01a
CAA 8,50+3,52b 6,91+2,91b 3,81+0,53a 4,71+0,94b
TCE 2,14+0,10b 2,58+0,08ab 2,67+0,17a 2,62+0,41ab
UNI 34,29+1017b 36,53+15,90ab  58,13+15,63ab 66,47+24,10a
Kr 1,00£0,01a 1,00£0,01a 1,00+0,01a 1,00+0,01a
S 73,33+20,55a 76,67+12,47a 90,0+8,16a 80,0+8,16a

GPM=Ganho de peso médio, GBM=Ganho de biomassa, GCT=Ganho de comprimento Total, GCP=Ganho de
comprimento padrdao, GAT=Ganho em altura, CAA=Conversdo alimentar aparente, TCE=Taxa de crescimento

especifico, UNI=Uniformidade, Kr=Fator de condi¢&o relativo, S=Sobrevivéncia.

As contagens de bactérias &cido laticas no intestino refletiram as quantidades
de probidticos inseridos nas dietas (tabela 4). Porém, no tratamento 4 houve uma
menor quantidade de bactérias no intestino em relacdo ao que foi adicionado na racao.

Para o tratamento 1 (Controle) nao foi observada a presenca de bactérias probiética.

Tabela 4. Contagem de bactérias totais viaveis com 90 dias de suplementacdo

probidtica por Lactobacillus plantarum.

Local/Tipo T1 T2 T3 T4

Colonizac&o daracéo (UFC g-')
2,64+1,53x10*  3,34+1,15x10°

Racéo 0,00+0,00 2,3320,58x10°

Colonizag&o intestinal (UFC cm™)
2,33+0,53x10*  2,38+0,78x10°
4,23+0,10x10" 1,58+0,33x10’

1,34+0,51x10’
1,14+0,45x10’

L. plantarum *  0,00+0,00x10°
HT* 5,36+0,91x10’
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*Heterotrdéficas totais

Ao final de 90 dias de suplementacdo de probiética houve um aumento da
glicemia em todos os tratamentos com probiético (T2, T3 e T4) em relacdo ao controle
(T1) (p<0,05). Para T4, a proteina plasmatica, hematécrito e eritrocito foram
estatisticamente maiores em relacdo aos valores dos outros tratamentos. O indice
hematimétrico VCM, bem como o valor de hemoglobina foram maiores

estatisticamente para o tratamento 3 (Tabela 5).

Tabela 5. Valores bioquimicos e eritrocitarios (média + desvio padrdo) do Amphiprion

ocellaris com 90 dias de suplementacao probiotica por Lactobacillus plantarum.

Parametros Tl T2 T3 T4
Glic mg/dL 24,11+5,11b 39,00+2,60a 41,71+2,81a 44,33+8,03a
PPT (g/dL) 2,60+1,30c 8,00+2,00bc 10,73+0,89b 10,07+2,25a
Hemat (%) 12,84+0,95c  15,07+0,81bc 16,81+1,17ab 18,03+0,65a
Eri (x10%) 1,00+0,42b 1,69+0,29ab 1,68+0,54ab 2,00£0,17a
Hemoglobina* 6,42+1,30b 8,00£2,00ab 10,73+0,79a 10,07+2,25ab
VCM(fL) 102,76+6,75ab 90,89+11,66ab  107,40+28,39a 87,8316,79b
HCM % 64,92+28,27a  47,79+20,66a 76,06+23,00a 50,34+12,55a
CHCM % 52,07+13,13a  51,29+14,60a 66,17+4,52a 55,13+11,88a

Glic=Glicemia, PPT=Proteina Plasméatica Total, Hemat=Hematocrito, Eri=Eritrécito, VCM=Volume Corpuscular Médio,

HCM=Hemaoglobina Corpuscular Média, CHCM=Concentra¢do de Hemoglobina Corpuscular Média, * g/dL

Para a contagem de células brancas foi observada diferencga estatistica no T4
em relacdo aos demais tratamentos com o0s peixes apresentando trombofilia e
neutrofilia (Tabela 6). Semelhancas entre os T3 e T4 foram observados para
leucocitos totais em relagéo aos demais tratamentos, porém observou-se uma reducao
dos linfocitos nestes mesmos tratamentos. O T1 apresentou 0os menores valores

dentre todos em relagcdo a quantidade de mondcitos.

Tabela 6. Valores médios + desvio padréo da contagem de células brancas em peixes

palhago Amphiprion ocellaris suplementado com probiético por 90 dias.

Parametros T1 T2 T3 T4

Trombécito 1,11+0,14b 1,10+0,17b 1,20+0,20b 2,71+0,10a
Linfécito 16,90+1,28a  16,50+1,05ab 14,90+1,21b 13,30+1,33b
Mondcito 0,50+0,08b 0,94+0,192 0,91+0,24a 1,11+0,25a
Neutréfilo 2,01+0,39c 2,02+0,67c¢ 3,2040,22b 4,95+0,41a
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Bassfilo 0,65:0,05a 0,500,042 0,64£0,07a  0,69:0,17a

*Leucdcitos (células/uLx10").

Essa diferenca hematologica também refletiu em taxas de sobrevivéncias
diferentes apds o desafio experimental. Houve maior sobrevivéncia (p<0,05) dos
peixes no tratamento 4 em relacdo aos demais com sobrevivéncia de 100% apos as
96 horas de infeccdo experimental por injecdo de 1x10°UFC/mL Vibrio fluvialis.
Contudo, para o T1 (Controle) a sobrevivéncia atingiu apenas 45% (Figura 1). Os
peixes do controle negativo, sem suplementacdo e injetados com solucdo salina,

apresentaram 100% de sobrevivéncia.
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Figura 1. Morte acumulada ao longo de 96 horas de desafio por injecéo intraperitoneal
com patdgeno marinho Vibrio fluvialis. Ctrl=Controle; Ctrl SS= Controle com injecao de

Solugéo Salina.

Os primeiros sinais clinicos foram observados com 24 horas de infec¢do para o
tratamento controle. A natacdo erratica e hiperemia craniana foram os principais
sintomas observados do inicio ao final do desafio para todos os peixes (Tabela 7). Os
animais com estes sinais clinicos mantiveram o corpo sempre inclinado com a cabeca

voltada para cima durante a natagao.

Tabela 7. Sinais clinicos dos peixes desafiados por Vibrio fluvialis (96 horas).

Sinais Clinicos CtrlSS T1 T2 T3 T4

Natacdo erratica - + + + -
Despigmentacao epidérmica - + + - -
Hemorragia cefalica - + - - -
Hiperemia craniana - + + + -
Perda de equilibrio - + - - -
Batimento opercular acelerado - + - - -
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Letargia -
Hipertrofia do figado -
Hipertrofia do rim -
Opacidade do figado -
Exsudado abdominal -
Hemorragia interna -

+ + 4+ + + +
1
1
1

Ctrl=Controle, Ctrl SS=Controle Solugdo Salina.

Na regido da cabeca, entre os olhos, manchas avermelhadas tornaram-se
visiveis durante o experimento (entre 36 e 96 horas) sendo observado sinais
hemorragicos (b) em alguns peixes mais debilitados, despigmentagéo epidérmica (c) e
gquando em Obito apresentavam hipertrofia do figado (a) (Figura 2). Os demais sinais

clinicos foram observados apenas no grupo controle injetado com patégeno.

Figura 2. Sinais clinicos externos e internos de peixes palhagco Amphiprion ocellaris

desafiados por bactéria patogénica marinha Vibrio fluvialis. Os peixes da figura (a) e
figura (b) foram retirados do controle injetado com patégeno. Para a figura (c) foi
ilustrado 1 peixe do controle com solugéo salina estéril injetada e 1 peixe do controle
injetado patégeno para comparacao da pigmentacao.

O perfil hematolégico dos peixes ao final do desafio (96 horas) mostrou
diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos (Tabela 8). Os palhacos do
controle positivo (peixes sem suplementacdo e desafiados) apresentaram elevacéo de
glicemia e lactato. No entanto para o mesmo tratamento foi observada a reducgéo de
eritrécitos e das células de defesa como trombdcito, linfocito, neutréfilo e basofilo.
Apenas 0 mondcito apresentou valores mais elevados. Para o tratamento 10 UFC.g™
(T4) valores estatisticamente maiores foram para neutrdéfilos, basofilos e trombdcitos.
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Tabela 8. Parametros hematoldgicos (média = desvio padrdo) dos peixes palhaco

Amphiprion ocellaris desafiados por patégeno marinho Vibrio fluvialis.

Ctrl SS T1 T2 T3 T4

Glicemia* 12,60+2,41b 41,20+16,36a 26,40+7,16a 18,20+6,34ab 18,00+3,74ab
L actato* 0,90+0,13c 2,28+0,12a 1,43+0,14b 0,98+0,13c 0,90+0,15¢
Eritrocito  0,82+0,49ab  0,38+0,23c 0,60+0,22b 1,02+0,49a 1,10+0,35a
Trombocito  0,21+0,01ab  0,05+0,01b  0,18+0,05ab  0,48+0,02ab 0,80+0,11a
Linfocito  2,15+0,04ab  1,28+0,02b  2,02+0,13ab  3,67+0,02a 3,95+0,14a
Mondcito  0,20+0,01ab  0,34+0,02a  0,34+0,0la  0,18+0,02b 0,20+0,02ab
Neutrofilo  0,25+0,04ab  0,09+0,01b  0,22+0,02ab  0,59+0,04ab 1,01+0,11a
Baséfilo  0,15%0,02b  0,05:0,01d  0,08+0,01c  0,20+0,01b  0,30+0,04a

Leucécitos  13,9+0,48a  11,81+0,12b 13,73+0,29a 12,58+0,12ab 13,16+0,47ab

totais

Trombécito (células/uLx10%), Leucdcitos (células/pLx10%) Eritrocito (células/plx10°), *grama/dL, Ctri=Controle, Ctrl

SS=Controle solugdo salina.

Discusséo

O presente estudo foi 0 primeiro relato de isolamento e uso in vivo de bactérias
probidticas autdctones para a espeécie de peixe palhagco Amphiprion ocellaris. A
selecdo de bactérias autoctones mostra-se mais eficiente em colonizar o trato
intestinal do hospedeiro e promover seus beneficios (JATOBA et al., 2018; HURA et
al., 2018). Um dos principais beneficios observados nos peixes € o ganho de
desempenho zootécnico atribuido ao tempo de suplementagdo probidtica, como
observado no tratamento 4 (10° UFC. g%).

De acordo com Dias et al. (2018), tambaquis Colossoma macropomum
alimentados com dieta probibtica autdctone durante 120 dias, apresentaram maior
ganho de peso e taxa de crescimento especifico. Para tilapia Oreochromis niloticus
alimentadas com Bacillus licheniformis com apenas 30 dias também foi observado
maior ganho de peso e taxa de crescimento especifico (GOBI et al., 2018). Esse
aumento em desempenho para peso e comprimento foi observado também para o
presente estudo com Lactobacillus plantarum autéctone na dieta do peixe palhaco.

Esse melhor desempenho produtivo do animal pode ser explicado pela
colonizacdo do trato intestinal do hospedeiro pelas bactérias probidticas que
promovem a modulag&do da microbiota existente auxiliando na digestdo (SAYES et al.,
2018). Essa melhor digestdo pode estar ligada ao aumento das vilosidades intestinais
reportada na literatura como resultado da suplementagé@o probitdtica (MUNIR et al.,

2018). Resultados contrarios sdo observados com o0 uso de probidtico comercial
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Lactobacillus helveticus CD6 para kinguios Carassius auratus ndo promovendo
aumento do desempenho (AHIRE et al., 2018), mostrando a importancia de um
probidtico autéctone com maior capacidade de colonizar o intestino e promover 0s
beneficios.

O sistema imunolégico do animal também é totalmente beneficiado com a
suplementacdo probidtica (GAO et al.,, 2018). Os maiores valores de glicemia no
sangue no presente estudo para os tratamentos com probiético podem ser atribuidos a
maiores absor¢gdes de nutrientes das dietas por estes animais (MUNIR et al., 2018).
Este aumento de glicemia no sangue também é reportado por Dias et al. (2018) com o
uso de Bacillus cereus como probiético. Células eritrocitarias assim como hematdcrito,
hemoglobina também apresentaram um aumento com a suplementacdo probidtico no
presente estudo. Para Carpas Cyprinus carpio alimentadas com Lactobacillus
plantarum resultados similares foram reportados com aumento de células vermelhas e
hematdcrito e hemoglobina (VALIALLAHI et al., 2018).

O perfil hematolégico dos animais oferece informacdes importantes sobre seu
estado de salde e aspectos nutricionais (RANZANI-PAIVA et al.,, 2014). A
suplementacdo probidtica expressa essa relacdo claramente entre o perfil nutricional
do hospedeiro e a melhora em salde (SAYES et al., 2018). O aumento de células de
defesa como linfécito e neutréfilo observado neste estudo, também é observado na
literatura para Labea rohita alimentas com Bacillus sp. (NANDI et al.,, 2017). O
neutrofilo é considerado a primeira célula de defesa do animal relacionada a
processos inflamatérios (YAMASHITA et al., 2017). Esse aumento de neutréfilos no
sangue circulante do peixe palhaco mostra um efeito imunoestimulantes promovido
pela suplementacao probiodtica.

Atribuido ao estimulo imunoldgico, a resisténcia a infeccdo por bactéria
patogénica é amplamente observada na literatura em peixes suplementados com
probidticos. Tilapias Oreochromis niloticus alimentados com dieta probiética Bacillus
licheniformis apresentaram melhora imunolégica e maior resisténcia a infeccdo por
Aeromonas hydrophila (GOBI et al., 2018). Para kinguios alimentados com Bacillus
velezensis a melhora imunoldgica também promoveu maior resisténcia a infec¢des por
Aeromonas hydrophila (YANGLEI et al., 2018).

Para este estudo, os peixes palhaco alimentados com 10° UFC. g* de
Lactobacillus plantarum apresentaram maior resisténcia a infeccdo por 1x10°UFC/mL
de Vibrio fluvialis. Concentracdo semelhante foi observada com Vibrio
parahaemolyticus em Amphiprion sebae, sendo 1x10°UFC/mL a concentracdo capaz
de matar 50% dos peixes (MARUDHUPANDI et al., 2017). A bactéria Vibrio fluvialis ja

foi reportada como patdgeno para peixe ornamental marinho (SONIA & LIPTON, 2012)
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sendo este o primeiro relato para a espécie de peixe palhaco Amphiprion ocellaris.
Essa espécie pode causar celulite hemorragica e inflamacgéo cerebral (HUANG & HSU,
2005), sinais clinicos estes observados no presente estudo durante o desafio
experimental, explicando assim a redugdo de eritrocitos devido a um processo
hemorréagico nos animais.

Apesar da melhora imunolégica e maior resisténcia a infeccdo por V. fluvialis
observada para os palhagos com maior suplementacéo probiética, a concentracao de
10° UFC. g™ ndo apresentou isoladamente o melhor resultado para desempenho
zootécnico. Este fator pode ser atribuido a quantidade de bactérias que colonizaram o
intestino. Sendo que na maior concentracdo administrada na racdo houve uma
reducdo da carga bacteriana logaritmica no intestino no tratamento T4 (tabela 4). De
acordo com Liu et al. (2018) o aumento da concentragdo probidtica promoveu uma
melhora imunolégica e maior resisténcia a infeccdo por Vibrio alginolyticus para o
peixe ornamental marinho Ishidai Oplegnathus fasciatus, porém ndo observou melhora
no desempenho zootécnico como observado no presente estudo na maior
concentracdo talvez relacionado a alguma limitacdo fisica na quantidade de bactérias
que podem colonizar o intestinal. Por este motivo é essencial determinar
concentracdes ideais de suplementacdo probittica para o cultivo promovendo o

melhor custo-beneficio possivel.

Concluséo

A bactéria acido latica Lactobacillus plantarum mostrou-se eficiente como
probidtico para peixe palhaco Amphiprion ocellaris promovendo melhor desempenho
zootécnico na concentracédo 10°UFC/g de racdo. A concentracdo 108UFC/g de racéo
apresentou melhor modulagcdo imunoldgica promovendo uma maior resisténcia dos

peixes desafiados por Vibrio fluvialis.
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Consideracdes finais

O uso de probidtico na dieta de animais de cultivo € de extrema importancia
atualmente, devido as vantagens que o hospedeiro recebe. Melhorar a salde € o
principal fator esperado e observado no animal sendo um ponto crucial para reduzir
perdas econdmicas com surtos de mortalidade durante a criagdo. E nitido que a
prevencdo de doencas pelo uso de bactérias probioticas evita a remediacdo, uma
pratica comum e antiquada usada por produtores na aquicultura. Desta forma medidas
mais ambientalmente corretas para producao como o0 uso de probiético autoctone se
encaixa perfeitamente no senario atual. Contudo um ponto a ser fomentado ainda € a
necessidade de se incentivar a produgdo destes probidticos autoctones em escala

industrial, facilitando o seu uso para pequenos, médios e grandes produtores.
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