IPL

escola superior de rurismo
e recnologia do mar
instituro polirécnico de leiria

Estudo da aplicacéo de probioticos na aquacultura de
linguado senegalés (Solea senegalensis Kaup, 1858)

Andreia Ferreira Domingues

2014






IPL

escola superior de rurismo
e recnologia do mar

instiruro polirécnico de leiria

Estudo da aplicacéo de probioticos na aquacultura de
linguado senegalés (Solea senegalensis Kaup, 1858)

Andreia Ferreira Domingues

Dissertacdo para obtencéo do Grau de Mestre em Aquacultura

Dissertacdo de Mestrado realizada sob a orientacdo do Doutor Rodrigo Oz6rio,
supervisao da Mestre Sénia Batista e co-orientacdo do Doutor Jodo Correia

2014






Titulo: Estudo da aplicacdo de probidticos na aquacultura de linguado senegalés (Solea
senegalensis Kaup, 1858)

Copyright © Andreia Ferreira Domingues
Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar — Peniche
Instituto Politécnico de Leiria

2014

A Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar e o Instituto Politécnico de Leiria tém o
direito, perpétuo e sem limites geograficos, de arquivar e publicar esta dissertacdo/trabalho de
projeto/relatdrio de estagio através de exemplares impressos reproduzidos em papel ou de forma
digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser inventado, e de a divulgar
através de repositdrios cientificos e de admitir a sua cépia e distribuicdo com objetivos

educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e editor.






AGRADECIMENTOS

A dissertacdo de mestrado aqui apresentada so6 foi possivel devido ao empenho,
dedicacdo e trabalho de inumeras pessoas, que de uma forma ou outra, contribuiram

para a realizacdo da mesma. Como tal, gostava de agradecer:

Ao Doutor Rodrigo Ozorio e a Professora Doutora Luisa Valente por me terem
aceite como estagiaria e por todo o apoio, orientacdo e disponibilidade que

demonstraram ao longo do meu estagio.

A Sonia Batista e a0 Benjamin Costas por toda a disponibilidade e orientacio
dada ao longo deste trabalho. As orientacGes prestadas foram sem divida decisivas na
realizacdo desta dissertacao.

Ao grupo de trabalho do LANUCE — M? Jodo, Vera, Lucia, Sthelio, Francisca,
Mariana, Marta e Eduarda, por toda a paciéncia, motivacao, integracdo e apoio. Estou
muito grata pelo companheirismo vivido durante todo o tempo que estive na vossa

companhia. A Sofia Cunha pela disponibilidade e orientagdes prestadas.

A minha mie M2 de Fatima, Marina e Bruno pela paciéncia, apoio incondicional

e conselhos nos momentos mais dificeis.

A todos um muito obrigada!!!






O presente trabalho foi desenvolvido no &mbito do projeto PROBIOSOLEA - Selecédo e
avaliacdo de estirpes de probidticos para uso na aquacultura do linguado (Solea senegalensis).
Co-financiado pelo Quadro de Referéncia Estratégico Nacional — QREN (referencia 13551), no
ambito do Programa Operacional Regional do Norte — ON2.

A ) QUADRO |
V ! DE REFERENCIA e

ESTRATEGICO UNIAO EUROPEIA

COMPETE NACIONAL Eaetyadat

PROGRAMA OPERACIONAL FACTORES DE COMPETITIVIDADE PORTUGAL2007.2013 de Desenvolvimento Regional

O NOVO NORTE

PROGRAMA OPERACIONAL
REGIONAL DO NORTE

Até ao momento, deste trabalho resultou uma comunicacdo oral, encontra-se em

preparacdo um artigo e a participacdo num congresso:

Comunicacéo Oral:

Ozério R., Domingues A., Peixoto M.J., Batista S. Probidticos na atividade
antioxidante e resposta imune em linguados (Solea senegalensis). In: Seminario-
PROBIOSOLEA: Selecdo e avaliacao de estirpes de probioticos para uso na aquacultura

do linguado (Solea senegalensis). Porto, Novembro de 2013

Artigo (em preparacéo):

Domingues, A., Peixoto M.J., Braga, S., Gravato C., Batista, S., Goncalves J.F.M.,
Cunha, S., Valente L.M., Barros R., Cristovdo B., Costas, B., Ozério R.O.A. (2014).
Immune and oxidative stress responses following exposure to Photobacterium damselae

subsp. piscicida in sole (Solea senegalensis) fed different microbial probiotics.

Participacdo em Congressos:

Domingues, A., Peixoto, M. J., Batista, S., Goncalves, J.F.M., Cunha, S., Gomes, A,
Barros, R., Valente, L.M.P., Costas, B., Ozério, R.O.A. (2014). Effect of dietary
probiotic supplementation on growth and innate immune system in sole (Solea
senegalensis Kaup, 1858) subjected to pathogenic bacteria infection and handling stress.

International Meeting on Marine Research (IMMR), Peniche, Portugal.






RESUMO

A ocorréncia de doencas infeciosas na aquacultura € inevitavel devido as
condigdes de cultura praticadas. Photobacterium damselae subsp. piscicida causa
grandes perdas econdémicas na cultura de Solea senegalensis, mas a suplementagdo com
probidticos pode ser uma boa alternativa para o controlo de doencas bacterianas
diminuindo ainda o uso de antibidticos. Os objetivos deste trabalho foram avaliar os
efeitos da suplementacdo com probidticos sobre o crescimento, resposta imunoldgica
inata e protecdo contra Photobacterium damselae subsp. piscicida em linguados juvenis
(Solea senegalensis).

Foram testadas 6 dietas experimentais: dieta CTRL (sem probidtico), duas
mono-espécies (PB; - Shewanella sp. e PB;, - Enterococcus sp.) e trés multi-espécies
(PB3 - Shewanella sp. e Arthrobacter sp., PB4 - Pseudomonas sp. e Arthrobacter sp.,
PBs - Shewanella sp., Arthrobacter sp. e Enterococcus sp.). Realizou-se inicialmente
um ensaio de crescimento onde os juvenis foram mantidos num sistema de recirculacédo
semi-fechado de agua salgada (19°C, 30%o) e alimentados ad libitum 3 vezes por dia
durante 12 semanas. Posteriormente realizaram-se dois ensaios de infecdo com
Photobacterium damselae subsp. piscicida, no ensaio A os animais foram infetados no
dia do transporte para novas instalacdes, no ensaio B os animais foram previamente
aclimatizados as novas condicGes e s6 depois foram infetados. Em ambos o0s ensaios de
infecdo os juvenis foram mantidos em sistemas de recirculacdo fechados (19°C, 30%o),
durante 15 dias e alimentados 2 vezes por dia.

No final do ensaio de crescimento verificaram-se diferengas significativas no
crescimento dos animais alimentados com as dietas PB; (22,91 £+ 0,53g) e PB4 (24,03 +
0,480), apresentando um crescimento inferior aos juvenis da dieta CTRL (26,56 +
0,63g). Nos parametros imunolégicos (celulares e humorais) avaliados no final do
ensaio de crescimento ndo se observaram diferencas significativas entre as dietas
experimentais. Nos ensaios de infe¢do verificou-se que a mortalidade cumulativa dos
juvenis do ensaio A foi nula e no ensaio B a mortalidade ocorrida ndo apresentou
diferencas significativas entre os varios tratamentos. Na analise dos parametros inumo-

inatos apos infecdo apenas a atividade da peroxidase apresentou diferengas



significativas. Para o ensaio A, o indice de estimulacdo foi significativamente menor
nos peixes alimentados com a dieta PB; (0,31 £ 0,39) quando comparado com 0s
juvenis submetidos as dietas PB4 (1,31 + 0,59) e PBs (1,12 + 0,66). Além disso, 0s
peixes alimentados com o tratamento PB; (0,36 + 0,39) apresentaram valores
significativamente mais baixos do que a dieta PB4 (1,31 £ 0,59).

Os resultados deste trabalho sugerem que as respostas imuno-inatas dos juvenis
de linguado ndo foram influenciadas pela dieta por si s6, mas mostram algumas
alteracbes quando se associa 0 stress do factor abidtico (aclimatizagdo) a um fator

biotico (infecdo).

Palavras-chave: Probidticos, Solea senegalensis, Crescimento, Sistema imunoldgico,
Photobacterium damselae subsp. piscicida
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ABSTRACT

The occurrence of infectious diseases in aquaculture is inevitable due to the
culture conditions applied. Photobacterium damselae subsp. piscicida causes major
economic losses in cultured Solea senegalensis, but supplementation with probiotics
may be a good alternative for the control of bacterial diseases also reducing the use of
antibiotics. The objectives of this study were to evaluate the effects of probiotic
supplementation on growth, innate immune response and protection against
Photobacterium damselae subsp. piscicida in juvenile sole (Solea senegalensis).

Fish were fed six experimental diets, one non-supplemented probiotic diet
(CTRL), two mono-species probiotic diets (PB;—Shewanella spp and PB,—Enterococcus
spp) and three multi-species probiotic diets (PBs;—Shewanella spp and Arthrobacter spp,
PB,—Pseudomonas spp and Arthrobacter spp, PBs—Shewanella spp, Arthrobacter spp
and Enterococcus spp). Fish were kept in a semi-closed recirculating sea-water system
(19°C, 30%o0) and fed ad libitum 3 times per day for 12 weeks. Growth performance and
innate immune parameters (peroxidase and lysozyme activities and alternative
complement pathway - ACH50) were analyzed.

After the growth trial, two infection trials (trial A and B) were carried out for 15
days to test the interaction between two variables: pathogenic infection
(Photobacterium damselae subsp. piscicida) and stress associated with handling
(acclimatization). Trial A: animals were infected on the same day of transport; trial B:
animals were transported and acclimatized for 7 days before infection.

In growth trial, there were significant differences the growth of animals fed with
PB, (22.91 £+ 0.53g) and PB4 (24.03 = 0.48g) diets, showing a growth lower than
juvenile CTRL (26.56 + 0.63g) diet. On immunological parameters (cellular and
humoral) evaluated at the end of the growth trial no significant differences were
observed among the experimental diets.

After both infection trials, the cumulative mortality was not significantly
different, regardless of the dietary treatment and stress factors tested. Generally, trial A
(0.91 + 0.75) tended to have higher Stimulation Index (SI) peroxidase activity than trial
B (0.27 £ 0.22). For trial A, SI was significantly lower in fish fed PB; (0.31 £ 0.39) than
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in fish fed PB4 (1.31 £ 0.59) and PBs (1.12 £ 0.66). Moreover, fish fed PB; (0.36 + 0.39)
diet had significantly lower Sl values than PB4 (1.31 + 0.59).

Our data suggest that the innate immune responses of sole was not influenced by
diet alone, but it showed some changes when combining abiotic stress (acclimatization)

to a biotic factor (infection).

Keywords: Probiotics, Solea senegalensis, Growth, Immune system, Photobacterium

damselae subsp. piscicida
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CAPITULO I - INTRODUCAO







1.1 Enquadramento do tema

Atualmente, o objetivo da aquacultura é maximizar o crescimento, desempenho,
eficiéncia alimentar e resisténcia dos organismos aquaticos, tendo em conta a reducgéo
dos custos na producdo por forma a tornar-se uma prética rentavel (Denev et al., 2009;
Aguirre-Guzman et al., 2012). Os avangos nas técnicas de cultivo e a introdugdo de
novas espécies tém contribuido para o rapido crescimento da industria aquicola
(Mohapatra et al., 2012).

A intensificacdo das praticas de agquacultura e da globalizacdo do comércio de
pescado exige o cultivo em altas densidades, levando a ocorréncia de doencas infeciosas
e causando danos significativos no meio ambiente (Burr & Gatlin, 2005; Denev et al.,
2009; Mohapatra et al., 2012; Cruz, 2012). Este aumento na producdo levou ao uso
indiscriminado de desinfetantes e antibioticos que séo vertidos nos sistemas de cultivo e
que influenciam negativamente o estado sanitario dos animais, reduzindo o crescimento
dos peixes e debilitando o seu sistema imunitario, aumentando a contaminagdo
ambiental assim como o desenvolvimento de patdgenos com elevada resisténcia que
posteriormente se pode transferir geneticamente (Cunha et al., 2012). Neste contexto,
uma das alternativas de controlo microbiano para doencas € o uso de bactérias

consideradas probidticas como agentes de controlo (Wang, 2008b).

Além disso a proibicdo do uso de alguns antibiéticos, bem como outras
substancias promotoras de crescimento utilizadas largamente na produgdo animal,
transformou-se num desafio para os produtores. O mercado consumidor esta cada vez
mais exigente, o que contribui para a procura de medidas alternativas aos antibioticos,
sendo os probidticos uma opgéo viavel, pratica amiga do ambiente, permitindo melhorar
as condicdes de saude na criagdo intensiva de organismos marinhos (Aguirre-Guzman et
al., 2012).

O linguado senegalés (Solea senegalensis) € uma espécie com grande potencial de
cultivo em Portugal e Espanha, devido ao seu valor comercial e nutricional (Dinis et al.,
1999). Contudo, a introdugdo desta espécie na aquacultura pode ser comprometida
devido a problemas patoldgicos, sendo a mais grave a infecdo causada pela bactéria
Photobacterium damselae subsp. piscicida (Arijo et al., 2005; Rigos & Katharios,
2010).



Hoje em dia, é amplamente aceite que as abordagens nutricionais sdo essenciais
para aliviar doencgas entre os animais aquaticos de cultura. O conceito de que uma
melhor nutricdo leva a melhoria de sadde é muito familiar em humanos e também é
aplicavel em animais aquaticos (Kiron, 2012). O impulso na direcdo de maior producéo
e crescimento mais rapido envolveu o reforco ou substituicdo de alimentos naturais por
dietas preparadas (CAN, 1993). As novas estratégias de alimentagdo e gestdo da salde
em peixes de aquacultura proibem da utilizacdo de antibidticos promotores de
crescimento. Por consequinte aumentou a procura por alimentos seguros e promotores

naturais de crescimento (Lara - Flores, 2011).

Na aquacultura, a gama de probidticos avaliados para a producdo €
consideravelmente mais larga do que na agricultura terreste (Nayak, 2010a). Estando a
sua aplicacdo relacionada com o controlo bioldgico perante doencas infeciosas, a
sobrevivéncia, 0 aumento do crescimento, a atividade enzimatica, melhores respostas
imunoldgicas frente ao stress e uma melhoria da qualidade da agua (Ochoa, 2012).
Muitos estudos imunoldgicos foram realizados em varios peixes, usando probio6ticos
diferentes e a sua forca para estimular a imunidade dos teledsteos tanto in vivo como in
vitro € notavel (Nayak, 2010b).



1.2 Objetivos

Sendo o linguado (Solea senegalensis) uma nova espécie na producdo aquicola e a
utilizacdo de probidticos uma préatica cada vez mais usual na aquacultura, neste trabalho
pretendeu-se avaliar o efeito da suplementacdo de probidticos (mono ou multi-espécies)
no crescimento, mecanismos imunoldgicos, bem como na resisténcia ao patégeno

Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Para estudar as eventuais alteracdes conferidas pela alimentacdo suplementada com

probidticos os objetivos especificos deste trabalho foram:

v Avaliacdo da performance zootécnica e eficiéncia de utilizacdo alimentar
(crescimento especifico (SGR), indice de crescimento (DGI), taxa de

crescimento absoluto (AGR) e composigéo corporal proximal);

v' Avaliacdo da resposta imunoldgica humoral inata (atividade da via
alternativa do complemento (ACH50), atividades da lisozima e da
peroxidase). Estimar a atividade da explosdo respiratoria e a sintese de 6xido

nitrico através do estudo celular;

v Avaliacdo da resposta imuno-inata (a nivel humoral) ap6s a infecdo com
Photobacterium damselae subsp. piscicida e a interacdo desta resposta com

0 stress abiotico causado pela aclimatizacdo ou ndo dos animais.






CAPITULO II - REVISAO BIBLIOGRAFICA







2.1 Aquacultura

A aquacultura tem uma longa histéria, que se iniciou ha mais de 2000 anos na
China (Wang, 2008b), sendo atualmente a atividade econdmica mais importante do
mundo (CAN, 1993; Balcézar et al., 2006; Diaz-Rosales, 2006; Sahu et al., 2008). Esta
atividade compreende todas as formas de cultura de organismos aquéticos, incluindo
peixes, moluscos, crustaceos e plantas aquaticas em ambientes de agua doce, salobra ou
marinha (Diaz-Rosales, 2006; Defoirdt et al., 2007).

O peixe € uma fonte vital de alimento para 0 homem, sendo a maior fonte de
proteina de alta qualidade, representando aproximadamente 16% da proteina animal
consumida pela populagdo mundial (Sihag & Sharma, 2012). A cultura de produtos
aquaticos para consumo e aquariofilia esta a crescer e prevé-se que continue a aumentar
drasticamente. Esta tendéncia € resultado do excesso de pesca nas aguas de todo o
mundo e da procura crescente de produtos aquicolas, o que abre um vasto leque de
oportunidades para a industria aquicola (Aguirre-Guzmén et al., 2012). Segundo o
relatério mundial de aquacultura (FAO, 2012) a producdo global de peixes de

aquacultura cresceu mais de 30% entre 2006 e 2011.

A aquacultura emerge como uma alternativa as formas tradicionais de
abastecimento de pescado, sendo uma das inddstrias de mais rapido crescimento no
sector alimentar e também muito lucrativa (Burr & Gatlin, 2005; Rodgers & Furones,
2009; Denev et al., 2009; Cruz, 2012; Mohapatra et al., 2012). A contribui¢do desta
atividade para a producdo mundial de alimentos tem aumentado significativamente ao
longo das Gltimas décadas, e este setor agora fornece quase metade do total de peixes,

crustaceos e moluscos utilizados para consumo humano (FAO, 2010).

Portugal é o pais da Unido Europeia que consome mais pescado, atingindo um
consumo per capita de aproximadamente 61,6 kg habitante ano™ (DGPA, 2007)
colocando-o em 3° lugar a nivel mundial depois do Japéo e da Islandia (FAO, 2010).
Com uma localizacdo geografica privilegiada, sob influéncia do Oceano Atlantico e do

Mar Mediterraneo, Portugal possui um enorme potencial para a aquacultura.

Nos Ultimos anos verificou-se um aumento na producdo aquicola portuguesa

(tabela 1), mas Portugal tem uma grande tradicdo de consumo de pescado, sendo a



producdo nacional (pesca e aquacultura) insuficiente para satisfazer os elevados niveis
de consumo (DGRM, 2013).

Tabela I: Producéo em toneladas (t) dos estabelecimentos de aquacultura portugueses, entre 2004 e 2009
(Fonte: INE, 2012).

Ano Aguas marinhas e salobras Aguas doces Total
2004 5885 917 6802
2005 5854 845 6699
2006 6947 927 7874
2007 6507 937 7443
2008 7047 941 7987
2009 7043 936 7979

Tradicionalmente, os bivalves representavam a parte mais significativa da
producédo nacional, mas recentemente espécies piscicolas como o linguado, sargo, tainha
e pregado tém vindo a assumir uma importancia crescente (INE, 2012).

2.2 Linguado senegalés (Solea senegalensis)

A espécie Solea senegalensis (Kaup, 1858) é um Pleuronectiforme, pertencente a
familia Soleidae, comum no Mediterrdneo e no Atlantico, tornando-se assim uma
espécie promissora para o cultivo intensivo em Portugal, visto possuir um elevado valor
comercial e encontrar-se adaptada as condicBes existentes no nosso pais (Dinis et al.,
1999; Imsland et al., 2003). Além disso esta espécie vem diversificar o mercado
aquicola portugués que se encontra
atualmente saturado com a producéo
de dourada (Sparus aurata) e robalo
(Dicentrarchus labrax) (Dinis, 1996).

O linguado senegalés (figura 1)

¢ um peixe plano, com um corpo

oval, alongado e com dois olhos
situados na face dorsal. Atinge a Figura 1: Linguado senegalés (Solea senegalensis).
maturidade sexual aproximadamente aos 3 anos, com certa de 30 cm de comprimento
(Dinis, 1986). Os adultos e juvenis desta espécie sdo bentdénicos, habitam em &aguas
rasas até 100m de profundidade, alimenta-se de pequenos invertebrados bentonicos,
principalmente de poliquetas e moluscos bivalves (Whitehead, 1984).
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As condicbes 6timas de cultivo para esta espécie sdo temperatura 14-26°C, sendo
a temperatura ideal 21°C, e a salinidade deve variar entre 25 ¢ 35%o (Dinis & Reis,
1995). Esta espécie tem grande sucesso em sistemas fechados de recirculacdo, com
fotoperiodo semelhante ao natural. Os tanques ideais para engorda sdo jangadas pouco
profundas, de cor escura ou clara (espécie com grande capacidade de mimetismo) e a

uma densidade maxima de 15-25 kg m (Howell et al., 2006).

A aquacultura desta espécie é relativamente recente e foi necesséario superar
algumas dificuldades para que o seu cultivo fosse vidvel, nomeadamente estudar a
formulacdo de uma dieta adequada aos seus requisitos nutricionais da espécie de forma
a obter melhores resultados de crescimento. Varios autores ja demostraram que o
linguado tem capacidade de se adaptar a diferentes dietas. Diversos estudos confirmam
que esta espécie utiliza eficientemente dietas com elevados niveis de proteina de origem
vegetal (Silva et al., 2010; Cabral et al., 2011; Silva et al., 2012; Cabral et al., 2013).
Noutros trabalhos também foi demostrado que esta espécie tolera diferentes niveis
lipidicos (Borges et al., 2009; Borges et al., 2013).

2.3 Photobacterium damselae subsp. piscicida

A bactéria halofilica (gram negativa) Photobacterium damselae subsp. piscicida
(anteriormente conhecida como Pasteurella) € responsavel por elevadas perdas na
aquacultura, sendo frequentemente reportada em novas espécies aquicolas (Rigos &
Katharios, 2010). Desde os anos 90 tem causado grandes perdas econdémicas na cultura
de dourada (Sparus aurata), robalo (Dicentrarchus labrax), linguado (Solea
senegalensis e Solea solea) nos paises mediterranicos da Europa e robalo (M. saxatilis e
M. chrysops) nos EUA (Toranzo et al., 1991; Romalde et al., 1999; Magarifios et al.,
2001; Arijo et al., 2005).

Zorrilla et al (1999) reportou pela primeira vez a infecdo de Pasteurella em
linguado senegalés cultivado no sudoeste de Espanha, causando frequentemente

mortalidades elevadas.

Conhecida também como pseudotuberculose ou pasteurelose, esta septicémia
bacteriana é caracterizada pela presenca de noédulos brancos em vérios 6rgaos internos
(principalmente no rim e baco) (Toranzo et al., 1991). Esta doenca caracteriza-se por

variacOes patoldgicas. Na forma crénica os animais infetados possuem estruturas
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esbranquicadas, semelhantes a tubérculos, nos 6rgdos internos (0,5-3,5 mm de
didmetro). Na forma aguda, observa-se necrose multifocal no figado, baco e rim, e
aglomerados bacterianos, livres e no interior dos fagdcitos, nos capilares e nos espacgos
intersticiais (Romalde et al., 1999). Nos animais infetados os sinais externos sao
geralmente impercetiveis, ndo ocorrendo lesdes Obvias a superficie do corpo. Contudo
alguns animais infetados exibem uma cor escura, hemorragias na cabeca e barbatanas e
por vezes distensdo abdominal pela acumulacdo de liquido ascidico (Romalde et al.,
1999; Ochoa, 2012; Zorrilla et al., 1999; Austin & Austin, 2007). Os linguados
infetados, normalmente ndo aparentam lesdes externas, exceto uma pigmentacdo mais
escura na pele e um inchago na cavidade abdominal. Em alguns casos podem observar-
se algumas hemorragias, pequenas ulceras na pele e a palidez nas branquias.
Internamente os animais infetados apresentam o figado e rim com uma coloracdo mais
clara e os tipicos tubérculos brancos de 1-2 mm de diametro no bacgo (Zorrilla et al.,
1999).

A doenga ocorre principalmente durante os meses de veréo e tem sido associada a
altas temperaturas, baixa salinidade e ma qualidade da agua (Romalde et al., 1999;
Austin & Austin, 2007). Taxas de elevadas mortalidades estdo associadas a
temperaturas superiores a 20°C, abaixo dessa temperatura os peixes podem acolher o
patogénico como uma infecdo subclinica por longos periodos de tempo (Magarifios et
al., 2001; Romalde et al., 1999).

2.4 Probiodticos
2.4.1 Definicdo de probiotico

Probidtico ¢ um termo relativamente novo, utilizado para nomear o0s
microrganismos que estdo associados a efeitos benéficos para o hospedeiro
(Corcionivosch et al., 2010). Mas o uso de probiéticos ndo é uma novidade, estes sao
utilizados desde a antiguidade, primeiro em humanos, animais terrestres e mais

recentemente na aquacultura (Ochoa, 2012).

O termo probiotico significa "para a vida" e é derivado da lingua grega
(Schrezenmeir & de Vrese, 2001). A sua definicdo tem mudado ao longo do tempo

(tabela 1) (Bruhn, 2006), devido ao maior conhecimento cientifico e melhor

12



compreensdo da sua relacdo entre a saude intestinal e bem-estar geral (Lee & Salminen,
2009; Verschuere et al., 2000).

Tabela I1: DescricGes e defini¢Oes atribuidas aos probioticos ao longo dos anos (adaptado de Vasiljevic

et al., 2008).

Ano Descricdo Autores

1953 Os probidticos estdo em alimentos vegetais (vitaminas, substancias Kollath
aromaticas, enzimas e outras substancias) ligadas aos processos vitais.

1954 Probidticos sdo 0 oposto de antibidticos. Vergin

1955 Efelt'o,s .deleterlos dos antibioticos podem ser prevenidos pela terapia Kolb
probidtica.

1965 Um agente microbioldgico que estimula o crescimento de outros Lilly e Stillwell
organismos.

1971 Extratos de tecidos que estimulam o crescimento microbiano. Sperti
Compostos para construir resisténcia a infegdo no hospedeiro, mas ndo

1973 inibir o crescimento de microrganismos in vitro. Fujii e Cook
Organismos e substancias que contribuem para o equilibrio microbiano

1974 intestinal (primeiro uso do termo “probidtico” para descrever um Parker
suplemento alimentar).
Suplemento alimentar microbiano que afeta beneficamente o animal

1992 . S - Fuller
hospedeiro, melhorando o seu equilibrio microbiano.
Um ou mais individuos numa cultura mista de microrganismos que,

1992 aplicada em animais ou no homem, tém um efeito benéfico sobre o Havenaar e Huis
hospedeiro, melhorando as propriedades da microflora indigena.
Culturas vivas de “micrébios” ou produtos lacteos cultivados, que .

1996 . . . . s X - Salminen
influenciam beneficamente a saude e nutri¢do do hospedeiro.

1996 Mlcrorgamsmqs_qug apbs a mgestao de um detgr_mlqado numero, Schaafsma
exercem beneficios a saude além da nutri¢do béasica inerente.
Preparac0es de células microbianas ou componentes de células Salminen,

1999 microbianas que tém um efeito benéfico sobre a satide e 0 bem estar do Ouwehand,
hospedeiro. Bennoand Lee
Adjuvante microbiano vivo que tem um efeito benéfico sobre o
hospedeiro, modificando a comunidade microbiana ou ambiente,

2000 assegurando uma melhor utilizagdo da ragdo ou aumento o seu valor Verschuere et al
nutricional, aumentando a resposta do hospedeiro para a doenca, ou uma
melhoria da qualidade do seu ambiente circundante.
A preparacdo de um produto vidvel que contenha microrganismos em

2001 ntmero suficiente, que alterem a microflora (por implantagéo ou Schrezenmeir e
colonizag¢do) num compartimento do hospedeiro e porque exercem Vrese
efeitos benéficos a salide nesta série.

2002 Microrganismos vivos, que quando administrados em quantidades FAQ/OMS

adequadas conferem um beneficio a satide do hospedeiro.

Os avangos no uso de probidticos em bovinos e medicina humana levaram a
considerar a sua aplicacdo na aquacultura, como alternativa na luta contra as infe¢oes
microbianas (Sakai, 1999). No entanto, em sistemas de aquacultura a interacdo entre a
microbiota e o hospedeiro ndo é limitada ao trato digestivo, e dado o facto de a agua
abrigar comunidades microbianas, seria certo a utilizacdo de uma definicdo distinta de
probiéticos, para animais aquaticos (Merrifield et al., 2010).
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A primeira aplicacdo empirica de probioticos em aquacultura foi em 1986,
quando Kozasa utilizou esporos de Bacillus toyoi como aditivo para aumentar a taxa de
crescimento de Seriola quinqueradiata (Wang, 2008b; Cruz, 2012).

Em 1991, Porubcan documentou a utilizacdo de Bacillus sp., para testar a
capacidade de aumento da produtividade de Penaeus monodon e assim melhorar a
qualidade da agua (Cruz, 2012). Assim sendo, devido ao crescente interesse de
probidticos na aquacultura, Moriarty (1998) sugeriu que a definicdo de probidtico
deveria incluir a ocorréncia natural de bactérias nos tanques e lagoas em que 0s animais
vivem. Passando assim a ser designados: “aditivos microbianos vivos que beneficiam a
saude dos hospedeiros e, portanto, aumentam a produtividade” (Wang, 2008b; Moriarty
et al., 2005; Nayak, 2010b; Cruz, 2012).

Se estivéssemos a agregar todas as definicdes propostas na area da aquacultura,
probidtico € um componente vivo, morto ou de uma célula microbiana que, quando
administrada através da alimentacdo ou na &gua onde se encontra o hospedeiro, melhora
a resisténcia a doencas, o estado de salde, o crescimento, a utilizacdo do alimento ou a
resposta ao stress em geral, 0 que é conseguido, pelo menos em parte, por meio de
melhoramento do equilibrio microbiano dos hospedeiros ou do meio ambiente
(Merrifield et al., 2010).

2.4.2 Probiéticos utilizados em praticas aquicolas

Vérios probidticos, mono ou multi-especies, estdo a ser estudados para
aplicacdo em préticas aquicolas (Ahmadvand et al., 2011). A maioria dos probidticos
propostos, pertence as bactérias acido lacticas, algas unicelulares, leveduras ou aos
géneros: Vibrio, Bacillus, Pseudomonas, Alteromonas, ou Flavobacterium (Verschuere
et al., 2000; Wang, 2008b; Rigos & Katharios, 2010). Segundo Rigos & Katharios
(2010), todos os beneficios esperados das estirpes estudadas dependem de muitos
fatores como a espécie, agua utilizada (salobra, marinha ou doce), estado do cultivo
(larva, juvenil ou adulto) e sistema de cultivo (fluxo continuo, recirculagéo, tanques ou

jaulas).

Muitos relatorios publicados tém demonstrado efeitos positivos na utilizacdo de
probioticos na alimentacdo de varias espécies (Denev et al., 2009). Mas embora a

quantidade de publicagbes nos ultimos anos relacionadas com probidticos tenha
14



aumentado, ainda é necessaria informacdo vital e central, portanto sdo indispensaveis
métodos mais avancados para avaliar as mudancas na composicdo da flora intestinal e

da sua interacdo mutua com o metabolismo de animais aquaticos (Zhou & Wang, 2012).

Os beneficios observados e descritos para a suplementacdo com probi6ticos, em
animais aquaticos incluem: a) Melhoria no valor nutricional dos alimentos; b)
Contribuicdo para a digestdo enzimatica; c) Inibicdo de agentes patdgenos (competicdo
por nutrientes e sitios de adesdo); d) Promogdo de fatores de crescimento; e) Melhoria
da resposta imunitaria; f) Melhoria na qualidade da agua; g) Atividade antiviral (Sahu et
al., 2008; Azevedo & Braga, 2012).

O uso de probidticos na aquacultura foi relacionado com a eficacia comprovada
na microflora intestinal resultando numa melhoria do estado de salide. Dois mecanismos

principais foram sugeridos:

1. O efeito nutricional, caracterizado pela reducdo de reacdes metabodlicas que
produzem substancias toxicas, a estimulacdo das enzimas nativas e producéo
de vitaminas e de substancias antimicrobianas;

2. O efeito de saude ou sanitario distingue-se pelo aumento da resisténcia a
colonizacdo, a competicdo para a aderéncia da superficie do intestino e a

estimulacgdo da resposta imunitéaria (Anadén et al., 2006).

Atualmente é amplamente aceite o uso de probi6ticos microbianos em
aquacultura (Wang, 2008b). O grande interesse do uso destes microrganismos na
aquacultura tem sido gerado, em parte, pela énfase dada pela FAO para promover uma
melhor salde entre os peixes de viveiro através de estratégias alternativas e amigas do
ambiente, evitando o uso de antibidticos (Kiron, 2012). Os probioticos ajudam na
eficiéncia de conversdo alimentar, crescimento e conferem protecdo contra agentes
patogenos, por exclusdo competitiva de locais de adesdo, e também melhoram as
respostas fisioldgicas e imunoldgicas dos peixes (Nayak, 2010a). Outras vantagens
descritas sdo a reducdo dos niveis de azoto e fosforo, controlo de amdnia, nitritos e
outros sulfuretos de hidrogénio, bem como o seu papel significativo na decomposicédo
de matéria organica (Wang, 2008b), efeito sobre a tolerancia ao stress e melhoria da

reproducéo (Cruz, 2012).
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O estudo dos probioticos benéficos para o crescimento e defesa contra alguns
patégenos no linguado senegalés ainda é muito recente. Na tabela Ill estdo
referenciados os principais probioticos estudados como agentes de controlo bioldgico

em aquacultura de linguado (S. senegalensis).

Os probioticos podem ser administrados na agua, na racdo ou alimentos vivos
(artémia e rotiferos), mas aparentemente, 0 sucesso de adesdo ao trato gastrointestinal é
maior quando disponibilizados na alimentagéo (Irianto & Austin, 2002). Ao longo dos
anos tém sido desenvolvidos varios métodos para administrar suplementos probiéticos
em alimentos animais, incluindo pastilhas, capsulas, pastas, pds e granulos. A forma em
que o probidtico é administrado depende do uso pretendido para o produto, frequéncia
de administracdo e também do tipo de animal a ser doseado. A dose recomendada de
cada microrganismo varia entre produtos, devido a forca da acdo potencial do probiotico
e as limitacGes na producdo industrial. As doses indicadas normalmente variam entre
1x108- 1x10" CFU de bactérias por kg de racdo (Charalampopoulos & Rastall, 2009).

A limitacdo mais importante para o0 uso de probi6ticos em aquacultura é, em
muitos casos, serem viaveis na racdo por curtos periodos de tempo, sendo necessario
adicionar regularmente e em concentracbes elevadas (Defoirdt et al., 2007). As
restrices verificadas na producdo de probidticos Uteis para a aquacultura devem-se a
débil pesquisa, por parte das empresas, sobre como fazer o produto especificamente
para aquacultura e também devido a incapacidade de producdo em larga escala e

quantidades comerciais (Nwachi, 2013).
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Tabela I11: Resumo dos potenciais probidticos candidatos a agentes de controlo biol6gico em aquacultura de linguado senegalés (adaptado de Aguirre-Guzman et al., 2012).

Probidtico Origem Administracéo Dose Efeitos Referéncia
. Reduz a adeséo de V. harveyin a pele -
Shewanella putrefaciens S. aurata Na ragdo 108 CFU g* (muco) e intestino, melhorando a Chabrillon et
(Pdp11) T al. (2005)
sobrevivéncia
a) Na agua de
- 4 7 -1 - -
Vibrio sp. e Shewanellasp.  S. senegalensis CUI“YO . 8) 2 _76_x 10 Ci" ,mL 1 Ambos os probidticos aumentaram a Makridis et al.
b) Metanduplios  b) 8x10” — 2 x 10%cél. mL oA | (2008)
de artémia sobrevivéncia das larvas
Pdp 11. e Shewanella S. aurata Na ragéo 10°CFUg* Promovem o crescimento e aumentam Diaz-Rosales et
baltica (Pdp13) DA al. (2009)
a sobrevivéncia contra Phdp
Séenz de
Pdp11 e Pdp13 S. aurata Na racio 10°CFU ¢* Efeito positivo no crescimento e na Rodrigafies et
funcionalidade intestinal al. (2009)
Garcia de la
Pdpll e Pdpl3 S. aurata Na racéo 10°CFU g* Ambos 0s probidticos conferem Banda et al.
protecdo contra Phdp (2010)
PB1 -Bacillus sp.,
Pedicoccus Ambos os probidticos mostraram ter
sp., Enterococcus sp., Produtos Na racio PB1 - 4,6 x 10° CFU kg™ capacidade para reqular a exoressio de | Betistaetal.
Lactobacillus sp. comerciais ¢ PB2 - 8,6 x 10° CFU kg™ P |p ) dg o (2013)
PB2 - Pediococous genes relacionados com o sistema
acidilactici Imune Inato
A - Bacillus sp., A utilizacdo do probiético multi-
Pediococcus sp. A—-10e4,6x10°CFUkg"  espéciesa 1,0 x 10° CFU kg™ pode ,
’ Produtos x ' ' 5 1 ’ « Batista et al.
Enterococcus sp. e comerciais Na racgdo B- 3,5e8,6 x 10°CFU kg aumentar a protecdo contra o agente (2014)

Lactobacillus sp.
B - Pediococcus acidilactici

patogénico e aumentar a absor¢éo de
nutrientes

17



2.4.2.1 Regulamentacdo Europeia

Ao longo das duas ultimas décadas tem-se verificado um interesse renovado nas
propriedades de promocdo da salde através de microrganismos. Isto resultou na
producdo de inumeros produtos comerciais de probioticos, destinados tanto para o
consumo humano como para uso na alimentagdo animal (Wright, 2005), assim como
num esforco consideravel para selecionar estirpes que pudessem suprimir de forma mais

eficiente os patdgenos em peixes (Ziggers, 2011).

A utilizacdo de medicamentos antimicrobianos, nomeadamente antibioticos, para
promocdo do crescimento, foi proibida na Unido Europeia (UE) a 1 de Janeiro de 2006.
Devido a preocupacdo em particular com os animais de criacdo intensiva, visto
mostrarem um maior risco de contrair doencas gastrointestinais sendo ainda a utilizagao
de antibioticos uma oportunidade para aumentar a resisténcia das bactérias patdgenas
(Charalampopoulos & Rastall, 2009; De Baets et al., 2009). Esta proibicdo tem

despertado um interesse crescente na utilizacdo de probioticos.

A comercializacdo de probidticos como aditivos para alimentacdo animal é
submetido a um processo de aprovagdo complexo. Na unido europeia, 0 uso de aditivos
na alimentacdo de animais estd bem regulamentado, sendo a utilizacdo de probioticos
conferida pelo Regulamento (CE) N° 1831/2003 do Parlamento Europeu e do Conselho.
Neste regulamento estabelecem-se as regras para a autorizacdo, uso, monitorizacdo,
rotulagem e embalagem de aditivos para alimentagdo animal. Os microrganismos
probidticos estdo incluidos na categoria “Aditivos zootécnicos — qualquer aditivo
utilizado para influenciar favoravelmente o rendimento de animais saudaveis ou para

influenciar favoravelmente o ambiente”.

Antes de receber a aprovacdo para comercializagdo no mercado os probidticos
sdo sujeitos a uma rigorosa avaliagdo. Para poder comercializar um probidtico as
industrias tém de obter uma autorizacdo da European Food Safety Authority (EFSA),
entidade que controla os efeitos benéficos de probidticos sobre animais e seguranca da
salde humana e do meio ambiente (Desriac et al., 2010). Atualmente para um
microrganismo ser autorizado como aditivo para alimentacdo animal tem que obedecer

as medidas propostas no Regulamento (CE) N° 429/2008 do Concelho. Este
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regulamento contém as orientacfes especificas para a preparacdo e apresentacdo de

pedidos a avaliagdo e autorizacdo de aditivos destinados a alimentacdo animal.

Hoje em dia, a espécie Pediococcus acidilactici (CNCM MA 18/5M) é a unica
autorizada como aditivo na ragdo comercial de salmonideos e camardes na Unido
Europeia (UE). A sua autorizagdo esta descrita no Regulamento (CE) n° 911/2009 da
Comissdo sendo a empresa detentora da autorizacdo a Lallemand SAS. Segundo este
regulamento a dose recomendada é 3x10° CFU kg* e 1x10° CFU kg* de alimento

completo para animais, para salmonideos e camardes, respetivamente.

2.4.2.2 Critérios de sele¢do de um agente probiotico

Na aquacultura a selecdo de estirpes probidticas € um processo bastante
complexo, uma vez que o habitat microbiano esta sujeito a constantes alteracGes, o que
permite trocas na composigdo estrutural e funcional das comunidades microbianas
devido & sua interagdo com o meio ambiente (Verschuere et al., 2000). Algumas
pesquisas sugerem que 0s probioticos devem ser selecionados a partir do proprio
hospedeiro, em que vdo ser utilizados, para desta forma minimizar os efeitos
provocados pelas diferencas entre ambientes, no entanto existem trabalhos que
demostraram que bactérias isoladas de outros hospedeiros também podem ter efeitos

benéficos na salde dos peixes (Gatesoupe, 2008).

De uma forma geral, os critérios a seguir para a selecdo de microrganismos de
forma a serem considerados como potenciais agentes probio6ticos sdo 0s seguintes:
possuir efeito antagonico frente a diferentes patégenos (Verschuere et al., 2000; Irianto
& Austin, 2002); resisténcia ao pH e bilis (Ochoa, 2012); inocuidade, a estirpe
probidtica deve estar isenta de patogenidade e ndo deve prejudicar o recetor (Irianto &
Austin, 2002) e capacidade de aderir as células intestinais (Verschuere et al., 2000; Vine
et al., 2006).

Os aditivos microbianos regulados pelo Regulamento (CE) n °© 1831/2003 e de
acordo com as orientagdes anteriores sao submetidos a uma avaliacdo de seguranca
detalhada com a intencédo de assegurar que sdo inofensivos para animais-alvo, usuarios e
consumidores. Particular atencdo € focada sobre a presenca de marcadores de resisténcia
a antibidticos transmissiveis, e o potencial para a producdo de metabolitos prejudiciais

(Anadon et al., 2006).
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2.4.2.3 Mecanismos de acdo dos probidticos

O modo de agdo dos probioticos ainda estd a ser caraterizado em qualquer
animal, incluindo peixes (Nayak, 2010a) (figura 2). Mas o conhecimento relativo aos
probidticos tem aumentado, podendo considerar-se como um anténimo de antibidtico,
pois estes microrganismos tém um efeito antimicrobiano através da modificagdo da
microbiota intestinal, secrecdo de substancias antibacterianas, competindo com os
patdgenos tanto na adesdo ao intestino, como pelos nutrientes necessarios para a
sobrevivéncia do patogeno e contribuindo para a melhoria da qualidade da agua (Sahu
et al., 2008; Ochoa, 2012; Cruz, 2012).

Competicao por  competicio por Antagonismo  Estimulacio
nutrientes locais de adesio  direto imunolégica

) Microflora do intestino

#” Organismo probidtico
,‘*4 Organismo patogénico

Células imunes

Figura 2: Mecanismos de acéo dos probidticos em animais (adaptado de Protexin (2013)).

O efeito benéfico das bactérias probioticas depende da sua capacidade de fixacado
ao lugar especifico onde véo atuar. A competéncia destas estirpes para exercer uma acao
protetora no hospedeiro esta relacionada com os seus diferentes mecanismos de acao,
estes sdo avaliados tanto in vitro como in vivo:

1. Producdo de compostos inibidores — as bactérias probidticas tém um efeito

antimicrobiano, produzindo compostos como bacteriocinas, lisozimas, perdxidos
de hidrogénio e acidos orgénicos de cadeia curta que levam a alteracdo do pH
(Verschuere et al., 2000; Vine et al., 2006), estes compostos séo inibitdrios para
outros microrganismos (Sahu et al., 2008).

2. CompeticBes por locais de adesdo — 0s organismos probidticos competem com

0s patdgenos pelos sitios de adesdo e nutrientes na microbiota intestinal,

evitando deste modo a sua colonizacdo. Assim, 0 estabelecimento na microbiota
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€ um componente chave para promover a sadde dos animais (Tapia-Paniagua et
al., 2010). A habilidade para a adesdo e posterior colonizacdo das bactérias
probidticas na mucosa intestinal forma a primeira barreira de defesa contra a
proliferacdo das bactérias patdgenas invasoras.

3. Melhoria da qualidade da agua — Muitos estudos relatam a melhoria da

qualidade da &gua nos sistemas de cultivo quando se utilizam estirpes
probidticas, estas sdo um fator importante para converter a matéria organica em
CO;(Cruz, 2012; Sahu et al., 2008).

4. Contribuicdo para a digestdo enzimatica — esta descrito na bibliografia que os

probidticos tém um efeito benéfico nos processos digestivos dos animais
aquaticos, as algas, leveduras e estirpes probi6ticas melhoram o crescimento,
sobrevivéncia e a assimilacdo de nutrientes (Sahu et al., 2008).

5. Aumento da resposta imuno-inata — Existem varios trabalhos que demostram

que o sistema inume de peixes e crustaceos pode ser estimulado por bactérias
probidticas (Nayak, 2010a; Sakai, 1999). Estes compostos aumentam a resposta
defensiva do hospedeiro, fazendo com que 0s animais estejam mais preparados e

resistam melhor a infe¢Bes causadas por virus, bactérias, fungos ou parasitas.

2.5 Sistema imunolégico dos peixes

O sistema imunitario dos peixes é semelhante ao dos vertebrados superiores,
apresentando no entanto algumas diferencas cruciais. Os peixes sdo organismos de vida
livre, desde que nascem, estando a sua sobrevivéncia dependente da eficacia do seu
sistema imunoldgico (Uribe et al., 2011). Por essa razdo, a resposta inata torna-se mais
importante do que a resposta adquirida (Saurabh & Sahoo, 2008). Sendo a capacidade
de reconhecer a presenca de agentes patdgenos essencial. A resposta imuno-inata inclui
fatores humorais solUveis (muco, proteinas, lisozima, complemento etc), sendo nos
peixes a principal barreira defensiva contra os agentes patogenos. A segunda linha de
defesa é a imunidade adquirida, podendo ser celular e/ou humoral, com base numa série
de modifica¢Ges adaptativas que ocorrem dentro das populagdes linfoides (linfocitos T e
B) (Ochoa, 2012).
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2.5.1 Resposta imune inata

A resposta imunoldgica inata (natural ou ndo-especifica) inclui todos os
mecanismos de defesa que protegem o organismo contra a infecdo, sem depender da
exposicdo anterior a quaisquer agentes patogénicos. Na defesa inata a resposta €
relativamente répida, sendo executada em primeiro lugar pelos fatores sollveis e pela
resposta fagocitaria de neutrofilos e macréfagos (Ellis, 1999), impedindo assim os
agentes patoldgicos de se fixarem. As células fagocitarias sdo fundamentais na defesa
do hospedeiro, impedindo ou limitando a propagacdo e/ou o crescimento dos
organismos infeciosos. Os macréfagos sdo células com grande capacidade de fagocitose
e que devido a sua distribuicdo, por todos os tecidos do hospedeiro, asseguram uma
prevencdo continua. Os neutrofilos estdo presentes no sangue e 6rgdos hematopoiéticos,
sendo células de reserva dedicadas a resposta imune, podendo atuar rapidamente quando
ocorre uma infecdo (Magnadottir, 2006). Os dois subconjuntos dos mecanismos da
imunidade inata (humoral e celular) ndo funcionam de forma isolada, e cooperaram em

muitos casos no exercicio das suas funcdes.

2.5.1.1 Resposta celular

A defesa ndo especifica é geralmente dividida em trés partes: a barreira
epitelial/mucosa, os parametros humorais e os componentes celulares. A barreira
epitelial costituida pela mucosa da pele, branquias e trato alimentar e é uma barreira

extremamente importante nos peixes (Magnadottir, 2010).

As respostas celulares da defesa especifica incluem células especializadas,
capazes de matar e digerir os patdgenos, quando estes conseguem ultrapassar as
barreiras fisicas (Aoki et al., 2008).

2.5.1.1.1 Explosao respiratoria

Logo que um patogeno invade os tecidos do peixe é desencadeada uma resposta
imunoldgica bastante complexa, iniciando-se a fagocitose das bactérias pelos
macrofagos e neutréfilos. A fagocitose esta associada a um maior consumo de oxigénio
molecular por parte das células imunes envolvidas, designando-se este fenémeno por
explosdo respiratoria, havendo assim a producdo de compostos reativos de oxigenio

(ROS — Reactive Oxygen Species). Durante a explosao respiratoria, tanto macrofagos
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como neutrofilos produzem ROS, que tém propriedades bactericidas e desempenham

um papel muito importante na destrui¢do dos agentes patdgenos invasores (Ellis, 2001).

2.5.1.1.2 Oxido nitrico

Outro mecanismo de defesa dos macrofagos € a producdo de 6xido nitrico (NO —
Nitric Oxid), esta molécula € utilizada em todo o reino animal, como agente toxico para
organismos infeciosos ou de sinalizagdo entre as células (Coleman, 2001). Além destas
funcdes fisiologicas 0 NO é gerado durante as respostas imunes e inflamatdrias, sendo
produzido normalmente em resposta a citoquinas ou parasitas. A citotoxicidade do NO é
um mecanismo antimicrobicida, atribuido inicialmente aos macréfagos, mas ha estudos
que confirmam que os neutréfilos também podem produzir NO (Magnadottir, 2006). As
células que produzem NO desempenham um papel muito importante na defesa celular

contra algumas infecdes virais, parasitarias e bacterianas (Tafalla & Novoa, 2000).

O NO pode também induzir ou regular a morte e a funcdo das células do sistema
imunoldgico, regulando assim a imunidade especifica. De igual modo pode atuar como
um agente anti-inflamatorio ou imunossupressor, atraves dos seus efeitos inibitorios ou

apoptose em células (Coleman, 2001).

2.5.1.2 Resposta humoral

Peixes teledsteos possuem substancias nao-especificos de defesa humoral que,
apesar de demonstrar similaridade funcional com as observadas em mamiferos, tém uma
série de caracteristicas diferentes (Whyte, 2007). Os fatores humorais (mecanismos de
defesa ndo especificos) encontram-se livres nos fluidos corporais, e séao
predominantemente proteinas ou glicoproteinas, que incluem lisozima, peroxidase, anti-
protéases, 0s componentes da cascata do complemento, citoquinas, quimosinas,
anticorpos naturais e péptidos antibacterianos, que destroem e inibem ndo
especificamente o crescimento dos agentes infeciosos (Aoki et al., 2008; Alvarez-
Pellitero, 2008; Whyte, 2007; Magnadottir, 2006).

2.5.1.2.1 Atividade alternativa do complemento

Nos peixes teledsteos o sistema do complemento desempenha um papel muito

importante na resposta imune adaptativa, este sistema envolve 20 a 30 proteinas do
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plasma e varios recetores (Holland & Lambris, 2002). O sistema do complemento dos

peixes teleGsteos pode ser ativado através de trés vias de complemento:

e Via classica - desencadeada pela ligacdo do anticorpo a superficie
celular, ou diretamente por virus, bactérias e células infetadas por virus;

e Via alternativa - é independente do anticorpo e ativada diretamente por
microrganismos estranhos;

e Via das lectinas - inicia-se com a ligacdo da lectina de ligacdo aos
residuos de manose (ou outro tipo de agucares) presentes na superficie
dos agentes patogénicos (Secombes, 1996; Holland & Lambris, 2002).

Todas as trés vias convergem para a via litica, levando a opsoniza¢do ou
eliminacdo direta (lise ou fagocitose) do microrganismo (Nayak, 2010a; Uribe et al.,
2011).

2.5.1.2.2 Atividade da lisozima

A lisozima é uma enzima glicosidica produzida por neutréfilos e
monocitos/macréfagos, a acdo bactericida desta enzima envolve a hidrolise de
peptidoglicano da parede celular de bactérias, resultando na lise celular (Caruso et al.,
2011). A lisozima esta presente no muco, tecido linfoide, plasma (soro) e outros fluidos
corporais da maioria das espécies de peixes (Magnadottir et al., 2005). Esta enzima
possui propriedades antibacterianas especialmente sob bactérias gram-positivas, mas
também em algumas gram-negativas, parasitas e virus (Secombes, 1996; Uribe et al.,
2011; Magnadottir et al., 2005). Além disso, esta enzima é conhecida por possuir
atividade litica contra bactérias e poder ativar o complemento e fagécitos (Magnadottir,
2006; Alvarez-Pellitero, 2008).

2.5.1.2.3 Atividade da peroxidase

A peroxidase € uma enzima muito importante na defesa imune, pois utiliza os
radicais oxidativos para produzir &acido hipocloroso e assim matar 0s agentes

patogénicos (Nayak, 2010a).
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CAPITULO III - MATERIAIS E METODOS

25



26



3.1 Desenho experimental

Este estudo foi realizado sob a supervisdo de um especialista experiente e
credenciado, em animais de laboratorio e ciéncias veterinarias, pela Autoridade
Veterinéria Portuguesa (1005-1092, DGV-Portugal, FELASA, categoria C), de acordo
com a diretiva europeia 2010/63/CE relativa a protecdo dos animais utilizados para fins

cientificos.

O ensaio experimental de crescimento decorreu na sala de nutricdo do
Laboratorio de Nutricdo, Crescimento e Qualidade do Peixe (LANUCE), localizada no
Biotério de Organismos Aquaticos (BOGA), pertencente ao Centro Interdisciplinar de
Investigacdo Marinha e Ambiental (CIIMAR), Porto, Portugal.

3.1.1 Quarentena e Aclimatiza¢io dos animais

Antes da chegada dos peixes procedeu-se a ativacdo quimica dos biofiltros,
introduzindo-se uma mistura de cloreto de aménia, carbonato de calcio e di-amonio

hidrogenofosfato a agua do sistema, tendo em atencéo a carga de peixes a introduzir.

Os juvenis de linguado (S. senegalensis) foram obtidos na piscicultura Aquacria
Piscicolas S.A., localizada na Torreira (Aveiro, Portugal). Antes do inicio do ensaio de
crescimento, o lote inicial de 750 juvenis foi mantido num tanque de quarentena de
2000 L (Figura 3a) durante 15 dias. Durante esse periodo foram alimentados com racgéo
comercial, trés vezes ao dia, num total de 1,5% do seu peso vivo. Diariamente foram
monitorizados os parametros fisicos e quimicos da agua e mantidos abaixo dos limites
recomendados para espécies marinhas. Durante o periodo de quarentena a temperatura
foi mantida nos 17 + 1°C e oxigénio dissolvido> 90 % (Oximetro - Hanna Instruments,
Europa); salinidade: 25 + 1%o (Refratometro — TMC, V) e aménia e nitritos <lmg L™
(Fotdmetro — Palintest, Inglaterra). Quando necessario procedeu-se a troca parcial da
agua do tanque. Apo6s 8 dias de quarentena os juvenis foram sujeitos a 3 dias
consecutivos de banhos profilaticos (figura 3b) com formaldeido a 37% (Merck)
durante 3 horas, para evitar a manifestacdo de possiveis patologias. Durante todo o

processo de desinfeco os juvenis foram mantidos com bastante arejamento (10 mg L™).
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Figura 3: a) Sistema de quarentena; b) Tanque utilizado para os banhos profilaticos.
3.1.2 Ensaio de crescimento

Apds o periodo de quarentena 520 peixes foram distribuidos aleatoriamente por
18 tanques retangulares de fibra de vidro de 50L (50 x 35 cm = 0,175 m?), onde
permaneceram durante 12 dias em aclimatizagcdo (figura 4). Na tabela IV estéo
enunciadas as condi¢fes em que foram mantidos os juvenis, durante o ensaio de
crescimento. Os parametros da agua foram monitorizados durante todo o ensaio e

mantidos com niveis dentro dos limites recomendados para a espécie.

Tabela 1V: Condigbes experimentais do
ensaio de crescimento.

Condigéo

N inicial de peixes 28

Peso inicial 16,07+0,11g
Densidade inicial 7,7 Kgm?
Fluxo de entrada de agua 2L min?
Temperatura 19+ 1°C
Salinidade 30 + 1%o
Fotoperiodo 12h escuro: 12h dia
Periodo de ensaio 85 dias

Figura 4: Tanques retangulares (50L)
utilizados no ensaio de crescimento.

O sistema de abastecimento de agua era fechado de recirculagdo, sendo a

filtracdo assegurada pelos métodos mecanicos: UV (Sera, UV-C 55W, Heinsberg,
Alemanha), escumador (Aqua Medic, Turbofloter 5000), ozonizador (TMC, V*
O%0zone) e a filtracdo biolégica: biofiltros e filtros de areia (AstralPool, Millennium,
New Jersey, USA). O fornecimento de oxigénio manteve-se constante durante todo o
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ensaio, sendo distribuido por um difusor em cada tanque e também nos tanques
reservatorios de agua. Durante o ensaio de crescimento a alimentacao foi efetuada com

alimentadores automaticos trés vezes ao dia.

3.1.2.1 Dietas experimentais

Durante doze semanas foi realizado o ensaio de crescimento, testando cinco
combinacdes de bactérias que foram previamente isoladas do trato intestinal de linguado
senegalés. Estas bactérias foram estudas e selecionadas in vitro como sendo as que
apresentaram maiores potencialidades probidticas e evidenciando atividade
antimicrobiana contra varias estirpes patogénicas que normalmente afetam o linguado
senegalés. Este estudo e selecdo foi realizado pela Escola Superior de Biotecnologia da

Universidade Catolica Portuguesa (ESB - UCP).

Tabela V - Formulagdo e composicdo
proximal da dieta basal (%MS, exceto
quando indicado).

As bactérias probidticas incorporadas nas

dietas deste trabalho foram isoladas de linguado

senegalés pelo grupo da ESB - UCP, num -lngredientes % MS
L. ; ) . ) Farinha de peixe 70 LT 18,5
trabalho prévio também realizado no ambito do . .
Farinha de peixe 60% 25
projeto PROBIOSOLEA (os resultados deste cpsp 90% 25
trabalho serdo publicados posteriormente). Farinha de lula 2,5
Farinha de soja 5
A dieta basal (tabela V) utilizada neste Soycomil PC 6.2
. . . . Farinha de ervilha (Lysamine GP 10
ensaio foi formulada segundo os requisitos Ly )
Farinha de trigo 7.3
nutricionais do linguado (54% proteina bruta, gyen de milho 5
18% gordura bruta, 22 ki g™ energia bruta). Na Oleo de peixe 93
. . i i ini i ix 19
tabela VI encontram-se descritas as 6 dietas © mnas & Mininerais Premix 1% 1
) o Di-calcio fosfato 15
testadas (diferentes probioticos e concentragdes). Aquatex 8071 5
Na preparacdo das dietas sequiram-se as normas Ligante (Kilseghur) 1
ISO 6887-1:1999, 1SO-7218: 2007 e SO _Composicdo proximal (%6MS)
N ~ Matéria seca 91,7
6498:2012 referentes a preparacdo de amostras
) ) ) ) ) Proteina bruta 53,5
para microbiologia de alimentos e alimentacdo de  5,,qura bruta 178
animais para animais. Cinzas 13
Energia bruta (Kj g™) 218

As dietas foram preparadas pela empresa Sparos S.A.. A dieta basal foi
preparada por extursdo com temperatura controlada, obtendo-se pellets com uma

granulometria de 1,5-2 mm. Apds a extursdo foram adicionados os probidticos nas
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concentracdes desejadas, resultando em 6 dietas distintas. Estas foram guardadas a
temperatura ambiente, durante a noite, sem serem sujeitas a qualquer tipo de tratamento
térmico de secagem. No decorrer de todo o ensaio as ra¢fes foram armazenadas em

sacos de vacuo, no frigorifico (4°C) até serem utilizadas.

Tabela VI: Nivel de inclusdo de probioticos nas dietas testadas e contagens de CFU por quilograma de
racdo.

Dietas experimentais (CFU Kg™ rac&o)

Probiético
CTRL PB, PB, PB3 PB4 PBs
Shewanella sp. - 5,13x10™ - 2,53x10™ - 2,53x10™
Enterococcus sp. - - 6,50x10%° - - 4,33x10%°
Arthrobacter sp. - - - 1,22x10"  1,22x10"  1,22x10%
Pseudomonas sp. - - - - 2,33x10% -

Ao longo do ensaio foi efetuado um controlo da quantidade/qualidade dos
probidticos introduzidos nas dietas. Antes da incorporacdo nas dietas, determinou-se a
concentra¢do dos mesmos, por contagem em placas de TSA (Tryptic Soy Agar). Apds a
incorporacédo, foi novamente confirmada a concentracdo de cada probidtico em cada
dieta. No caso particular do probidtico Shewanella hafniensis, esta bactéria teve que
sofrer uma inativacdo pelo calor (1h a 60°C), de modo a atingir da concentracdo
desejada. Além disso efetuou-se um estudo prévio onde foi possivel determinar que a
viabilidade das bactérias utilizadas ndo era influenciada pelo armazenamento da racéo
durante 4 semanas quando refrigeradas (4°C). Estes estudos foram realizados pelo grupo
da ESB — UCP.

3.1.2.2 Determinagdo de pardmetros zootécnicos e morfométricos

No final do ensaio de crescimento foram determinados os seguintes parametros

Zootécnicos:

e Taxa de crescimento especifico (SGR) - esta expressdo assume que 0 aumento de

peso é ajustado a uma funcdo exponencial. O valor obtido exprime a percentagem de
aumento de peso por dia durante todo o periodo experimental. Esta taxa é Util para a

comparagdo do crescimento em periodos relativamente curtos (Engrola et al., 2007).

[LN (peso final (g)) — LN (peso inicial(g))] «

100
n? dias da experiéncia

SGR (% dia™) =
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indice de crescimento diario (DGI) - supde-se que o crescimento é proporcional a

massa corporal elevado a poténcia de 2/3. Este coeficiente permite uma melhor
comparacdo das taxas de crescimento, uma vez que varia pouco quer a massa
corporal seja 1 g ou varios quilos, embora o expoente deva ser adaptado para cada

Caso.

(peso inicial (g))1/3 — (peso final (g))1/3
n? dias da experiéncia

DGI (g dia™) =

Taxa de crescimento absoluto (AGR) - esta medida indica 0 aumento médio de peso

durante o periodo experimental, embora ndo dé nenhuma informacéo sobre a forma

COMoO esse aumento ocorreu.
peso final (g) — peso inicial (g)

AGR (g dia™) =
(g dia™) ne dias da experiéncia

indice de condicdo (K) — permite avaliar se os animais estdo a crescer de forma

proporcional, ou se pelo contrario apenas estdo a ganhar peso, mas ndo crescem em
comprimento. Pode ocorrer quando ha um gasto energético muito elevado, levando
ao aumento do tamanho do figado ou outros tecidos. Também pode ocorrer o
inverso, quando ha uma deficiente ingestdo de energia e o indice de condicao reduz-

se (Saez, 2011).

K(%) = peso final % 100
o) comprimento final 3

indice hepatossomatico (IH) — indica que existe uma correta proporgio entre o

tamanho do figado e o tamanho do peixe.

eso do figado
() = Pesedefigado
peso corporal

3.1.3 Ensaios de infecdo com Phobacterium damselae subsp. piscicida

Os ensaios decorreram no Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar
(ICBAS) da Universidade do Porto (UP), Porto, Portugal. Em todos os ensaios

efetuados, os animais foram mortos e manipulados de acordo com a legislacéo europeia

e portuguesa, para 0 uso de animais em experimentacao e/ou com outros fins cientificos.
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3.1.3.1 Agente patogénico

Utilizou-se nesta experiéncia a estirpe de Photobacterium damselae subsp.
piscicida PC566.1 (Phdp), esta foi gentilmente cedida pelo Dr. Benjamin Costas
(CIIMAR, Universidade do Porto, Portugal) e isolado de Solea senegalensis (Espanha)
pela professora Alicia E. Toranzo (Departamento de Microbiologia y Parasitologia,
Facultade de Biologia da Universidade de Santiago de Compostela, Espanha).

Em condicdes assépticas, na camara de fluxo laminar (Telstar, Bio Il Advance,
Espanha) a bactéria foi descongelada e repicada para meio TSA (Tryptic Soy Agar,
VWR) suplementado com 1,5% de NaCl e colocada a crescer a 22°C (Estufa — Binder
KB 53, Tuttingen, Alemanha) durante 48 horas. Apos incubacdo a bactéria foi repicada
para frascos TSB estéril (Tryptose Soy Broth, Fluka — Sigma Aldrich) suplementado
com 1,5% NaCl e mantidos na estufa a 22°C overnigth em agitacdo continua (100 rpm).
Posteriormente as bactérias foram centrifugadas durante 30 minutos (3500 rpm a 4°C)
(Centrifuga — Eppendorf, Modelo 5430R), sendo o pellet ressuspenso em HBSS 1x
estéril (Hank’s Balanced Salt Solution, Gibco) e ajustado as concentracdes de 10%, 10° e
10° células mL™. Para confirmar as concentracdes bacterianas dos indculos fez-se o
plagueamento de dilui¢cdes seriadas das suspensdes em placas de TSA e contagem do
namero de CFU ap6s incubacdo por 48h a 22°C (resultados nao apresentados).

3.1.3.2 Determinagdo da dose letal (LDs)

LDs representa 0 numero de bactérias necessarias para que ocorra a mortalidade
de 50% dos peixes inoculados com a bactéria (Rico et al., 2008). Para determinar o
LDs, foi realizado um ensaio especifico nas instalagcdes cedidas pelo ICBAS. Grupos de
10 peixes (13-16 g de peso corporal) foram mantidos em tanques cubicos com 50L de
agua a 19°C, salinidade 30%. em sistema fechado individual. Os juvenis foram infetados
por injecdo via intraperitoneal, com 0,1 mL de suspensdo de agente patogénico em
solucdo salina seriada de 10° 10* e 10> CFU mL™, o mesmo nimero de peixes foi
inoculado com HBSS 1x e utilizados como grupo controlo. Os peixes inoculados foram
observados diariamente ao longo de um periodo de 14 dias e a mortalidade foi

monitorizada e registada.

32



3.1.3.3 Ensaios de infegdo (A e B) com Photobacterium damselae subps.
piscicida

Nestes ensaios foram utilizados 12 tanques circulares com 63 L de &gua salgada
(Figura 5a), mantidos em sistema de circuito fechado para cada um dos tanques.

Foram realizados 2 ensaios de infecdo com Phdp, no primeiro (ensaio A) 0s
animais foram transportados para novas instalacbes e no mesmo dia foram infetados
(sem aclimatizacdo). No segundo ensaio (ensaio B) os juvenis foram transportados para
as novas instalagcdes, mantiveram-se em aclimatizacdo por 8 dias e s6 depois foram
infetados com Phdp. Procedeu-se a infecdo por injecdo intraperitoneal com 0,1 mL da
suspensdo bacteriana a uma concentracdo inferior ao LDsy determinado anteriormente
(anexo 1) no grupo de peixes infetados e no grupo de peixes placebo foi injetado com
0,1 mL de HBSS 1x estéril.

Figura 5: a) Tanques circulares (63L) utilizados nos ensaios de infecdo com Photobacterium damselae
subsp. piscicida. b) Juvenis a serem alimentados.

Ao longo dos ensaios de infecdo com Phdp os juvenis foram alimentados a mao 2
vezes ao dia até a saciedade aparente. Ambas as experiéncias decorreram durante 14
dias. A percentagem relativa de sobrevivéncia (RPS) foi calculada para avaliar o

potencial protetor incitado pelo probiotico (Diaz-Rosales et al., 2009).

% mortalidade de peixes alimentados com probibtico
% mortalidade dieta CTRL

RP5=[1—< )]x1oo
No terceiro dia ap6s a infecdo, sacrificaram-se seis peixes de cada tanque para

recolher plasma, utilizado posteriormente na analise dos parametros humorais.
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Aos animais que iam morrendo era feita uma analise microbioldgica dos seus
6rgdos, nomeadamente, rim e figado. O procedimento desta andlise foi efetuado na
camara de fluxo laminar, tendo-se procedido a dissecagdo do animal (Figura 6a).
Efetuou-se uma incisdo na cavidade abdominal, tendo em atencdo para ndo destruir
nenhum orgéo, ficando a cavidade abdominal exposta podendo-se efetuar, assim, a
analise microbioldgica. Para o efeito esterilizou-se uma ansa & chama com o auxilio de
uma lamparina e apos o seu arrefecimento introduziu-se no 6rgédo. De seguida inoculou-
se 0 tecido em caixas de Petri estéreis contendo TSA, que foram incubadas a 22°C por
um periodo de 48h (Figura 6b).

Figura 6 — a) Solea senegalensis dissecado para realizagdo da analise microbioldgica dos 6rgdos; b) Placa
de TSA com indculo das bactérias isoladas dos 6rgdos de linguado senegalés.

As mortalidades foram consideradas como sendo devido & infecdo quando a
estirpe bacteriana foi isolada em cultura pura a partir de 6rgdos internos (figado e rim)
do peixe morto (analise realizada pelo grupo da ESP - UCP).

3.2 Resposta Imunoldgica Inata

Para determinar a resposta imunoldgica foram amostrados 6 peixes por
tratamento em cada ensaio (crescimento e infe¢cbes A e B com Phdp), sendo recolhido
para estas analises plasma e macro6fagos do rim cranial. Os peixes foram anestesiados
com MS-222 (Tricaine Methanesulfonate, Sigma-Aldrich) a uma concentracdo de 200
mg L™ imediatamente antes de iniciar o procedimento, sendo cada peixe amostrado
individualmente, de modo a evitar stress devido a manipulacao.
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3.2.1 Recolha de plasma e macroéfagos do rim cranial

O sangue foi coletado (figura 7a) com uma seringa heparinizada de 1 mL (B. Braun
Medical, Queluz de Baixo, Portugal) da veia caudal e guardado em gelo até ser
centrifugado (2000g, 10 min, 4°C). O plasma recolhido foi congelado a -80°C
(Panasonic, MDF-U5386S) para posterior utilizacdo.

Figura 7 — a) Recolha de sangue, para posterior analise dos parametros humorais; b) Recolha do rim
cranial em condicGes assépticas para analise dos parametros celulares; ¢) Maceragdo do rim para recolha
de leucdcitos: d) Anel de leucécitos na interface do gradiente de Percoll.

Para a recolha dos leucdcitos do rim anterior utilizou-se o método descrito por
Secombes (1990). Em condi¢fes assépticas (figura 7b), na camara de fluxo laminar,
recolheu-se o rim cranial, macerando-o suavemente sob uma rede de nylon de 100 um
(figura 7c¢) usando meio Leibovitz (L15, Gibco) suplementado com penicilina (100 1U
mL™), estreptomicina (100 ug mL™), heparina (20 unidades mL™) e 2% de FBS (Fetal
Bovine Serum, Gibco) (L15 2 %).
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A suspensdo de células obtida foi colocada num gradiente de Percoll (Sigma-
Aldrich) 34/51% e centrifugada (400g; 40 minutos a 4°C), recolheu-se o anel de
leucocitos (figura 7d) e este foi ressuspenso em L15 Leibovitz com 0,1% de FBS (L15
0,1%). Ajustou-se a suspensdo a uma concentracdo de 2 x 10" células mL™* com L15
0,1% e as células foram distribuidas por placas estéreis de 96 pocos de fundo plano

(Sarstedt, Alemanha), 100uL por pogo e incubadas overnight a 18°C.

3.2.2 Parametros imuno celulares
3.2.2.1 Explosdo respiratéria (ROS)

No ensaio da explosdo respiratoria utilizou-se um método de quantificacdo da
reducdo do ferrocitocromo C pelo anifo superéxido (O%) extracelular (Secombes,
1990). A camada aderente de células foi lavada com HBSS 1x (Sigma-Aldrich) e foi
adicionado a cada pogo 100 pL da suspensdo da solucdo de ferrocitocromo C a 2 mg
mL™ (Cytocrome C from Equine Heart; Sigma-Aldrich) e 10 ug mL™ de PMA (Phorbol
Myristate Acetate; Sigma-Aldrich), e um controlo negativo constituido pela solucéo de
ferrocitocromo C, 10 pg mL™ de PMA e 300 unidades mL™ de SOD (Superoxide
Dismutase; Sigma-Aldrich) para comprovar a especificidade da reacdo. As placas foram
lidas no espectrofotometro (BioTek Instruments Inc., Mod — Powerwave 340,Vermont,
USA) a 550 nm, 30 minutos apds a adicdo dos reagentes as células. As densidades
6ticas foram convertidas para nmol de 0% multiplicando os valores obtidos por 15,87
como descrito por Pick (1986). A contagem total de células foi determinada apds o
ensaio de explosao respiratoria através da remocdo do meio e da adicdo de 100 mL de
tampao de lise (0,1 M de &cido citrico, 1% de Tween 20 e 0,05% de violeta de cristal).
Apo0s 2 minutos os nucleos foram contados ao microscopio numa camara de Neubeur,

todos os resultados foram expressos em 10° células mL™.

3.2.2.2  Oxido nitrico (NO)

O ensaio de producdo de oxido nitrico pelos leucocitos do rim anterior foi
realizado pelo método descrito por Neumann et al. (1995) e modificado por Tafalla &
Novoa (2000). Este método baseia-se na reacdo de Griess (Green et al., 1982) que
quantifica o contetdo em nitritos no sobrenadante dos leucdécitos, dado que o 6xido

nitrico € uma molécula instavel que se degrada em nitritos e nitratos.
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Para estimular os leucdcitos do rim anterior para a producdo de 6xido nitrico a
camada aderente de células foi exposta a LPS (lipopolissacarideo) de Escherichia coli
serdtipo 0111:B4 (10 ug mL™; Sigma-Aldrich) e foram ainda estimulados com LPS (10
ng mL?Y) e NC-Methyl-L-arginina (1 mM; Sigma-Aldrich) para confirmacdo de
especificidade da reacdo. Apos 72 horas de incubagao a 18°C, foram retirados 50 puL dos
sobrenadantes dos leucdcitos, que se colocaram em novas placas de 96 pogos e
adicionou-se 100 pL de solugdo de sulfanilamida (1%; Sigma-Aldrich) e 100 uL de
solucdo de NED (0,1 %; N-naphthyl-ethylene-diamine; Sigma-Aldrich). Apés 5
minutos a temperatura ambiente e protegidos da luz, foi medida a absorvancia a 540 nm.
A concentracdo dos nitritos das amostras foi determinada a partir da curva padrao,
gerada por concentragfes conhecidas de nitrato de sédio (Merck). Também no final
deste ensaio foi necessario determinar o nimero total de células utilizadas, os resultados

foram expressos por 10° células mL™.

3.2.3 Parametros imuno humorais

Os parametros imunolégicos analisados nas infegdes com Phdp foram expressos
como indice de estimulacdo, este foi calculado como a razdo entre a absorvancia obtida
pelos fagocitos dos peixes alimentados com as diferentes dietas experimentais e
absorcdo de peixes alimentados com a dieta controlo (sem suplementacdo de

probidticos).

3.2.3.1 Atividade da lisozima

A atividade da lisozima foi medida utilizando um ensaio de turbimetria tal como
descrito por Ellis (1990) e modificado por Wu et al. (2007). Numa microplaca de 96
pocos de fundo plano (Sarstedt, Alemanha) foram colocados 15 pL de plasma e de
sequida adicionou-se 250 pL da suspensdo de Micrococus lysodeikticus (0,5 mg mL™:;
Sigma-Aldrich). Elaborou-se uma curva padrédo com a lisozima HEWL (Hen Egg White
Lysozyme; Sigma-Aldrich) utilizando as concentracdes 20 pl mL™ a 0,0049 pl mL™.
Procedeu-se & leitura no espectrofotdometro a uma absorvancia de 450nm, ap6s 0,5 e 4,5
minutos. Tendo em conta que uma unidade de atividade de enzima foi definida como a
quantidade de plasma que causa a reducdo na absorvancia de 0,001 unidades por

minuto.
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3.2.3.2 Atividade da peroxidase

A atividade total da peroxidase no plasma foi medida seguindo o procedimento
descrito por Quade & Roth ( 1997). Resumidamente foram diluidos 15 pL de plasma
em 135 pL de HBSS sem Ca?* e Mg®* (Gilbo) em placas de 96 pocos de fundo plano.
De seguida juntou-se 50 pL de TMB (10 mM; 3,3',5,5-Tetramethylbenzidine
dihydrochloride hydrate; Sigma-Aldrich) e 50 pL de perdxido de hidrogénio (5 mM;
Sigma-Aldrich). A reacdo foi interrompida ap6s a mudanca de cor (2 minutos), por
adicdo de 50 pL de acido sulfarico (2 M; Sigma-Aldrich) e a densidade dptica foi lida a
450 nm. A atividade da peroxidase (unidades mL™ plasma) foi determinada pela
definicdo de que uma unidade de peroxidase produz uma alteracdo da absorvancia de
uma unidade na densidade éptica.

3.2.3.3 Atividade alternativa do complemento

A atividade da via alternativa do complemento do plasma (ACH50) foi estudada
através da adaptacdo do método de Sunyer et al. (1995) e utilizando glébulos vermelhos
de sangue de coelho (RaRBC; Probiologica). As células de RaRBC foram lavadas em
soro fisiologico (0,9%; Sigma-Aldrich), sendo centrifugadas (2000 g, 5 min., a 4°C) e
ressuspensas em tampao teste (pH 7,3): contendo 0,1% de Gelatina (Fluka), 5Mm de
Barborato de sédio (Sigma-Aldrich), 0,13 mM de Cloreto de sédio (Merck), 10 Mm de
Cloreto de magnésio hexahidratado (VWR) e 10 mM de EGTA (Ethylene glycol-bis (2-
aminoethylether) - N,N,N’ N'-tetraacetic acid; Sigma-Aldrich). No final da lavagem,
ajustou-se a uma concentracéo de 2,8x10° células™ mL de RaRBC. De seguida, numa
placa de 96 pocos de fundo redondo foram adicionados 10 pL de plasma diluidos
sequencialmente em tampdo teste e adicionados 10 pL da suspensdo de RaRBC. As
amostras foram incubadas a temperatura ambiente durante 100 minutos, com agitacdo
continua na placa de agitacdo (Edmund Buhler, Mod — KM2). A reagéo foi cessada por
adicédo de 150 pL de tampédo STOP (pH 7,3) contendo todos os reagentes utilizados para
o tampdo teste exceto o Cloreto de magnésio hexahidratado e EGTA, que foram
substituidos pelo EDTA (20 mM; Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt
dihydrate; Sigma-Aldrich). As amostras foram entéo centrifugadas (122g, 2,5 min., 4°C)
e a extensdo da hemolise foi estimada através da medicdo da densidade Optica do
sobrenadante a 414 nm. Os valores maximos de hemolise (100%) foram determinados

adicionando 10uL de RaRBC a 40uL de agua destilada e a homdlise minima
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(espontanea) pela adicdo de 10puL de RaRBC a 40uL de tampéo teste. As unidades de
ACH50 foram definidas como a concentracdo do plasma que proporciona 50% de
hemdlise de RaRBC.

3.3 Analises Quimicas - Composi¢do proximal

Foi realizada a andlise da composicdo quimica das carcacas evisceradas dos

animais e da racdo fornecida ao longo deste
ensaio. Os peixes amostrados de cada tanque
foram triturados numa picadora (Udex S.A., Maia,
Portugal) de modo a obter amostras homogéneas
(figura  8). Nas carcagas determinou-se
imediatamente o seu teor em humidade e cinzas,
em triplicado, nas amostras ainda em fresco.
Seguidamente procedeu-se a liofilizacdo das
amostras (3 dias), para a realizacdo das analises

posteriores. A racdo foi apenas moida numa

trituradora (IKA, Modelo A 11 B, Staufen, figura 8: Carcacas de linguados
oo 1+ trituradas.
Alemanha) antes de realizagio das analises oo

quimicas.

Para cada amostra (carcacas e racdo), determinou-se em duplicado, a

composicao proximal, segundo os procedimentos padrdo (AOAC, 2006):
. Matéria seca - determinada pela variacdo de peso antes e ap0s secagem na
estufa (Binder KB 53, Tuttingen, Alemanha) a 105°C até obtengdo de um

peso constante.

% MS [Peso final do cadinho com amostra] — [Peso do cadinho vazio] 100
= X
° Peso fresco da amostra

Determinou-se também a percentagem de humidade da amostra:

Humidade = 100 — %MS

. Cinzas - calculada pela variacdo de peso antes e apds incineracdo na mufla
(Noberterm L9/11/B170; Bremen, Alemanha) a 500°C durante 5h.
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. [Peso final do cadinho com amostra] — [Peso do cadinho vazio]
% Cinzas = — x 100
Peso inicial da amostra

. Proteina bruta - obtida a partir da determinacdo do teor de azoto por
combustdo total no analisador de azoto (Leco Corporation, modelo FP-528,
St Joseph, USA).

i valor % Proteina obtido
% Proteina (%MS) =

% MS
. Gordura bruta - determinada pela extracdo com éter de petréleo (40-60°C)

pelo método de Soxhlet (FOSS Soxtec 2055, Suzhou, China).

[Peso final do copo com amostra] — [Peso inicial do copo] «

100
Peso inicial amostra X % MS

% Gordura (%MS) =

. Energia bruta - determinada por combustdo na bomba calorimétrica
adiabatica IKA (Werke C2000; IKA, Staufen, Alemanha).

Energia (k] g™1)
% MS

Energia kj g~ (%MS) =

3.4 Estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados utilizaram-se os métodos descritos por Zar
(1999), usando o software IBM SPSS Statistics versdo 20, para Windows (SAS
Institute, Inc., Cary, NC, EUA). Os dados foram submetidos a uma andlise de
homogeneidade de variancia (teste de Levene) e a um teste de normalidade (Shapiro-
Wilk). No caso de cumprimento destes pressupostos, procedeu-se ao teste de ANOVA a
1 fator (dieta) ou 2 fatores (dieta*stress). Havendo diferencas significativas procedeu-se
ao teste post-hoc Tukey. Quando os pressupostos ndo foram atendidos, efetuou-se o
teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis e em caso de haver diferengas significativas

fez-se uma analise pelo teste Mann-Whitney.
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CAPITULO IV - RESULTADOS
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4.1 Ensaio de crescimento
4.1.1 Parametros zootécnicos e morfométricos

A performance de crescimento e os pardmetros morfométricos, dos juvenis de
linguados, alimentados com diferentes dietas experimentais durante o ensaio de
crescimento (85 dias) apresentam-se nas tabelas VII e VIII. Apenas se observaram
diferencas significativas (p<0,05) no peso corporal final, entre a dieta CTRL e as dietas
PB, e PB4. Em relacdo aos restantes parametros avaliados, ndo foram afetados pela
suplementacdo com probi6ticos.

Tabela VI1I: Performance de crescimento de juvenis de S. senegalensis quando alimentados com seis
dietas experimentais diferentes (85 dias; 19°C; 30%o).

Parametro CTRL PB; PB, PB; PB, PBs

Peso Inicial (g) 16,14+028  16,05+027  1604+027  1610+026  16,11+025  16,01+0,26
Peso Final (§) 26,56 +0,63° 24,45+053® 2291+053° 2496+0,60° 2403+048" 24,05 +0,54%
SGR (% dia') 0,58 +0,04 0,49 + 0,07 0,41 +0,06 0,52 0,02 0,47 +0,03 0,50 +0,03
DGI (gdia')  0,53+0,04 0,45 + 0,07 0,37 £0,06 0,47 £0,02 0,42 +0,03 0,45 + 0,03
AGR (gdia®) 0,12+0,01 0,10 £ 0,02 0,08 +n 0,01 0,10 £0,01 0,09 +0,01 0,10 £0,01

Os valores representam a média + erro padrdo (n = 3). Para peso inicial n = 84 e para peso final n >76. Diferentes letras em expoente
indicam diferengas significativas entre dietas (p<0,05) para 0 mesmo parametro.

Quanto aos parametros morfométricos avaliados, indice de condi¢do (K) e indice
hepatossomatico (IH), ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas (p>
0,05) no final do ensaio de crescimento. Mesmo néo existindo diferengas significativas
entre tratamentos, os valores mais elevados, em ambos os parametros morfométricos

foram na dieta PBs.

Tabela VIII: Pardmetros morfométricos de juvenis de linguado senegalés alimentados com diferentes
dietas durante 85 dias.

Parametro CTRL PB; PB, PB; PB, PBs
K (%) 1,19+£0,04 1,17 £0,03 1,09 £0,02 1,15+0,03 1,13 +0,04 1,20 £ 0,03
IH (%) 1,24 +0,03 1,16 £0,14 1,25 +£0,08 1,17 £0,03 1,21 +£0,03 1,26 +0,04

Os valores representam a média + erro padrdo. Para K (%) n = 18 e para IH (%) n = 6. A auséncia de letras em expoente indica a
auséncia de diferengas significativas entre os tratamentos (p>0,05).

4.1.2 Composicao proximal
4.1.2.1 Dietas e carcag¢as

Realizou-se a andlise da composic¢do quimica das dietas (tabela IX), sendo estas
isoenergéticas (21,8 kJ g™ de racéo), isoproteicas (55%) e isolipidicas (17%). A tabela
X apresenta a composicdo quimica das carcagas dos juvenis alimentados com as dietas

em estudo, ao longo de 85 dias. Ndo existem diferencas significativas (p>0,05) nos
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parametros avaliados. Apesar de ndo se observarem diferencas significativas na composicéo

das carcagas, a dieta PB, foi a que depositou menor percentagem de gordura (3,93 + 0,38
%WW) e maior percentagem de proteina (17,23 = 0,51%WW).

Tabela IX: Composicao proximal das dietas utilizadas no ensaio.

Composicao (% MS) CTRL PB; PB, PB; PB, PBs

Matéria seca (%) 9366+0,08 92,70+£0,08 9155+0,02 9321+0,08 9253+0,11 92,60+0,01
Cinzas 1429+0,10 14,41+0,09 14,47+0,08 14,28+0,08 1432+0,06 14,34+0,01
Energia (kJ g'l) 2169+0,01 2163+021 21,88+0,04 21,80+0,01 2191+0,03 21,90+0,06
Gordura bruta 16,62+0,08 16,83+0,04 1698+0,11 17,02+0,17 17,08+0,40 17,03+0,10
Proteina bruta 56,34 +£2,38 5465+0,18 54,95+0,32 5481+0,07 5474+0,10 54,74+0,06

Os valores representam a média + desvio padrdo (n = 2). A auséncia de letras em expoente indica a auséncia de diferencas
significativas entre os tratamentos (p>0,05).

Tabela X: Composicdo proximal das carcacas evisceradas de juvenis de linguado (% ou kJ g™* de peso

himido), ap6s 85 dias de suplementacdo com diferentes combinagdes de probidticos.

Composicio (%WW)  CTRL PB, PB, PB, PB, PBs

Matéria seca (%) 2267+134 2328+103 2389+079 2395+132 2399+079  24,37+0,90
Humidade 7495+081 7589+122 7513+044 T7470+034 7523+049  7448+0,15
Cinzas 264+029  282+034 313+019 324+051  293+008  2,80+0,20
Energia (kJ g 586+017 558+033  563+017 590019  567+021  595+0,08
Gordura bruta 514+048  4,37+075  393%038  480+020  449+059  4,82+0,19
Proteina bruta 1745+0,60 17,23+051 1820+040 17,93+044 1759+0,15 18,09+0,13

Os valores representam a média + desvio padrdo (n = 3). A auséncia de letras em expoente indica a auséncia de diferencas
significativas entre os tratamentos (p>0,05).

4.1.3 Parametros Imunoldgicos

Nos parametros imunolédgicos (celulares e humorais) ndo se observaram

quaisquer diferencas significativas (p>0,05) entre as dietas experimentais (tabela XI).

Tabela Xl: Pardmetros imunolégicos (celulares e humorais) apds 85 dias de suplementagdo com
diferentes probioticos.

CTRL PB, PB, PB, PB, PB;
Parametros Celulares
a'ﬁ/l) NItrito ¢ 93 4 .45 6,89 + 0,33 6,92 + 0,45 6,88 + 0,33 6,90 + 0,32 6,95 + 0,38
ROS ) 0,32 40,21 0,33+0,18 0,53 0,32 0,74 0,29 0,41+ 0,19 0,86 + 0,46
(nmolesO,)
Parametros Humorais
ACH50
(UML) 15,00 + 1,03 12,30 + 4,63 16,77 + 7,79 10,72 5,76 11,92 + 5,45 10,18 + 3,94
:-E'fj)zr:mi) 1401,85 + 693,81 2510,19 + 1314,55 1422,22 +1138,52 2031,48 + 1386,56 1692,13 + 1127,72 1693,53 + 485,12
FS;?X:gﬁie) 90,30 + 22,99 52,92 + 22,99 4701+1518  5513+3345  67,60+3345 38,68+ 10,82

Os valores representam a média + desvio padrdo (n = 6). A auséncia de letras em expoente indica a auséncia de diferengas
significativas entre os tratamentos (p>0,05).
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4.2 Ensaios de infecao com Photobacterium damelae subsp. piscicida
4.2.1 Determinacido do LDso

Para se realizarem os ensaios de infecdo (A e B) com Phdp foi necessario efetuar
previamente um ensaio de determinagdo da dose letal (LDsp) para os juvenis Solea
senegalensis com a estirpe patogénica PC566.1. Os resultados obtidos neste ensaio
estdo apresentados na figura 9. A percentagem de mortalidade cumulativa foi diferente
para as trés concentracdes utilizadas. A concentragdo de 10° CFU mL™ foi a primeira a
registar mortalidade, logo ao quinto dia e foi também a que registou a mortalidade mais
elevada (95%). As concentragdes de 10° e 10* CFU mL™ registaram a primeira morte no
dia seis e atingiram percentagens de mortalidade cumulativa superiores a 70 e 80%,
respetivamente. E possivel verificar que a mortalidade maxima se dé entre os dias 5 e 7
do ensaio. A partir do dia 8 ndo se verificou mortalidade. No grupo CTRL n&o ocorreu
mortalidade ao longo de todo o ensaio. A dose letal (LDsp) do agente patogénico foi
determinada como sendo 0,1 mL de 1,9 x 10° CFU mL™ por peixe para Photobacterium

damselae subsp. piscicida (anexo I).

100 -+

Mortalidade Cumulativa (%)

Dias

Figura 9: Mortalidade cumulativa (%) de Solea senegalensis quando infetados com diferentes
concentragdes de Photobacterium damselae subsp. piscicida 10° CFU mL™ (M) 10° CFU mL™* (A) e 10°
CFU mL™ (®) e o grupo CTRL (0) injetados com HBSS 1x (n = 10 por tratamento).
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4.2.2 Ensaios de infecao (A e B) com Phdp

No ensaio de infecdo A os animais foram transportados para as novas instalacfes
e infetados no mesmo dia. Trés dias apds a infecdo (amostragem) observou-se que 0s
animais apresentavam sintomas de pasteurelose como ulceras, figados anémicos, 6rgéos
liquefeitos, barbatanas hemorragicas e nédulos brancos em alguns érgdos. Mas até ao

término deste ensaio (14 dias) ndo se verificou mortalidade.

No ensaio de infe¢do B os juvenis foram aclimatizados durante 8 dias nas novas

instalacGes e s6 apOs a aclimatizagdo
] Tabela XII: Percentagem de mortalidade e
foram infetados. Durante a percentagem relativa de sobrevivéncia (RPS) no ensaio

de infe¢do B (com aclimatizacéo).

amostragem deste ensaio 0s juvenis
g ] Dieta Mortos/Total peixes Mortalidade (%) RPS

apresentavam sintomas semelhantes cTrL 2/20 10

aos descritos anteriormente. As FPBi 120 > 50
PB, 1/19 5,3 474

mortalidades verificadas no decorrer PB, 017 0 100

deste ensaio apresentam-se na tabela PB, 0/20 0 100
PB; 1/20 5 50

XIl.

A primeira mortalidade nos grupos infetados com Phdp foi observada ao oitavo
dia pos-infecdo (dieta PB;). A percentagem cumulativa de mortalidade observada na
dieta CTRL foi de 10%, nas restantes dietas testadas a percentagem de mortalidade
variou entre os 0 e 5%. Sendo que as dietas PB3; e PB4 foram as que ndo registaram
qualquer mortalidade apés a infecdo. Todas as mortalidades observadas foram causadas
por Photobacterium damselae subsp. piscicida Austin & Austin (2007), isolado a partir

de culturas de figado e rim (resultados ndo apresentados).

Em todos os pardmetros imunoldgicos avaliados, verificou-se que existiram
diferencas significativas entre os animais infetados e animais placebo (figura 10). A
atividade da peroxidase teve uma resposta idéntica nas duas infe¢Ges (figura 10 E e F),
sendo os valores dos animais placebo (ensaio A: 59,91 + 30,47 Uni. mL™; ensaio B:
37,32 + 23,58 Uni. mL™) significativamente superiores em relacio aos infetados (ensaio
A: 31,49 + 25,34 Uni. mL™; ensaio B: 11,63 + 12,57 Uni. mL™).

Pelo contrério tanto a atividade da lisozima (figura 10 C e D) como o ACH50
(figura 10 A e B) tiveram respostas contrarias nas duas infegdes. Na infecdo A 0s

animais placebo mostraram valores de ACH50 (26,97 + 1927 EU mL™Y)
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significativamente superiores em relacdo aos infetados (15,82 + 9,31 EU mL™),
enquanto no ensaio B ocorreu o oposto (placebo: 38,59 + 29,23 EU mL™; infetados:
69,82 + 39,48 EU mL™). Antagénicamente, na atividade da lisozima da infecdo A,
foram os animais infetados (1463,55 + 760,67 EU mL™) que mostraram valores
significativamente superiores em relacdo aos placebo (1072,31 + 568,08 EU mL™),
enquanto que no ensaio B ocorreu o oposto (placebo: 1687,2 + 824,68 EU mL™;
infetados: 1096,3 + 534,73 EU mL™).
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Figura 10: Pardmetros imune-inatos em juvenis de linguado placebo (ndo infetados) e infetados com
Phdp (infecbes A e B). Os resultados estdo apresentados em média + desvio padrdo (n = 36 por
tratamento). Letras diferentes em expoente significam diferencas significativas (p<0,05) entre animais
placebo e infetados.

O indice de estimulacdo para a atividade do complemento (figura 11) apresenta
diferencas significativas (p<0,05) entre ensaios para as diferentes dietas, exceto na dieta

PB; (ensaio A: 0,85 £ 0,46; ensaio B: 0,84 £ 0,62). No entanto, ndo se observaram
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diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos considerando a analise a 2

fatores, nem houve diferencas significativas em relacéo a dieta CTRL.

3,0 1
8
o 2,5 4 *
8
=]
E 2,0 4 * %
2 15 4
(] ]
()
© 1 -
g I . * 1 T
205 i
0,0 = T T T T
PB1 PB2 PB3 PB4 PB5
Dieta

Figura 11: Atividade do complemento (ACH50) de juvenis de Solea senegalensis infetados com Phdp,
infecdo A (m) e infecdo B (m). Resultados estdo expressos em indice de estimulagdo (média + desvio
padrdo; n=6). Asterisco (*) indica diferencas significativas (t-test; p<0,05) entre ensaios para a mesma
dieta. A auséncia de letras em expoente indica a auséncia de diferencas significativas entre dieta*infecdo
(ANOVA a 2 fatores; p>0,05).

Na figura 12 pode observar-se que a estimulacdo da lisozima foi
significativamente superior na infecdo A para todas as dietas. No entanto, ndo se
observaram diferencas significativas (p>0,05) entre os tratamentos considerando a

andlise a 2 fatores, nem houve diferencas significativas em relacéo a dieta CTRL.
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Figura 12: Atividade da lisozima de juvenis de Solea senegalensis infetados com Phdp, infecdo A () e
infecdo B (M). Resultados estdo expressos em indice de estimulacdo (média + desvio padrdo; n=6).
Asterisco (*) indica diferencas significativas (t-test; p<0,05) entre ensaios para a mesma dieta. A auséncia
de letras em expoente indica a auséncia de diferencas significativas entre dieta*infecdo (ANOVA a 2
fatores; p>0,05).

Relativamente a atividade da peroxidase, no ensaio A observaram-se diferencas
significativas entre a dieta CTRL (51,21 + 29,95) e as dietas PB; (9,44 = 11,67) e PB3
(10,67 = 11,81). No ensaio B, observaram-se diferengas significativas entre a dieta

CTRL (28,65 + 20,06) e as dietas PB; (5,89 + 4,12) e PB, (7,39 * 6,61).
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O indice de estimulacdo foi significativamente superior na infecdo A para todas

as dietas. Verificaram-se também diferencas significativas entre as dietas, dentro de

cada ensaio, sendo a estimulacdo da dieta PB; (0,31 + 0,39) estatisticamente inferior as
dietas PB4 (1,31 £ 0,59) e PBs (1,12 + 0,66). Também a dieta PB3; (0,36 + 0,39)

apresentou diferencas significativas em relacdo a dieta PB4 (1,31 + 0,59).
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Figura 13: Atividade da peroxidase de juvenis de Solea senegalensis infetados com Phdp, infecdo A (Il)
e infecdo B (M). Resultados estdo expressos em indice de estimulacdo (média + desvio padrdo; n=6).
Cardinal (#) indica diferengas significativas (p<0,05) em relacdo ao grupo CTRL. Asterisco (*) indica
diferencas significativas (t-test; p<0,05) entre ensaios para a mesma dieta. Letras diferentes (a, b, c)
significam diferencas significativas (Mann-Whitney; p<0,05) entre dietas para 0 mesmo ensaio.
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CAPITULO V - DISCUSSAO
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Vérios estudos avaliaram o crescimento do linguado senegalés (Solea
senegalensis) quando suplementado com probidticos (Chabrillon et al., 2005; Diaz-
Rosales et al., 2009; Saenz de Rodrigafies et al., 2009; Garcia de la Banda et al., 2010;
Garcia de la Banda et al., 2012; Tapia-Paniagua et al., 2012), sendo que em quase todos
estes estudos os probidticos utilizados sdo do genero Shewanella isolado da pele de

dourada (Sparus aurata).

A maioria dos estudos publicados utiliza culturas de bactérias Unicas, mas é
grande a especulagdo se duas ou até mesmo varias combinagdes de probidticos possam

ser mais benéficas (Newaj-Fyzul et al., 2014).

Neste trabalho avaliou-se a performance de crescimento, parametros
morfomeétricos, resposta imuno-inata (celular e humoral) e protecdo contra Phdp de
linguado senegalés quando suplementados com probioticos isolados do intestino da
propria especie (Solea senegalensis). As bactérias avaliadas, pertencem aos dois grandes
grupos, gram-negativas: Pseudomonas e Shewanella e gram-positivas: Enterococcus e
Arthrobacter. Segundo a revisdo de Newaj-Fyzul et al. (2014) todos os géneros de
bactérias que utilizamos ja foram avaliadas e estudadas como possiveis probioticos para
a aquacultura. No entanto a bactéria Shewanella € a Unica referida neste artigo como ja
tendo sido testada em linguado, promovendo o seu crescimento e prote¢do contra Phdp.

A quantidade eficaz e normalmente recomendada de incorporacdo de probidtico
em dietas experimentais sdo de doses que rondam 1x10%- 1x10'® CFU de bactérias por
kg de racdo (Charalampopoulos & Rastall, 2009). Sendo que as doses recomendadas
pela regulamentacdo da EU para o uUnico probiotico autorizado (Pediocuccus
acidilactici) sdo de 10° CFU Kg™. No nosso trabalho a dose utilizada de cada probiético

foi sempre superior a 10° CFU Kg™ da racao.

Os resultados obtidos no ensaio de crescimento mostram que as dietas PB;
(Enterococcus sp.) e PB4 (Arthrobacter sp. e Pseudomonas sp.) tiveram um crescimento
significativamente mais baixo (p<0,05) quando comparado com a dieta CTRL.
Sugerindo que a adicdo do probidtico Enterococcus sp. € a mistura dos probioticos
Arthrobacter sp. e Pseudomonas sp. ndo beneficiaram o crescimento dos juvenis de
linguado. No entanto todas as dietas com a presenca de Shewanella sp. (PB1, PB3 e PBs)
mostraram um desempenho idéntico & dieta CTRL.
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A maioria dos estudos sobre o efeito de probidticos incorporados na racéo é
realizado com bactérias vivas (Diaz-Rosales et al., 2009; Merrifield et al., 2010; Garcia
de la Banda et al., 2012). Panigrahi et al. (2005) relataram que em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) a utilizacdo de células vivas como probidtico induz melhores
resultados do que quando as células sdo inativadas (pelo calor ou liofilizadas). No
entanto, existem muitos estudos utilizando células inativadas, mortas ou liofilizadas
(Irianto & Austin, 2003; Panigrahi et al., 2005; Panigrahi et al., 2007; Taoka et al.,
2006; Newaj-Fyzul et al., 2007; Garcia de la Banda et al., 2010; Garcia de la Banda et
al., 2012; Séez, 2011). Estes estudos sdo importantes porque para a industria da
aquacultura a administracdo de células inativadas ou liofilizadas torna-se mais viavel do
que o uso de células vivas (Tapia-Paniagua et al., 2012). Estas trazem maior
estabilidade as racdes, diminuindo os custos de producéo e eliminando véarios problemas
relacionados com o armazenamento, viabilidade e durabilidade. Para conferir beneficios
para 0 hospedeiro é desejavel que os probioticos estejam vidveis e em concentracdes
elevadas ao chegarem ao intestino (Panigrahi et al., 2005). Nos estudos de Saenz de
Rodrigafies et al. (2009); Garcia de la Banda et al. (2010) e Garcia de la Banda et al.
(2012) as bactérias probioticas foram encapsuladas em alginato de calcio, protegendo-as
contra condigBes adversas, como 0 armazenamento e sistema digestivo do peixe
(condicBes acidas do estdbmago, enzimas digestivas e sais biliares). No entanto, apenas
Séenz de Rodrigafies et al. (2009), observou que as dietas liofilizadas, encapsuladas em
alginato e administradas a temperaturas de 21 + 1°C promoveram 0 crescimento de
juvenis de linguado senegalés. No trabalho de Rosas-Ledesma et al. (2012) observaram
que Pdp11 sobreviveu no trato intestinal de linguados quando administrado em capsulas
de alginato, mas quando o probidtico foi adicionado diretamente nos pellets, a bactéria
ndo foi recuperada no trato intestinal. Estes resultados foram atribuidos ao facto de os
pellets para peixe constituirem ambientes adversos para a maioria das bactérias levando
a que a sua sobrevivéncia seja reduzida e de muito curta duracdo. Também confirmaram
que a baixas temperaturas (4°C) o metabolismo bacteriano foi retardado e a acumulagéo

de produtos toxicos derivados dos metabolismos foi provavelmente minimizado.

No nosso trabalho a bactéria S. hafniensis foi incorporada na racdo apds ter sido
inativa pelo calor (1h a 60°C), as restantes bactérias foram adicionadas diretamente na

dieta sem qualquer revestimento de alginato. No entanto ndo se verificaram melhorias
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no crescimento dos juvenis nas diferentes dietas. Saez (2011) realizou um estudo com
incorporacgdo directa de bactérias (S. putrefaciens - Pdp11) em diferentes concentragoes,
em dieta de juvenis de linguado, liofilizadas ou inativas pelo calor, como aditivo e sem
revestimento de alginato. Apos 52 dias de suplementacdo, nao se verificaram diferencas
significativas entre os tratamentos, presumindo-se que apesar de a quantidade de
probidtico incorporada ter sido elevada, as bactérias inativadas ndo exerceram o mesmo
efeito benéfico quando incorporadas numa forma ativa. Também Garcia de la Banda et
al. (2010) ndo obtiveram melhorias significativas no crescimento, parametros
zootécnicos e indices morfométricos em peixes alimentados durante 69 dias com o
mesmo probiotico (Pdpll) liofilizado e encapsulado em alginato de célcio, justificando
estes resultados com a temperatura que utilizaram no ensaio (16,6 + 5°C). Séenz de
Rodrigafies et al. (2009) utilizaram o mesmo probidtico (Pdpll) mas a 21°C e ja
encontraram diferencas significativas entre as dietas com probidtico e a dieta controlo.
Na nossa experiéncia, o ensaio de crescimento foi efetuado a temperatura de 19°C nédo
se tendo observado diferencas no crescimento dos juvenis.

Na anélise da composicdo proximal das dietas (tabela 1X) pode-se verificar que
estas apresentam-se isoenergéticas (21,8 kJ g de ragdo), isoproteicas (55%) e
isolipidicas (17%). Podendo assim, confirmar-se que a semelhanca de outros trabalhos
como por exemplo Sdez (2011), que a adicdo de probidticos nas dietas ndo alterou a
composi¢do quimica das mesmas. No entanto, as dietas apesar de isolipidicas, tinham
um teor ligeiramente elevado de lipidos (cerca 17%). Garcia de la Banda et al. (2012) e
Borges et al. (2013) concluiram que elevados niveis de lipidos ndo promovem o
crescimento desta espécie. Uma inadequada relacdo entre as concentracfes de lipidos e
proteina fornecidas na dieta, pode conduzir a diminuicdo na taxa de crescimento,
piorando a conversao alimentar, além de levar & retencédo de gordura corporal, reduzindo
0 rendimento de carcaca no processamento. Também Rueda-Jasso et al. (2004)
verificaram uma tendéncia para taxas de crescimento mais rapidas e melhor converséao
alimentar em peixes alimentados com dietas contendo niveis lipidicos mais baixos

(11%) em comparagdo com altos niveis de lipidios (21%).

Relativamente a composicdo quimica das carcacas o0s resultados foram
semelhantes aos observados por Borges et al. (2013) e Sdez (2011), para uma dieta com
uma percentagem de lipidos (17%) e proteina (54%).
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O mecanismo inato dos peixes fornece a primeira linha de defesa imunoldgica.
Apesar de ja existirem varios trabalhos que avaliam o sistema imune inato apds uma
suplementacdo com probidticos (Panigrahi et al., 2005; Harikrishnan et al., 2011; Diaz-
Rosales et al., 2006; Sun et al., 2010; Sharifuzzaman & Austin, 2009; Geng et al.,
2012), no entanto ainda existem poucos trabalhos a fazer esse estudo em Solea
senegalensis (Batista et al., 2014; Batista et al., 2013; Diaz-Rosales et al., 2009) . As
atividades do complemento (ACH50), da lisozima e da peroxidase sdo parametros
vulgarmente utilizados para avaliar o estado imunoldgico ndo especifico nos peixes
assim como o0s parametros imuno-celulares (ROS e NO). Apo6s 85 dias de
suplementacdo com probioticos fomos avaliar os parametros imuno-inatos dos juvenis

de linguado.

N&o se observaram diferencas significativas nos parametros imuno celulares
(ROS e NO). Estes resultados podem dever-se unicamente por ndo ter sido possivel
obter 0 nimero recomendado de leucécitos (107 células mL™) para a realizacdo destes
ensaios. Nao observamos a formacéo de uma mono-camada de células nos pocos, dai ter
havido necessidade de determinar o nimero total médio de células por peixe. Acabamos
por concluir que o nimero de células utilizado foi menos de metade do recomendado,
tendo uma média de 10° células mL™. No artigo de Costas et al. (2011), também
referiram a utilizacdo de um nimero de leucdcitos inferior ao recomendado (10° células
mL™) e detetaram diferencas significativas entre os tratamentos estudados. Por outro
lado, também se podera ponderar a ideia da suplementacdo com probidticos poder ndo
alterar os niveis basais dos parametros imuno-celulares. No trabalho de Batista et al.
(2014) avaliaram a resposta imunoldgica de linguados (Solea senegalensis) alimentados
com dietas suplementadas com probidticos comerciais (mono-espécies e multi-espécies)
e observaram valores muito semelhantes ao do nosso trabalho. A avaliacdo da exploséo
respiratoria, apos um tratamento probidtico em peixes é contraditoria. Alguns estudos
indicam que os probidticos ndo tém impacto significativo sobre esse mecanismo de
defesa ndo especifica do peixe (Diaz-Rosales et al., 2009; Sharifuzzaman & Austin,
2009; Diaz-Rosales et al., 2006). No entanto, outros estudos in vitro e in vivo
mostraram aumento significativo na atividade oxidativa por varios probidticos em
diferentes animais aquaticos (Salinas et al., 2006; Harikrishnan et al., 2011; Wang et
al., 2008a).
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No nosso estudo a dieta com probidtico PB; foi a Unica que obteve resultados
semelhantes & dieta CTRL, 0,33 e 0,32 nmoles O respetivamente, enquanto que as
restantes dietas obtiveram resultados superiores. Este resultado talvez esteja relacionado
com o facto de que a batéria Shewanella sp. presente em PB; apresentar-se na forma
inativa em contraste com os outros probioticos que sdo compostos por bactérias na foma
activa. Panigrahi et al. (2005) observaram que a utilizacdo de células vivas como
probidtico induz uma resposta imunologica mais elevada na truta arco-iris, quando
comparado com ceélulas inativas.

Relativamente as atividades do complemento (ACH50), da lisozima e da
peroxidase ndo se observaram diferencas significativas entre os tratamentos. Varios
autores concluiram que inimeros probidticos ndo afetaram estes pardmetros imunes:
atividade da peroxidase (Salinas et al., 2006; Choi & Yoon, 2008; Brunt et al., 2007;
Diaz-Rosales et al., 2006); atividade da lisozima (Balcazar et al., 2007; Pieters et al.,
2008; Zhou et al., 2010) e ACH50 (Batista et al., 2013; Batista et al., 2014).

As altas densidades de cultivo, o transporte e 0 manuseamento necessario para
procedimentos de triagem e vacinacdo sdo praticas comuns na aquacultura marinha,
sendo fatores que induzem stress nos animais. Segundo Uribe (2011), véarios fatores
internos e externos podem influenciar os parametros da resposta imune inata. No
presente trabalho tivemos como objectivo avaliar a resposta imunoldgica dos juvenis
apo6s uma infecdo com Phdp, estando ou ndo aclimatizados a um novo ambiente (stress

abidtico).

De acordo com os valores obtidos no ensaio de determinacdo da dose letal
(LDsp), conclui-se que o LDsg da estirpe PC566.1 de Photobacterium damselae subsp.
piscicida para linguados juvenis de cerca de 16g era de 1,9 x 10° CFU mL™ por peixe.
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Costas et al. (2013) que para a
mesma estirpe obteve um LDsp de 5 x 10° CFU mL™ para linguados juvenis com um
peso um pouco superior (37,9 £ 12,9 g). A sintomatologia comportamental e fisica,
observada neste trabalho apos a infecdo, foi semelhante a descrita por outros autores
(Zorrilla et al., 1999; Austin & Austin, 2007). Os animais infetados apresentaram
principalmente uma coloragdo mais escura e ndo mostraram apetite. Durante a
amostragem também se pode observar que os figados estavam anémicos e desfaziam-se

facilmente, sendo que alguns animais também apresentaram Ulceras e barbatanas
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hemorragicas. Para a confirmacdo da infecdo por Phdp, isolaram-se bactérias obtidas
dos 6rgédos dos animais que morreram durante os ensaios e confirmou-se a presenca do
Phdp.

No ensaio de infecdo A, ndo se registou qualquer mortalidade e mesmo no
ensaio de infecdo B a mortalidade foi quase nula. Constatamos posteriormente que a
suspensdo de Phdp utilizada na infecdo ndo estava em estado puro, mas sim
contaminada. Efetuou-se entdo, um novo plagueamento da suspensdo (supostamente
pura) de Phdp, para determinar a percentagem de cada uma das bactérias (resultados
ndo apresentados). Isolaram-se duas bactérias diferentes, o Phdp e uma segunda bactéria
identificada como Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 (T). Conclui-se que a
suspensdo utilizada para infetar os animais teria 2,4 x 10 CFU mL™ (anexo 1) sendo
que ¥ das bactérias eram efetivamente Phdp. Concluimos que os animais foram entdo
infetados com uma concentracdo de 1,8 x 10 CFU mL™ de Phdp e ndo o valor
anteriormente referido (1,9 x 10° CFU mL™). E pouco provéavel que a bactéria
Staphylococcus epidermis tenha causado qualquer processo infeccioso aos animais, mas
como estava presente pode ter diminuido a viruléncia desempenhada pelo patégeno
Phdp. Além disso, também o Phdp podera ter perdido alguma viruléncia devido a sua
intensa manipulacdo de congelamento e descongelamento. O conjunto destas situagdes e
o facto da temperatura utilizada nestes ensaios ser menor que a descrita como propensa
a maior viruléncia do Phdp (superior a 21°C), poderdo de certa forma justificar os
resultados obtidos. Por outro lado, em ambos 0s ensaios, 0s animais mostraram estar a
responder a infecdo, uma vez que se verificaram diferencas significativas em todos 0s
parametros imunoldgicos avaliados, quando comparando os peixes infetados com 0s
placebos (figura 10).

A atividade da lisozima e o ACH50 tiveram respostas contrarias nas duas
infecdes. Quando os animais foram submetidos a stress abiotico previamente a infecao,
os animais placebo mostraram valores superiores em relacdo aos infetados no ACH50,
enguanto no ensaio B ocorreu o oposto. Antagdnicamente, na atividade da lisozima
esses animais do ensaio A do grupo placebo mostraram valores superiores em relagéo
aos infetados, ocorrendo o oposto no ensaio B. As condic¢des de stress podem induzir
variacdes na atividade da lisozima, apesar da influéncia do stress se manter controversa.
Este parametro tem obtido respostas diferentes quando avaliado sob condicgdes de stress,
apresentando valores que diminuem com o stress (Yin et al., 1995; Jeney et al., 1997)
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assim como podem aumentar (Fevolden et al., 1994; Rotllant et al., 1997). Caruso et al.
(2002) sugere que o tempo de recuperacdo dos niveis de lisozima apds uma situacao de
stress pode ser longo.

Existem alguns trabalhos que avaliaram a influéncia da administracdo de
probidticos na alimentacdo de juvenis de linguados, na protecdo contra o patdgeno
Phdp. Diaz-Rosales et al. (2009) verificaram que o probiético Pdp13 (Shewanella sp.)
ndo aumentou significativamente a producdo do anido peréxido (ROS), mas mesmo
assim os juvenis alimentados com dietas suplementadas com Pdp 13 mostraram maior
sobrevivéncia depois de infetados com Phdp. No trabalho de Banda et al. (2010)
verificaram que as estirpes Pdpll e Pdp13 (Shewanella sp.) conferem protecdo contra
este patdgeno, apesar de apenas a estirpe Pdpl3 mostrar também diferencas
significativas no crescimento e composi¢do corporal dos juvenis, quando comparada
com a dieta controlo. Em 2012, Banda et al. confirmaram que tanto células frescas
como liofilizadas de Pdp11 e Pdp13 conferiram protecdo contra o patdgeno, no entanto
apenas as células Pdp 11 frescas incrementaram a performance dos juvenis. Denota-se
que o género Shewanella pode ser um potencial probidtico com grande importancia e

influéncia na taxa de sobrevivéncia de S. senegalensis quando infetados com Phdp.

Na avaliacdo da resposta do ACH50 (figura 11) na atividade da lisozima (figura
12), ndo se verificaram diferencas significativas entre os tratamentos. No entanto 0s
indices de estimulacdo foram superiores, para 0s animais que sofreram stress biético em
conjunto com stress abiotico. Esta situacdo, podera estar relacionada com o facto de os
animais ao serem transportados estarem ja a responder a esse fator de stress, tendo
assim iniciado a resposta imunol6gica, mesmo antes da infecdo e estarem entdo mais
preparados para se defenderem do agente bacteriano patdégeno. Alem disso, destacam-se
os valores mais elevados de estimulagdo observados na atividade da lisozima (1,48 +
0,79 — 2,65 * 1,18), comparando com os restantes parametros avaliados. Costas et al.
(2013), verificaram que a resposta da lisozima n&o tem diferencas significativas quando
s30 administradas doses de 2 x 10? ou de 2 x 10° CFU mL™ da mesma estirpe de
patogénico, evidenciando a ideia de que este parametro € ativado apenas com a presenca
do patdgeno, ndo sendo dependente da dose administrada. De acordo com Yildiz (2006)
a atividade da lisozima podera ser dependente do grau e a intensidade de stress, da sua

duragdo assim como do tipo de agente provocador de stress. Em contraste, na atividade
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da peroxidase observaram-se diferencas significativas entre os tratamentos no ensaio A.
As dietas PB4 e PBs mostraram indice de estimulagdo superior em relacdo ao PB;,
apesar de ndo terem tido diferencas com a dieta CTRL. Contrariamente aos outros
parametros analisados, a estimulacdo da peroxidase mostrou em ambos 0s ensaios,
dietas significativamente diferentes da dieta CTRL. Possivelmente, a avaliacdo dos
pardmetros imunoldgicos inatos pode ter sido muito tardia, visto que neste ensaio
avaliamos esta resposta 72 horas apds a infecdo. Sendo que Costas et al. (2013)
avaliaram os mesmos parametros e confirmou a existéncia de diferencas significativas
nos diferentes parametros para a mesma estirpe de patogénico, mas essa andlise foi

realizada as 6 e 24h apds a infecao.
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CAPITULO VI - CONCLUSOES
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A aplicacdo de probioticos na aquacultura tem sido exaustivamente estudada nos
ultimos anos, mostrando-se sustentavel e uma estratégia promissora ndo sé no contexto

do controlo de doencas mas também no crescimento, imunologia e nutrigdo animal.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que os probidticos utilizados ndo
conferiram um melhor crescimento em comparacdo com a dieta CTRL. Sendo que néo
se observaram diferencas na composicdo proximal das carcacas nem nos parametros

imunes analisados.

Em relacdo a utilizacdo de probidticos mono ou multi-espécies e seus efeitos no
crescimento, mecanismos imunoldgicos, bem como na resisténcia ao patdgeno
Photobacterium damselae subsp. piscicida, concluimos que ndo houve diferencas
significativas entre o uso de mono ou multi-espécies, apesar de os probidticos multi-
espécies PB; e PBs terem estimulado positivamente a atividade da peroxidase

comparando com 0 mono-especie PB1.

Apo6s a infecdo com Phdp, a avaliagdo da resposta humoral imuno-inata e a sua
interacdo com o stress abidtico causado pelo stress do transporte dos animais, revelou
diferencas Obvias entre os animais infetados e ndo infetados. Isto demonstra que a
infecdo associada ou ndo a um fator de stress abiotico leva a uma resposta imunologica

diferente destes animais em relagédo aos animais néo infetados (placebo).

No entanto, este trabalho pelas razdes acima referidas, demonstrou que sdo
necessarias mais informacgdes sobre 0 mecanismo de acdo dos probioticos. Claramente,
os probidticos podem permitir multiplas respostas por parte do anfitrido e além disso,

diferentes probidticos poderiam conduzir a efeitos diferentes.

Como ndo se observaram diferencas significativas no crescimento pode dizer-se que
0 uso de probidticos na aquacultura pode ser favoravel apenas quando 0s animais sdo
sujeitos a algum stress. N@o sendo necessario a utilizacdo de probidticos quando o

sistema se apresenta nas condicOes ideais, pois 0 contacto com patdgenos € minimo.

Concluindo-se que os resultados deste trabalho ndo sao provas suficientes de que 0s
probidticos estudados tém um papel importante a desempenhar na aquacultura de
linguado senegalés.
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PERSPETIVAS FUTURAS

A decisdo do uso de probidticos na aquicultura tem sido em grande parte,
resultado do uso empirico e ndo com base em critérios cientificos. Hoje em dia, hd um
maior conhecimento dos mecanismos de acao dos probioticos, mas sao necessarias mais
informacdes sobre a interacdo probidtico-infecdo para se compreender melhor o efeito

real dos probiéticos.

Muitas das falhas nas pesquisas de novos probidticos podem ser atribuidas a
selecdo de estirpes probidticas inadequadas, por isso € importante definir critérios de
selecdo adequados para novos potenciais probioticos.

Vaérios aspetos podem ser considerados para futuras pesquisas, 0 mecanismo de
acao dos probidticos, os processos digestivos e de absor¢do no intestino dos peixes, 0
uso combinado de probidticos, a utilizacdo de células vivas ou inativas, a encapsulacao
das células probidticas, assim como as interagdes in vivo com microrganismos

patogénicos.

Quanto aos parametros a avaliar num ensaio parece-me importante referir que se
deveria avaliar o crescimento desta espécie com uma ra¢do com menor teor lipidico.
Quanto aos ensaios de infecdo com patdgeno seria importante avaliar a resposta
imunoldgica um pouco mais cedo ou mesmo em tempos diferentes de modo a perceber
se 0 tempo é um fator importante nos parametros avaliados. Seria também de extrema
importancia estudar a hipotese de os macrofagos migrarem para local onde foi feita a

infegéo.
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ANEXO I - Determinacao do LDso de Photobacterium damselae subsp. piscicida

Com o objetivo de determinar a dose de patogénico a injetar no ensaio de
infecdo, foi necessario calcular previamente o LDsp, baseando-se no método de Reed &
Muench (1938). Este método baseia-se na suposi¢do de que o nimero de exemplares
afetados varia na proporcionalidade de Logo da diluicdo utilizada. Assim nas diluigdes
menores (maior concentracdo de bactéria) o efeito serd maior do que nas dilui¢cbes
maiores (menor percentagem de bactéria). Além disso supde-se que a zona proxima dos

50% de eficacia varia linearmente com a dose.

Em primeiro lugar, para calcular a percentagem de infecdo foi necessario
construir uma tabela em que os valores de “total de peixes” e “total de vivos” sdo
cumulativos. Devido & suposicdo que a concentracdo maior de bactéria (10° CFU mL™)
teve maior efeito sobre todas as amostras com as diluicdes mais baixas inoculadas, do
mesmo modo, considera-se que as concentracdes mais baixas (10° CFU mL™) néo
tiveram nenhum efeito sobre as cOpias inoculadas com concentra¢fes mais elevadas.

Tabela XIII: Calculo da percentagem de infecdo de Phdp para cada uma das concentragdes
administradas.

[0)
Concentracao N° Mortos Vivos Mortos Vivos  Mortos/ "
40 animais totais totais Total Eficiéncia*
10° 10 7 3 7 5 7112 35
10* 10 8 2 15 2 15/17 88
10° 10 10 0 25 0 25/25 100

* N° total mortos dividido pelo n° total de peixes multiplicado por 100

As percentagens de valores obtidos sdo ligeiramente diferentes dos calculos com o
numero de mortos a respeito da mortalidade cumulativa apresentada na figura 10.
Assim, calculamos a diferencga proporcional entre as concentragdes aplicando a seguinte
equacéo:

50 — (% ID — 50%)

DP =
(% ID + 50%) — (% ID — 50%)
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DP: Diferenca proporcional

%ID + 50%: Eficiéncia produzida pela concentracdo que provoca mortalidade
imediatamente acima dos 50%

%ID - 50%: Eficiéncia produzida pela concentracdo que provoca mortalidade
imediatamente abaixo dos 50%

Com esta formula determina a diferenca proporcional (DP = 0,28). De seguida
calculamos o0 LDsg seguindo a férmula:

LDsy, = Log (ID — 50%) + DP
ID — 50%: concentracdo que provoca mortalidade imediatamente abaixo dos 50%

Como o log (10 = 3, obtemos um LDs, de Photobacterium damselae subsp
piscicida para linguados senegalés de peso entre os 13 e 16g de 10°%, o que equivale
aproximadamente a 1,9 x 10°.
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ANEXO II - Contagem de CFU de Photobacterium damselae subsp. piscicida

Para determinar se a concentracdo de Photobacterium damselae subsp piscicida
utilizada para infetar os juvenis, foi necessario realizar a contagem de CFU da
suspensdo preparada para infetar os juvenis. Da concentracéo de 10* foram preparadas
diluicdes sucessivas (1:10 e 1:100), de forma a permitir a contagem entre 30 a 300
colonias. Para cada uma das dilui¢des foi semeado um volume de 0,1 mL em duas

placas que foram incubadas durante 48h a 22°C.

Tabela XIV: Contagem de CFU de Photobacterium damselae subsp piscicida preparados para infecéo de
juvenis.

Concentracao Diluicéo Amostra CFU Mt(e:dl%de
1:10 A >300
>300
10° 1:10 B >300
1:100 A 258
243
1:100 B 227

Decorrido o tempo de incubagdo, contaram-se o nimero de col6nias formadas em cada

placa e calculou-se o niimero de CFU mL™ a partir da seguinte equagao:

1 1
CFU mL™ = N° de coléni ><( )x( >=
m € cotonias fator de diluigdo Volume semeado (mL)

243 ( ! ) ( ! ) 24,3
= X|—]| X =
100 0,1 ’

Como se contaram 243 col6nias na diluicdo 1:100, assim em 1 mL da concentracdo

injetada nos juvenis estariam 24,3 CFU. Ou seja, na realidade nos ensaios de infecéo
realizados os juvenis foram infetados com uma concentragéo de 2,43 x 10 CFU mL™ de

Photobacterium damselae subsp. piscicida.
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