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RESUMO GERAL

A utilizagdo de sistemas intensivos na producao de peixes resulta na maior ocorréncia
da doenga atribuida a bactéria patogénica Streptococcus agalactiae, provocando grandes perdas
econdmicas no setor. As medidas preventivas como manejo sanitério, vacinag¢do e estimulagao
do sistema imune com produtos imunoestimulantes sdo alternativas vidveis para a possivel
reducdo significativa da mortalidade dos peixes. O trabalho teve como finalidade desenvolver
um método eficiente de prevengdo da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) ao surto de
estreptococose, por meio de aplicagdo de probidticos e vacinagdo. A descrigdo do trabalho foi
dividida em dois capitulos, com os seguintes objetivos: 1°) selecionar um probiético comercial
capaz de inibir a bactéria patogénica S. agalactiae e potencializar a acdo imunoestimulatéria da
vacinacao; 2°) analisar os efeitos da administracdo via oral de probidtico AQUA-PHOTO®
(Bacillus subtilis e Lactobacillus plantarum) e vacinagdo contra Streptococcus agalactiae sobre a
composicdo da microbiota intestinal. Para avaliacdo dos efeitos da aplicagdo de dietas
probidticas e vacinacdo contra S. agalactiae, foram realizados, os testes: 1-) Determinacdo do
poder inibitorio in vitro de probidticos comerciais sobre S. agalactiae; 2-) Ensaio de infeccao
experimental in vivo com S. agalactiae sorotipo 1b. O delineamento experimental do ensaio in
vivo foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos (CON = controle; ADJ = adjuvante;
PRO = probiético; VAC = vacina; PRO+VAC = probiético + vacina) e cinco repeticdes. Os
parametros avaliados no ensaio in vivo foram a taxa de sobrevivéncia, lisozima, burst
respiratdrio dos fagocitos, IgM total, expressdo de genes ligados a resposta imune e analise do
perfil microbiano intestinal (metagénomica). Os dados foram submetidos a andlise de
homocedasticidade, varidncia (ANOVA) e pelo teste de Tukey (P<0,05). As bactérias
probidticas L. plantarum e Enterococcus faecium foram as tnicas que apresentaram halo de
inibicdo, com os valores de 24,90+0,89 mm e 20,10£1,32 mm de didmetro respectivamente. O
probidtico comercial selecionado para o ensaio in vivo foi o composto por B. subtilis 1,34 x 107
UFC gte L. plantarum 1,51 x 106 UFC g1, devido ao maior halo de inibi¢do observado nos testes
in vitro com S. agalactiae. Os grupos adjuvante (AD]J), vacina (VAC) e probiético + vacina
(PRO+VAC) demonstraram altos niveis de IgM total ap6s 35 dpv (dias pds vacinagdo). Os
grupos vacinados evidenciaram maior taxa de sobrevivéncia apds desafio com S. agalactiae
(CON, 40%; AD]J, 57%; PRO ,67%; VAC, 87%; PRO+VAC, 97% ). Este ensaio indica a

capacidade da suplementacdo com dieta probidtica em modular a resposta imune adaptativa



dos peixes vacinados. Ao comparar os grupos vacinados (VAC e PRO+VAC), o probiético
possui efeito sinérgico com a vacinagdo e proporcionou melhor protecdo contra infecgdo por
S. agalactiae. Para as variaveis lisozima e burst respiratério dos fagocitos e expressao génica,
ndo foram constadas diferencas significativas entre os tratamentos. Os animais alimentados
com probiético (PRO) apresentaram percentagens superiores de abundéancia de Cetobacterium
em relacdo aos demais tratamentos. Os resultados desta andlise sugerem que a vacinacao
também interfere diretamente no perfil microbiolégico intestinal da tildpia-do-nilo.
Concluimos que o probiético comercial AQUA-PHOTO® (B. subtilis e L. plantarum) é capaz de
inibir o crescimento in vitro da bactéria patogénica S. agalactiae sorotipo 1-b; a adicdo do mesmo
na dieta de animais vacinados e desafiados com a cepa homoéloga de S. agalactize aumenta a
taxa de sobrevivéncia, além de modificar a composicdo do perfil microbiano intestinal da
tildpia-do-nilo. Portanto, esta medida profilatica poderia ser incentivada na criacdo de tilapias,

a fim de diminuir as perdas econémicas e os surtos da doenga.

Palavras-chave: infeccdo, imunizagdo, revacinacdo, Streptococcus agalactiae, sinergismo.

GENERAL ABSTRACT

The use of intensive systems in fish production results in a higher occurrence of disease
attributed to the bacterium Streptococcus agalactiae, causing great economic losses in the sector.
Preventive measures such as sanitary management, vaccination, and the wuse of
immunostimulant products are considered as viable alternatives to significantly reduce the
mortality rate. The project aimed to develop an efficient method to prevent Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) against streptococcosis outbreaks, through the application of probiotics
and vaccination. The work was divided into two chapters, with the following objectives: 1°)
select commercial probiotic product capable to inhibit bacterial pathogen S. agalactine and
improve the immunomodulatory action of vaccination; 2°) analyze the effect of oral probiotic
administration (AQUA-PHOTO®, Bacillus subtilis, and Lactobacillus plantarum) and
vaccination on gut microbiota composition of the host. For evaluation of probiotic diets and
vaccines against S. agalactiae, the following tests were done: 1-) Determination of inhibitory in
vitro ability of commercial probiotics against S. agalactiae, serotype 1-b; 2-) In vivo challenge

assay with S. agalactiae, serotype 1-b. The experimental design was completely randomized,



with five treatments (CON = control; AD] = adjuvant; PRO = probiotic; VAC = vaccine; PRO
+ VAC = probiotic + vaccine) and five replicates. The parameters verified in vivo assay were:
survival rate, lysozyme, and phagocytes respiratory burst activities, total IgM contents
quantification, gene expression related to immune responses and gut microbiota composition
(metagenomics). The data were submitted to the analysis of homoscedasticity, variance
(ANOVA), and by the Tukey test (P <0.05). The L. plantarum and Enterococcus faecium were the
only probiotic bacteria that presented inhibition zones, with halo sizes 24.90£0,89 mm and
20.1041,32 mm of diameters, respectively. The commercial probiotic selected for the in vivo
test was composed of B. subtilis 1.34 x 107 UFC g and L. plantarum 1.51 x 106 UFC g7, due to
the higher inhibition halo observed in vitro test with S. agalactiae. The adjuvant group (AD]J),
vaccine (VAC), and probiotic+vaccine (PRO+VAC) demonstrated high total IgM levels, after
35 dpv (days after vaccination). The vaccinated groups showed higher survival rates after the
S. agalactiae challenge (CON, 40%; ADJ, 57%; PRO,67%; VAC, 87%; PRO+VAC, 97%). This
assay inferred the capacity of probiotic diet supplementation to modulate the adaptive
immune response of vaccinated fish. In comparison to both vaccinated groups (VAC and
PRO+VAC), the probiotic had a synergic effect with vaccination and provided better
protection against S. agalactize infection. For other variables lysozyme and phagocyte
respiratory burst activities, and gene expression, significative differences were not constated.
The animals fed with probiotic diets (PRO) presented superior percentages of Cetobacterium
abundance than other treatments. The results of this analysis suggest that vaccination also
interferes with the gut microbiota composition of Nile tilapia. We concluded that commercial
probiotic product AQUA-PHOTO® (B. subtilis and L. plantarum) is capable to inhibit the in
vitro growth of bacterial pathogen S. agalactiae serotype 1-b; the probiotic diet feeding
increases the survival rates of vaccinated fish, challenged by S. agalactine homologous strain,
and also maintain the equilibrium balance of gut microbiota composition, reducing the
abundance of pathogen genera. Thus, this prophylactic measure may be encouraged to apply

in Nile tilapia production, in other to reduce the economic loss and disease outbreaks.

Keywords: infection, immunization, booster, Streptococcus agalactiae
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INTRODUCAO GERAL

O desafio da aquicultura moderna refere-se a encontrar solugdes apropriadas para a
obtencdo de indices elevados de desempenho zootécnico e a prevengdo contra doengas
infecciosas (Lopez Nadal et al.,, 2020). A tendéncia atual é utilizar sistemas intensivos de
cultivo para sustentar o crescimento da producdo aquicola brasileira, no patamar acima de
758.006 toneladas em 2019, com aumento de 4,9% em relagdo ao ano anterior (Peixe BR, 2020).
Dentre as espécies cultivadas a producao de tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus) chegou a
432 mil toneladas (55,4% da producao total de peixes) (Peixe BR, 2020)

A habilidade em manter os animais saudaveis, durante o cultivo intensivo, envolve o
desenvolvimento de protocolos adequados para reduzir ou eliminar a exposicdo de peixes a
riscos (pontos criticos na produgdo) que possam prejudicar a produtividade e o bem-estar
animal. O uso excessivo de medicamentos como forma de profilaxia, por exemplo, demonstra
falhas no sistema de manejo e de producao e, como consequéncia, propicia a permanéncia de
agentes estressores, patogénicos e parasitarios (Conte, 2004).

O patogeno S. agalactize também é conhecido como Estreptococo do Grupo B (EGB).
Trata-se de uma bactéria gram positiva, presente em regides temperadas e tropicais, e
considerada uma ameaga a saide de humanos e animais (Brudeseth et al., 2013; Yao et al,,
2019). A transmissao da estreptococose ocorre de forma horizontal, por contato direto entre
peixes infectados e sadios, assim como por contato indireto, através da dgua ou por meio de
fomites, o que resulta na disseminagdo gradativa da enfermidade entre tanques-rede de uma
propriedade (Mian et al., 2009).

A antibioticoterapia é a principal medida terapéutica utilizada para combater a
estreptococose sendo realizada por meio de inclusdo em dietas. No entanto, a metabolizacao
dos antimicrobianos pelos peixes ndo é totalmente efetiva e até 75% do medicamento pode
ser excretado na dgua (Romero et al., 2012). Os antimicrobianos empregados na aquicultura
podem ser bactericida - elimina a bactéria patogénica (ex. penicilina, fluoroquinolonas, e
metronidazol) ou bacteriostatica - inibe o crescimento bacteriano (ex. tetraciclina,
sulfonamida, cloranfernicol e macrolideosmacrolideos) (Burridge et al., 2010; Romero et al.,
2012).

No Brasil, Monteiro et al. (2016) analisaram a concentracdo de antibidticos residuais em

tilapias-do-nilo cultivadas em tanque-rede e detectaram niveis de oxitetraciclina e tetraciclina



acima do limite permitido pela legislacao brasileira no musculo de peixes juvenis. Isto se deve
a pratica de produtores, que aplicam dosagens de antimicrobianos acima do recomendado, no
periodo de classificacdo dos juvenis, com o intuito de reduzir as infec¢des. Estes mesmos
autores constataram elevado namero de bactérias resistentes a diversos antibidticos em peixes
adultos, comprovado pelo maior tempo de permanéncia em ambiente de cultivo (dgua). A
aplicacdo de antimicrobianos de forma profildtica pode contribuir para a selecdo de
microrganismos resistentes, e resultar em modificagdes da microbioma intestinal do peixe,
tornando-o propicio a infecgdes por patégenos resistentes (Schmidt et al., 2017).

As bactérias possuem mecanismos para adquirir resisténcia aos antibiéticos como a
capacidade de incorporar, através de plasmideos, genes codificadores de enzimas capazes de
quebrar principios ativos (ex. beta lactamase - penicilina), ou aqueles associados a mutacdes
na via metabolica (ex. alteracdo das proteinas ligantes de penicilina-meticilina). O processo de
transferéncia de DNA pode ocorrer de trés modos: transformacdo (obtengdo de genes pelo
ambiente externo), transducao (incorporacao de genes de um DNA viral) e conjugagdo (troca
de plasmideos entre bactérias da mesma espécie ou de diferentes géneros ou familia) (Romero
et al., 2012).

Monteiro et al. (2016) encontraram isolados das espécies S. agalactiae e S. inae,
resistentes aos antibiéticos ciprofloxacina e tetraciclina. Chideroli et al. (2017) detectaram S.
agalactiae sorotipo III multi-resistente, até entdo na produgdo brasileira, o surto de
estreptococose era atribuido, de forma predominante, a S. agalactiae sorotipo IB (Godoy et al.,
2013).

A circulacado de S. agalactiae sorotipo Ib e III nos cultivo intensivos de tilapia-do-nilo
pode ser considerada um ponto critico, uma vez que, surtos causados por estes patégenos
provocam grandes perdas econdmicas na producdo, causados pela septicemia e
meningoencefalite nos peixes (Mian et al., 2009). Segundo Barony et al. (2017), dentre as
espécies de peixe, a tilapia-do-nilo (O. niloticus) é apontada como a principal hospedeira deste
patégeno no Brasil.

Neste contexto, a aplicacdo combinada de probiéticos e vacinagdo pode ser considerada
uma forma de prevengdo sustentavel para surtos de doengas (L6pez Nadal et al., 2020; Soltani
et al., 2019). A utilizacdo de microrganismos como os probiéticos, assim como os prebiéticos e
vacinas, pode ser uma alternativa vidvel para prevengdo contra os agentes patogénicos, além

de promover o desempenho zootécnico dos animais (Hai, 2015).



As bactérias probidticas devem possuir a acdo imunoestimulante e a capacidade de
inibicdo de bactérias patogénicas, para potencializar a eficiéncia da vacina sobre o sistema
imune humoral e de protecao contra infec¢des (Soltani et al., 2019). O tecido linfatico associado
ao intestino, denominado GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue), protege e regula o sistema
imune do trato gastrointestinal. A presenca de microrganismos probiéticos pode desempenhar
um papel importante na maturagao e o desenvolvimento do GALT, que regula uma variedade
de fung¢des imunolégicas do hospedeiro (Wang et al., 2017).

A vacinagdo, por sua vez, é apontada como o melhor procedimento de imunizagao
contra diversos agentes patogénicos, ativando a resposta imune adquirida e gerando células
de memoria, por meio da inoculagdo de antigenos (Secombes e Belmonte, 2016). Na
aquicultura, trés vias de administragdo de vacinas podem ser efetuadas: via oral, imersdo ou
injetavel intraperitoneal /intramuscular (Dadar et al., 2017; Derome et al., 2016), e a sua escolha
depende de fatores como a caracteristica do patégeno, rota natural de infecgdo, técnicas de
producao de vacinas (viva, inativada), status da memoéria imunolégica e do sistema imune,
ciclo produtivo, sistema de producdo, manejo, nutrigdo, custo-beneficio e condicdes
ambientais (ex. temperatura da dgua) entre outros fatores (Assefa e Abunna, 2018; Dadar et
al., 2017; Lillehaug, 2014).

A vacina por via injetdvel possui algumas vantagens em relagdo aos demais métodos,
por ser administrada em pequena quantidade com adjuvante de forma direta (intraperitoneal
ou intramuscular), e proporcionar maior tempo de protecdo (imunizagdo), além de poder
inocular antigenos de diferentes patégenos (vacina multivalente) (Dadar et al., 2017). No
entanto, este método ndo é adequado para a fase inicial (pds-larvas e alevinos, com sistema
imune em desenvolvimento), pois pode causar problemas relacionados ao estresse, reducao
na alimentagdo e lesdes (Assefa e Abunna, 2018; Lillehaug, 2014).

Atualmente, novos tipos de vacinas estao sendo estudados e classificados como:
inativada, viva atenuada, DNA, peptideo sintético, vetorizada, recombinante, modificada
geneticamente e subunidade (Assefa e Abunna, 2018; Lillehaug, 2014). Para a S. agalactiae,
foram desenvolvidas alguns tipos de vacinas (Liu et al., 2016): inativada - AQUAVAC® Strep
Sa, desenvolvida pela Merck Animal Health, disponivel no Brasil; atenuada por passagens
sucessivas em meio de cultura (Li et al., 2015) e recombinantes (Yi et al., 2014), entre outras.

A interacdo dos efeitos da vacinagdo e dos probitticos, em relagdo a imunidade inata e
adquirida, pode ser constada por meio de expressdo génica de genes associados a producao

de citocinas (TGF-B (Trans-Forming Growth Factor), IL-1p (citocina pré-inflamatoéria) e TNF-a



(Interferon Tumor Necrosis Factor) (He et al., 2013), imunoglobulina IgM e complexo de
histocompatibilidade principal (MHC-II) (Shahin et al., 2019). He et al. (2013) constataram que
a expressao génica de citocinas TGF-, IL-1{3 e TNF-a foi mais alta em peixes alimentados com
B. subtilis (Calsporin®-Biogenic) em relagdo ao controle (sem probiético). No caso da vacinacao
(bacterina), verifica-se o aumento da expressao de genes ligados a MHC-II e imunoglobulina
IgM, demonstrando a eficiéncia na imunizagdo adquirida (Magnadottir, 2010; Secombes e
Belmonte, 2016; Yao et al., 2019).

Diante do cendrio apresentado, a importancia do emprego de probidticos em animais
é notoria; a sua inser¢do em programas vacinais deve ser extensamente estudada, de modo a
melhorar o controle e a prevencdo de doencas, reduzindo o uso de antibiéticos, e potencializar
0s seus aspectos zootécnicos. Este trabalho, dividido em dois capitulos em forma de artigo,
teve como objetivos: Capitulo 1) Selecionar um probiético comercial capaz de inibir a bactéria
patogénica S. agalactiae e potencializar a agdo imunoestimulatéria da vacinagdo em tilapias-do-
nilo submetidas a infecgdo experimental pelo mesmo patégeno; Capitulo 2) Avaliar os efeitos
da administracdo via oral de probiético AQUA-PHOTO® (Bacillus subtilis e Lactobacillus
plantarum) e vacinacdo contra S. agalactine sobre a composicdo da microbiota intestinal de
tildpia-do-nilo (O. niloticus).

Este trabalho seguiu as normas e recomendagdes da Resolucao n° 592 de junho de 1992,
do Conselho Federal de Medicina veterindria e preceitos de Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, e foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de Pesca (n° de
protocolo 01/2018).

Este projeto e a bolsa de estudos foram financiados pela Fundagdo de Amparo a

Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP).
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RESUMO

O Streptococcus agalactine é considerado uma das mais importantes bactérias
patogénicas para a producdo intensiva de tildpia-do-nilo, causando grandes perdas
econdmicas e altas mortalidades. Este projeto objetivou selecionar um probiético comercial
capaz de inibir a bactéria patogénica S. agalactiae e potencializar a agdo imunoestimulatoria da
vacinacdo. O trabalho foi dividido em dois experimentos: 1°) teste de inibicao in vitro e selegao
do probidtico comercial; 2°) ensaio in vivo de infeccdo experimental com S. agalactiae sorotipo
1-b. No primeiro ensaio, seis probiéticos comerciais foram avaliados quanto a sua capacidade
antagonista e producao de substancias inibitérias ao crescimento de S. agalactiae. O probidtico
composto por Bacillus subtilis 1,34x107 UFC g e Lactobacillus plantarum 1,51x10¢ UFC g1,
apresentou maior halo de inibicdo nos testes in vitro, sendo selecionado para ser aplicado no
segundo ensaio. O delineamento experimental do segundo ensaio foi inteiramente casualizado
com cinco tratamentos (CON = controle; AD]J = adjuvante; PRO = probiético; VAC= vacina;
PRO+VAC= probiético + vacina) e cinco repeti¢des. A vacina¢do com bacterina foi realizada
ap0s 21 dias de alimentagdo com o probiético comercial, a revacinacdo apds 14 dias da primeira
vacinacdo. No 49° dia de experimento, os peixes foram desafiados com S. agalactiae. Foram
avaliados a taxa de sobrevivéncia dos animais e os pardmetros imunolégicos (lisozima, burst
respiratério dos fagdcitos, quantificagdo de IgM totale expressao de génica de genes associados
a resposta imune (IL-1b, MHC-II e IgM). Os grupos vacinados apresentaram melhor taxa de

sobrevivéncia ap6s desafio com cepa homologa de S. agalactiae (CON 40%; AD] 57%; PRO 67 %;



VAC 87%; PRO+VAC 97%). Os grupos ADJ], VAC e PRO+VAC produziram altos niveis de
IgM 35 dias ap6s a vacinagdo (dpv) (P<0,05). Nao houve diferenca entre os tratamentos nas
analises de atividade de lisozima sérica, burst respiratério de fagécitos e expressdo génica. Ao
comparar os grupos vacinados (VAC e PRO+VAC), verifica-se que a associacdo do probiético
a vacinagdo, proporcionou melhor protecdo contra infecgdo por S. agalactiae. Este resultado
infere em uma possivel contribuicdo das bactérias probiéticas fornecidas via oral sobre a
resposta imune adaptativa, melhorando o efeito da vacinacdo. Concluimos que o probidtico
comercial composto por B. subtilis e L. plantarum é capaz de inibir o crescimento da bactéria
patogeénica S. agalactiae in vitro; a adminsitracao oral deste aditivo para animais vacinados e
desafiados com a cepa homologa de S. agalactiae sorotipo 1-b aumenta a taxa de sobrevivéncia
da tilapia-do-nilo. Portanto, essa medida profilatica poderia ser incentivada na criagdo de

tildpias, a fim de diminuir as perdas econdmicas e os surtos da doenga.

Palavras-chave: infec¢do, imunizacao, revacinagdo, IgM

ABSTRACT

The Streptococcus agalactiae is one of the most important bacterial pathogens in intensive
Nile tilapia production, causing great economic losses and high mortality rates. This work
aimed to select commercial probiotic capable to inhibit bacterial pathogen S. agalactiae and
improve the immunomodulatory action of vaccination. The work was divided in two
experiments: 1°) inhibition in vitro test and selection of commercial probiotics; 2°) experimental
infection in vivo test with S. agalactiae serotype 1-b. In the first assay, six commercial probiotics
were evaluated to verify the antagonistic capacity and production of inhibitory substances
against S. agalactiae growth. The probiotics, composed of Bacillus subtilis 1.34x107 UFC g-1
and Lactobacillus plantarum 1.51x106 UFC g-1, presented a higher inhibition zone in the in
vitro tests and was selected to be applied in the second trial. The experimental design of the
second trial was completely randomized with five treatments (CON = control; ADJ = adjuvant;
PRO = probiotic; VAC = vaccine; PRO + VAC = probiotic + vaccine) and five replicates. The
vaccination with bacterin was done after 21 days of probiotic diets feeding, and the booster
was injected after 14 days post first vaccination. At 49° day o experiment, the fish were
challenged against S. agalactiae serotype 1-b homologous strain. The following parameters

were verified: survival rate, lysozyme, and phagocytes respiratory burst activities, total IgM
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contents quantification, gene expression related to immune responses (IL-1b, MHC-II, and
IgM). The data were submitted to the analysis of homoscedasticity, variance (ANOVA), and
by the Tukey test (P <0.05). The vaccinated group presented better survival rate, after
challenge with S. agalactiae homologous strain (CON 40%; AD] 57%; PRO 67%; VAC 87%;
PRO+VAC 97%). The groups ADJ], VAC, and PRO+VAC produced higher levels of total IgM
contents, after 35 days post-vaccination (dpv) (’<0.05). Differences among treatments were
not constated for serum lysozyme and phagocyte respiratory burst activities and gene
expression. Within vaccinated groups (VAC and PRO+VAC), the association of probiotic and
vaccination provided better protection against S. agalactiae infection. This result infers in the
possible contribution of bacterial probiotics oral administrated on adaptative immune
response, improving the vaccination effect. We concluded that probiotic product, composed
by B. subtilis and L. plantarum, is capable to inhibit in vitro the growth of S. agalactiae, the oral
administration of this additive in vaccinated fish and challenged by S. agalactiae serotype 1-b,
increases the survival rate of Nile tilapia. Thus, this prophylactic measure may be encouraged

for Nile tilapia production, to reduce the economic losses and disease outbreaks.

Keywords: infection, immunization, booster, Streptococcus agalactiae.

1. INTRODUCAO

O desafio da aquicultura moderna refere-se a encontrar solugdes apropriadas para a
obtencdo de indices elevados de desempenho zootécnico e a prevencdo contra doencas
infecciosas (Lopez Nadal et al.,, 2020). A tendéncia atual é utilizar sistemas intensivos de
cultivo para sustentar o crescimento da producdo aquicola brasileira, no patamar acima de
758.006 toneladas em 2019, com aumento de 4,9% em relagdo ao ano anterior (Peixe BR, 2020).
Dentre as espécies cultivadas a produgdo de tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus) chegou a
432 mil toneladas (55,4% da producao total de peixes) (Peixe BR, 2020)

O Streptococcus agalactiae também conhecido como Estreptococo do Grupo B (EGB) é
uma bactéria gram positiva, presente em regides temperadas e tropicais, sendo considerada
uma ameaca a saide de humanos e animais (Brudeseth et al., 2013; Yao et al.,, 2019). A
transmissdo da estreptococose ocorre de forma horizontal por contato direto entre peixes

infectados e sadios, assim como por contato indireto, através da 4gua ou por meio de fomites,
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o que resulta na disseminacdo gradativa da enfermidade entre tanques-rede de uma
propriedade (Mian et al., 2009).

A antibioticoterapia dos animais é a principal medida terapéutica utilizada em lotes
acometidos pela doenca. Esta pratica tem sido muito questionada, pois pode implicar em
potenciais riscos para o meio ambiente e, para seguranca alimentar da populacao, bem como
levar a propagacao da resisténcia bacteriana (Caruso, 2016).

Os probiodticos tém sido utilizados com sucesso na produgdo aquicola, tanto como
estratégia para o controle de doengas, como por beneficios nos indices zootécnicos, sendo
definidos como aditivos alimentares compostos de micro-organismos vivos que ampliam a
satde do hospedeiro por intermédio do equilibrio da microbiota intestinal (Irianto e Austin,
2002). As bactérias gram-positivas, gram-negativas, bacteriéfagos e leveduras ja foram
utilizados como probidticos e demonstraram efeitos benéficos ao hospedeiro (Hai, 2015).
Geralmente, as bactérias gram-positivas sdo as mais utilizadas, uma vez que existem menos
estirpes patogénicas dentre os seus representantes (Balcazar et al., 2006).

O mecanismo de agdo desta classe de aditivos pode ocorrer pela exclusdo competitiva,
competicdo por sitios de ligacdo no trato gastrointestinal, reducao da producdo de aminas
toxicas, melhora na digestibilidade aparente dos nutrientes e beneficios ao sistema imune (por
exemplo aumento da expressdao dos genes MHCII, IL-1P3, IgM e TNF-a ligados a resposta
imune humoral) e indices hematoldgicos. Tais beneficios resultam na melhoria do
desempenho de crescimento (Kuebutornye e Abarike, 2019).

A vacinagdo, por sua vez, é apontada como o melhor procedimento de imunizacao
contra diversos agentes patogénicos, ativando a resposta imune adquirida e gerando células
de memoria, por meio da inoculacdo de antigenos (Secombes e Belmonte, 2016). Na
aquicultura, trés vias de administragdo de vacinas podem ser efetuadas: via oral, imersao ou
injetavel intraperitoneal /intramuscular (Dadar et al., 2017; Derome et al., 2016), e a sua escolha
depende de fatores como a caracteristica do patégeno, rota natural de infeccao, técnicas de
produgdo de vacinas (viva, inativada), status da meméria imunolégica e do sistema imune,
ciclo produtivo, sistema de producdo, manejo, nutricdo, custo-beneficio e condigdes
ambientais (ex. temperatura da dgua) entre outros fatores (Assefa e Abunna, 2018; Dadar et
al., 2017; Lillehaug, 2014). O desenvolvimento desta atividade depende da implantacdo de
regimes de vacinagdo, a fim de proteger o cultivo contra surtos de doengas durante todo o

ciclo de producdo (Brudeseth et al., 2013).
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Apesar desses métodos apresentarem o mesmo proposito, hd vantagens e desvantagens
em relagdo a eficiéncia da imunizacao, praticidade, efeitos colaterais e relagao custo/beneficio
(Brudeseth et al., 2013; Marcusso et al., 2017). As vacinas injetaveis induzem respostas inatas
e adaptativas de maior intensidade e duracdo, enquanto, o método por imersao permite a
imunizagdo de um maior namero de peixes em um tempo reduzido (Yao et al., 2019).

A interagdo entre a microbiota intestinal, modulada pela presenca de probiéticos, e o
sistema GALT pode potencializar o efeito da vacinacdo em peixes. Os autores Venkatalakshmi
e Ebanasar (2015) verificaram a capacidade imunomodulatéria do probidtico Lactobacillus
sporogenes fornecido via oral para tilapias vacinadas contra Aeromonas hydrophila, melhorando
a resposta imune adaptativa em comparagao ao grupo somente vacinado. Para Gallo e Hooper
(2012), existem indicativos entre a potencializacdo ou o efeito da vacinacdo e a composicao da
microbiota intestinal, uma vez que, algumas bactérias podem produzir elementos que agem
sobre o sistema imune humoral.

Diante do cendrio apresentado, sdo notorios os beneficios do emprego de probiéticos em
animais inseridos em programas vacinais, tal estratégia deve ser extensamente estudada para
potencializar o controle e a prevengao de doengas, além de ser uma medida de reducao ao uso
de antibiéticos. Desta forma, objetivou-se selecionar um probiético comercial capaz de inibir
in vitro a bactéria patogénica Streptococcus agalactiae e avaliar os efeitos da dieta probiética
sobre a acdo imunoestimulatéria da vacinagdo em tilapias-do-nilo submetidas a infeccao

experimental pelo mesmo patégeno.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Testes de inibicao in vitro de probidticos comerciais contra S. agalactiae

Foram realizados testes para avaliar a capacidade de inibi¢ao in vitro de probiéticos
comerciais (Tabela 1) frente a S. agalactiae, com a finalidade de selecionar um probiético
comercial com acdo sobre a bactéria patogénica. As andlises foram realizadas no Instituto de
Pesca de Sao Paulo. A escolha do probiético comercial se baseou na capacidade de inibicdo in
vitro de S. agalactiae. Foram realizados os seguintes testes in vitro: 1-) Determinac¢do do poder
inibitério de probiéticos comerciais sobre S. agalactiae, mediante cultivo em meio sélido; 2-)
Teste de inibicdo da multiplicacdo de S. agalactiae por produtos extracelulares dos probiéticos

comerciais.
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Tabela 1. Probiéticos comerciais avaliados no teste de inibicao in vitro com a S. agalactiae.

Probiéticos Recomendacao
Microrganismo UFC g1
comerciais de inclusao g ton!
1 Bacillus subtilis 1010 150
2 Pediococcus acidilactici 1010 100
Lactobacillus plantarum 1,51x10¢6
3 200
Bacillus subtilis 1,34x107
Bacillus subtilis 1,6x1010
4 100
Bacillus licheniformis 1,6x1010
Bacillus subtilis 3x1010
5 Bacillus licheniformis 4x1010 200
Bacillus pumilus 3x1010
Bacillus subtilis 4,10x1011
6 Enterococcus faecium 3,5x1011 200
Bifidobacterium bifidum 3,5x10M

211 Cultivo e isolamento das bactérias probiéticas

Para realizagdo do teste de inibigdo in vitro, foi necessario cultivar cada cepa dos
probidticos comercias isoladamente. Adicionaram-se 10 mg de cada produto comercial em
tubos com 5 mL de meio liquido BHI (brain heart infusion, DIFCO), sendo incubados em estufa
a 31°C por 48 horas. Posteriormente, aliquotas de 10 pL de cada suspensdo bacteriana foram
semeadas em placa de Petri com meios especificos, conforme as condigdes apresentadas na
Tabela 2.

O isolamento das bactérias dos probidticos comerciais foi realizado por meio de
sucessivas passagens e repicagens em placas de Petri com meios especificos, nas mesmas
condig¢des de incubacdo (Tabela 2). Estas amostras foram novamente suspensas em tubos de 5
mL com meio e submetidas aos mesmos procedimentos de cultivo descritos anteriormente
(Tabela 2).

Em seguida, foi realizada a semeadura destas bactérias em meio de cultivo especifico

com 0,75% de agar, sendo incubadas em estufa tipo B.O.D a 31°C, por 48 h. As placas contendo
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as bactérias probiéticas foram incubadas conforme descrito na Tabela 2 para realizagdo do

teste de inibicao.

Tabela 2. Culturabilidade das bactérias probidticas utilizadas para inibicao de S. agalactiae. BHI
(brain  heart infusion, DIFCO®); MRS (Modified Lactobacillus agar, HIMEDIA®); BD
(Bifidobacterium agar, HIMEDIA®); Hicrome E. faecium (HIMEDIA® Hicrome Enteroccocus
faecium agar base, HIMEDIA®).

Meio de
Bactéria Temperatura Incubacao (h) Cultivo
Cultivo
B. subtilis 30°C 48 BHI Aerobiose
B. licheniformis 30°C 48 BHI Aerobiose
B. pumilus 30°C 48 BHI Aerobiose
L. plantarum 30°C 72 MRS Anaerobiose
HICROME E.
E. faecium 30°C 48 Aerobiose
faecium
P. acidolactici 30°C 48 MRS Anaerobiose
B. bifidum 30°C 48 BD Aerobiose

21.2 Cultivo da bactéria patogénica

A bactéria patogénica S. agalactiae sorotipo IB foi isolada a partir de um lote de peixes
que apresentavam surtos de Estreptococose. A amostra foi proveniente de piscicultura
comercial situada no estado de Sdo Paulo. A confirmacdo da identidade do isolado foi
realizada por identificacdo molecular. Inicialmente, realizou-se extracdo do DNA bacteriano,
usado como template na reagdo de PCR com primer especifico para S. agalactiae. Utilizou-se
como amostra positiva o DNA de S. agalactiae obtido do laboratério Prevet (Laboratério de
diagnosticos e sanidade aquicola, Jaboticabal-SP). Ao término da PCR, o produto da reagao foi
aplicado em gel de agarose a 1,5% e submetido a eletroforese. Adicionalmente, foram
realizadas reagdes de PCR com as mesmas amostras de DNA para a amplificacdo de uma
regido do gene 165rDNA, e o produto da PCR foi sequenciado. As sequéncias foram editadas
no programa Bioedit e analisadas no BLAST do NCBI. A identificagdo dos isolados foi

confirmada ap6s comparagao da sequéncia de nucleotideos depositada no banco de dados da
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NCBI. Apés a identificagdo a cepa foi cultivada em meio liquido BHI (brain heart infusion,
DIFCO) e incubada em estufa B.O.D a 30°C, por 48 h.

Ap6s o periodo de incubagdo, realizou-se a leitura da absorbancia a 600 nm, no
espectrofotometro. Foram feitos ajustes na turbidez do meio inoculado, para obter a
absorbéncia entre 0,500 e 0,700 que correspondeu a 107 a 108 UFC. mL-. Posteriormente, 100
nL do inéculo da bactéria patogénica foi semeada em placa de Petri, para realizacdo do teste

de inibicao.

21.3 Determinacdao do poder inibitério de probidticos comerciais sobre S. agalactiae,
mediante cultivo em meio sélido

A analise de inibi¢do do patégeno foi realizada conforme a metodologia de Gram et al.,
(1999), modificado por Vieira et al.,(2013). As placas contendo as culturas probidticas foram
retiradas da B.O.D e, com auxilio de uma ponteira de 1 mL, foram obtidos discos de 0,8 cm de
diametro da cultura. Os discos foram transferidos para placas de Petri contendo o meio BHI
agar, previamente semeadas com 100 pL do indculo de S. agalactiae. Em seguida, as placas
foram incubadas em estufa a 31°C por 24 h e, apds este periodo, mediu-se o didmetro (mm)
das zonas de inibicao ao redor dos discos (didmetro da zona de inibicao - diametro do disco

de dgar) e crescimento das colonias probiodticas.

214 Produto extracelular bacteriano

A propriedade antimicrobiana de produtos extracelulares dos probiéticos (PEPs) foi
avaliada, seguindo a metodologia de Aligiannis et al. (2001) modificada. As cepas probiéticas
provenientes dos produtos comerciais foram cultivados em meio liquido, nas condicdes
descritas na Tabela 2. Apds o periodo de incubagdo, os tubos foram centrifugados para
remover as células bacterianas e os sobrenadantes foram filtrados por membranas de 0,22 pm.
Entdo, 20 pL de suspensdo contendo o sobrenadante filtrado foram pipetados em discos
estéreis de papel.

O processo de semeadura da bactéria patogénica teve inicio com a adi¢ao de 100 uL do
in6culo bacteriano (concentragdo de 108 UFC.mL!) em placa de BHI agar, espalhando-se o
in6culo por toda a superficie da placa. Em seguida, o disco de papel com 20 pL de solucdo de
PEP, obtido na etapa anterior, foi colocado sobre o meio de cultura. Posteriormente, as placas

de Petri foram incubadas em estufa B.O.D a 31°C por 24 h e, ap6s esse periodo, mediu-se o
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didmetro (mm) das zonas de inibicdo ao redor dos discos (didmetro da zona de inibigao -

diametro do disco de agar).

2.2.  Ensaio in vivo de infecgdo experimental

O experimento foi realizado na unidade de pesquisa e desenvolvimento de
Pirassununga (UPD/Centro de Pesquisa de Aquicultura/Instituto de Pesca/APTA/SAA). O
ensaio de infecgdo experimental foi executado conforme as normas e recomendagdes da
Resolucdo n° 592 de junho de 1992, do Conselho Federal de Medicina Veterindria, e preceitos
de Principios Eticos da Experimentacdo Animal. O projeto foi avaliado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Pesca (n° de protocolo 01/2018). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e cinco repeticdes. Os
tratamentos foram: CON: controle= (sem probiético + sem vacina); ADJ: adjuvante= tilapias
somente com injecdo do adjuvante (sem probidtico + sem vacina); PRO: Probiético = (com
probidtico + sem vacina); VAC: vacinados = (sem probiético + com vacina+revacinagdo);
PRO+VAC: probiético + vacina = (com probiético + com vacina+revacinacdo). O ensaio de

infeccdo experimental foi realizado em duas etapas (Figura 1):

 ON | Alimentagdo ad libitum, por 63°
Suplementacio | (B mn f PRO ADJ VAC PRO + VAC dias
com dieta ‘0'50 n=50 n=50 n=50 n=50
probidtica por 21 N = AMOSTRAGEM
dias I ‘ ‘ ‘ 12 Alimentagao por 21 dias com
o ot == ; probiético.
- Sem probidtico Com probidtico Sem probistico Sem probidtico  Com probistico | | 5« Vacinaglo
. ‘ - 3* Revacinagdo
Vacinacioe Injegdo via Injecao via " Injeciovia :‘:"ﬁ“ss IMUNOLOGICAS
:::::::: mtra:ir:'t:mal lntra::r:lanlal . Intrapi nial : (3 pools/10 peixes/tratamento)
14 dias) S 4 2ol ) * Lisozima (ELISA)
PBS estéril Adjuvante p,  Vacna 4 * Burst respiratorio de fagocitos
— .. .o + Quantificagdo de IgM (ELISA)

AMOSTRAGEM
Desafio de infecgdo experimental via inje¢do intraperitonial 42 Desafio experimental
com S. agalactiae {DL50/3,33 x 10° UFC) ANALISES IMUNOLOGICAS
- [ [ oo
(3 pools/10 peixes/tratamento)
* Avallagdo da taxa de sobrevivéncia e sinals clinicos =| * Lisozima (ELISA)
* Remocgao de animais moribundos/mortos * Burst respiratdrio de fagécitos
* Bacteriologia e PCR * Quantificagio de IgM (ELISA)
) | » Expressdo génica (rim cranial)

Figura 1. Desenho experimental do ensaio in vivo de tildpias-do-nilo alimentadas com dieta

probidtica, vacinadas e revacinadas com S. agalactiae; e desafiadas com S. agalactiae.
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2.2.1. Descrigao das dietas controle e experimental

A dieta experimental foi elaborada com a adicdo de 2% de 6leo de soja em relagdo ao
peso da ragao (Dias et al., 2012), contendo o probiético comercial selecionado (B. subtilis 1,34 x
107 UFC g1 e L. plantarum 1,51 x 106 UFC g?) na quantidade estabelecida pelo fabricante. A
mesma quantidade de 6leo de soja foi aspergida na dieta controle. As dietas foram formuladas
(Tabela 3) para atender as exigéncias nutricionais da tildpia-do-nilo, descritas por Lima et al

(2015).

Tabela 3. Formulagado e composi¢do quimica estimada das dietas experimentais de tilapia-do-

nilo, O. niloticus.

Ingredientes (%)

Farinha de Trigo 14,18
Milho moido 21,79
Farinha de visceras de frango 14,11
Sangue bovino 13,00
Farinha de carne e ossos 12,00
Farinha de soja 10,00
Quirera de arroz 6,00
Farelo de arroz 4,00
Gluten de milho 1,66
Oleo de soja 1,50
Premix 0,50
Sal (NaCl) 0,50
DL-Metionina 0,20
Vitamina C (35%) 0,20
Absorvente de micotoxina (Mycofix® FUM) 0,10
Antifangico (MOLD-NIL™ MC DRY) 0,10
Cloreto de colina (70%) 0,10
Antioxidante (OXY-NIL™ RX DRY) 0,05
Composicao quimica calculada* (%)

Umidade 9,36
Proteina bruta 36,00
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Lipidio total 9,18

Fibra 3,02
Amido 25,00
Cinzas 8,97
Calcio 2,36
Fosforo 1,40
Energia digestivel (kcal kg?) 3.100,00
Proteina digestivel 30,93
Lisina total 2,70
Metionina + Cisteina total 0,95
Triptofano 0,39
Treonina 1,35

1Premix: vit A 12,000 IU; vit D3 3000 IU; vit E 150 mg; vit K5 15 mg; vit B1 20 mg; vit B> 20 mg;
vitBe 17,50 mg; vit Bi2 40 mg; vit C 300 mg; acido nicotinico 100 mg; dcido pantoténico 50 mg;
biotina 1 mg; &cido félico 6 mg; antioxidante 25 mg; Cu 17,50 mg; Fe 100 mg; Mn 50 mg; Zn
120 mg; I 0,80 mg; Se 0,50 mg; Co 0,40 mg; 125 mg de inositol; colina 500 mg

Ao 21° dia pés alimentacdo (dpa) com as dietas experimentais, os peixes foram
anestesiados com solucdo de eugenol (75mg L), e receberam 0,1 mL por injecdo via
intraperitoneal dos respectivos inéculos: CON e PRO receberam PBS, ADJ, o adjuvante; VAC
e PRO+VAC, vacina com bacterina inativada contra S. agalactiae. O mesmo procedimento foi
realizado para a revacinagao apds 14 dias de aplicagdo da primeira da dose.

No 21 ° dpa, 35° dias pds vacinagdo (dpv) e 49° dias pds revacinagdo (dpr) de
experimento, os animais foram anestesiados com eugenol (75 mg. L!) e amostras de sangue
foram coletadas por puncao da regido do vaso caudal, com agulha (G20) e seringa (1,0 mL),
em seguida, processadas para a obtencdo de soro, utilizado nas analises de lisozima, burst
respiratério de fagécitos e quantificacdo de IgM. As amostras de soro de cada grupo
experimental (10 animais por repetigdo) foram compostas por pools de 3 ou 4 animais,

resultando em 3 pools por grupo. Apds as amostragens, os animais foram sacrificados.

2.2.2. Preparo de vacina
A vacina foi produzida pela Biocamp Laboratérios Ltda. (Campinas-SP). Para a

produgdo da vacina, as trés estirpes de S. agalactine foram cultivadas em meio de cultura e
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temperatura previamente padronizados, de modo a se obter uma concentragao final de em
torno 3,33 x 108 UFC mL1. A cultura foi inativada e emulsionada em adjuvante oleoso de
acordo com protocolos previamente estabelecidos. A solucdo foi mantida em gelo, desde a

preparagao das doses até o momento da vacinagao.

2.2.3. Preparo do indculo de S. agalactiae

Para a realizacdo do desafio bacteriano, foi utilizada a bactéria patogénica S. agalactiae,
previamente identificada por técnica molecular. A concentragao de 3,3 x 103 UFC mL -1 (DL50)
aplicada neste experimento foi determinada em ensaio preliminar, utilizando-se as
concentragdes de 102, 103, 104, 105 e 107 UFC mL ! de solugao salina 0,7 % (Nur-Nazifah et al.,
2011).

2.3.1 Animais e condi¢des experimentais

Na fase inicial, 250 tilapias de aproximadamente 20 g foram distribuidas em 25
aquarios de 50 L (densidade 12 peixes por aquario) inseridos em sistema de recirculagao de
agua, com controle de temperatura e aeragdo. Os parametros de qualidade da agua (niveis de
oxigenio dissolvido, temperatura, pH, amonia total e nitrito) das parcelas experimentais foram
monitorados por meio de um oximetro digital, kit de pH, amonia e nitrito (Labcon), mantendo-
se a temperatura em torno de 27°C (Tabela 4). As caixas foram sifonadas a cada dois dias e o
fotoperiodo foi controlado em 12:12 horas. Os peixes foram alimentados com dietas controle e

experimental (Tabela 3) por 49 dias, em regime ad libitum.

Tabela 4. Parametros de qualidade da agua de tilapias-do-nilo, O. niloticus, alimentadas com
probidtico composto por B. subtilis 1,34x107 UFC g1 e L. plantarum 1,51x10¢ UFC g1, durante 49°

dias.

Parametros de Qualidade da agua

Oxigénio (mg L1) pH Amoénia (mg L1)  Nitrito (mg L)  Temperatura (°C)

4,99+0,10 6,79+0,20 0,27+0,07 0,40+0,20 27,09+0,10

2.3.2 Ensaio de Infeccao experimental
A infeccao experimental foi realizada em peixes remanescentes de cada tratamento

(seis peixes por aqudrio) no 49° dia de experimento, ap6s 14 dpr (dias pds revacinagao), sendo
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infectados com a S. agalactiae por via injecdo intraperitoneal, na concentracao de 3,3 x 10¢ UFC
mL1. A 4gua proveniente da sifonagem do sistema foi armazenada em caixas para desinfecgao
com cloro.

Durante os 14 dias de observacdo, avaliou-se o comportamento, os sinais clinicos
relacionados a estreptococose (anorexia, letargia, natacdo errdtica, exoftalmia e ascite) e a

mortalidade dos animais (Aly et al., 2008), calculando-se o nivel de protecdo relativa (NPR)

pela formula: NPR = [1 — (

% mortalidade do tratamento)] % 100
% mortalidade do controle

Ao longo do periodo de infeccao, os peixes mortos foram armazenados a -20°C, para a
coleta de encéfalo, com finalidade de atestar a presenca de S. agalactiae por meio de diagnoéstico
microbiolégico e molecular.

Ap0s este periodo, no 63° dia de experimento, 14 dias ap6s infeccao (dpi) os individuos
sobreviventes foram necropsiados para andlise de alteragdes patologicas macroscépicas e
coletou-se amostras de sangue e de rim cranial, para realizacdo das analises imunolégicas
(lisozima, burst respiratério e quantificacdo de IgM) e de expressdo génica relacionado ao

sistema imune ( IL-1p, IgM e MHC-II).

2.3. Diagnostico microbioldgico e molecular

Apbs 14 dpi os peixes foram armazenados a -20°C. Para realizacdo do diagnodstico
microbiolégico e molecular, os peixes foram retirados do congelador e mantidos em geladeira
(6 e 8°C) overnight (aproximadamente 14 h). Ap6s 24 h, com auxilio de uma alga de platina,
coletou-se amostra do cérebro de cada peixe para semeadura em placa contendo agar BHI,
com incubabacao a 30°C, por 24 h.

A multiplicagdo dos isolados foi evidenciada pelo surgimento de colonias bacterianas
sobre o dgar, sendo avaliadas quanto a sua morfologia pela coloragdo de Gram e identificagao
molecular. Para esta finalidade, o DNA bacteriano foi extraido pelo kit E.Z.N.A Bacterial DNA
(Omega) e usado como template na reacdo de PCR com primers especificos para S. agalactiae.
Utilizou-se como amostra positiva o DNA de S. agalactiae, proveniente do laboratério Prevet.
Ao término da PCR, o produto da reacdo foi aplicado em gel de agarose a 1,5% e submetido a
eletroforese.

Adicionalmente, foram realizadas reacdes de PCR com as mesmas amostras de DNA
para a amplificagdo de uma regidao do gene 16S rDNA, e o produto da PCR foi sequenciado.

As sequéncias foram editadas no programa Bioedit e a identificacdo dos isolados foi
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confirmada apds comparacgao da sequéncia de nucleotideos obtida com o banco de dados da

NCBL

24.  Analises imunoldgicas
2.4.1. Lisozima

O soro foi utilizado para analise de lisozima, seguindo o protocolo de Kim and Austin
(2006) adaptado para microplacas (96 pocos). A cada pogo, foram adicionados 200 pL de
solucdo de Micrococcus (1 mg. mL* Micrococcus lysodekticus liofilizado em 0,05 M tampao
fosfato de sédio (pH = 6,3)) e 10 pL de soro. As placas foram incubadas a 20°C sob agitagao e
a densidade o6tica foi medida a 540 nm nos tempos entre 0 e 5 minutos. Uma unidade de

lisozima foi considerada como a quantidade necessaria para reduzir a absorbancia em 0,001

min-. Os calculos foram obtidos por meio da equacao: AABS x 100 Lie et al,,

0/ . (
/mlnutos /
mL

1989).

2.4.2. Burst respiratério de fagocitos

A atividade do burst respiratério dos fagocitos foi determinada pelo teste de “nitroblue
tetrazolium” (NBT), seguindo o método descrito por Aly et al. (2008). Foram adicionados 50
nL de sangue e 50 pLL de NBT (0,2%) em tubos de ensaio de vidro que foram incubados por 30
minutos em temperatura ambiente. Ap6s este periodo, em cada tubo, foi adicionado 1,0 mL
de N, N-dimetilformamida (DMF) e centrifugado (3.000 g) por cinco minutos. O sobrenadante

foi transferido para cubetas e a absorbancia foi determinada em espectrofotdometro (A=620 nm).

2.4.3. Anadlise quatitativa de IgM total

Para realizacao da titulagdo de anticorpos (IgM), foram utilizados os soros obtidos apos
21 dpa, 14 dpv, 14 dpr e 14 dpi. As amostras de soro de cada grupo experimental (10
animais/ grupo) foram reunidas em pools de 3 ou 4 animais, resultando em 3 pools por grupo
(n=12 em cada tratamento). O ensaio de ELISA foi realizado em quadruplicata.

As concentragdes de anticorpos e antigenos foram padronizadas em um ensaio prévio.
Portanto, aliquotas de 100 pL da bacterina de S. agalactiae diluida em tamp&o carbonato (pH
de 9,6), na concentragdo de 107 UFC foram transferidas para as placas de ELISA Maxisorb,
mantidas a 4°C em overnight. Apds este periodo, as placas foram lavadas trés vezes com 400

pL de tampao de lavagem (PBS/ 0,05% TWEEN 20) e adicionaram-se aliquotas de 200 pL da
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solucao de bloqueio BSA na concentracao de 3%, e novamente incubadas por duas horas a 37
°C, e posteriormente lavadas com tampao de lavagem. Em seguida, foram pipetados 100 pL
de soro na concentracao de 1:20 em cada pogo, e as placas foram acondicionadas em estufa a
37 °C por 1h. Ap6s o periodo de incubagéo, a placa foi lavada novamente e foram adicionados
100 pL do anticorpo ant-IgM de tilapia produzido em coelho (1:1000) e a placa foi incubada a
37°C por 1h. Ao término da incubagao, foram adicionados 100 pL do anticorpo anti-coelho
HRP (Sigma) na concentracdo 1/1000, e as placas foram mantidas novamente em 37°C por 1h.
Apoés trés lavagens, o substrato colorimétrico Tetrametilbenzidina (TMB - BD, EUA) foi
adicionado as cavidades das placas e a solucao foi bloqueada com acido sulfarico a 30%. A

absorbéncia foi lida no comprimento de onda de 450 nm.

2.4.4. Expressdo génica

Para analise de expressdo génica, foram coletadas as amostras de rim cranial de 6 peixes
por tratamento, inseridas em criotubos e conservadas em nitrogénio liquido. A extragdo de
RNA total do rim cefdlico cranial foi realizada pelo Mini kit RNeasy® Qiagen.
Aproximadamente 30 mg do tecido foi macerado em almofariz contendo nitrogénio liquido.
Em seguida, trés aliquotas de 10 mg de material foram transferidas para tubos estéreis de 1,5
mL e congeladas em nitrogénio liquido e, posteriormente, mantidas em freezer -80°C até o
inicio do procedimento.

Uma aliquota de 10 mg de cada parcela experimental foi utilizada na extragdo de RNA
conforme a metodologia descrita pelo fabricante. O RNA extraido foi quantificado por
espectrofotometro de microplacas Eon™ (Biotek) e a integridade do RNA total foi analisada
pelo equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), que realiza eletroforese
capilar com deteccao de fluorescéncia induzida a laser, comparando as regides 18S e 285 do
RNA ribossomal, para fornecer um indice de integridade do RNA (RIN). Amostras com valor
de RIN acima de 7,0 foram utilizadas para sintetizar o cDNA.

A sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA) por transcricao reversa (RT)
foi realizada em amostras acima de 60 ng. pL-* de RNA total, utilizando-se o kit comercial
Quanti-nova® transcriptase reversa (Qiagen) e oligo (dT) como iniciador. Um tratamento de
remocao de DNAses foi feito por dois minutos a 45°C. Para as rea¢des de PCR, adicionaram-
se 15 pL de RNA total, 5 pL do mix de transcriptase reversa, para um volume final de 20 pL.

A reagdo de sintese do cDNA foi realizada em termociclador (Biorad), o anelamento dos
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iniciadores a 25°C por trés minutos. A reacao prosseguiu com a extensdo da fita a 45°C por 10
min, seguida de inativacdo da enzima a 85°C por 5 min.

As amostras foram ajustadas a 100 ng. pL! e quantificadas pelo espectrofotdmetro de
microplacas Eon™ (Biotek) armazenados em freezer a -80°C para posterior realizagdo do PCR
em tempo real. A determinacdo de expressdo génica foi realizada para 3 genes ligados a
resposta imune, MHCII, IgM e IL-1B, descritos por He et al., (2013) e Lin et al. (2011). Foram
realizadas curvas de eficiencia para cada primer e os valores obtidos foram: ACTB (101 %), EF1
(92,9%), IgM (92,4%), MHCII (95,2%) IL 1B (91,5%).

Os genes EF1 e ACTB foram testados como controle endégenos da reagao (Yang et al.,
2013) (Tabela 5). As reacdes de RT-qPCR consistiram em 6,25 pL de SYBR® Green (Biorad), 2,5
pL de cada primer, 2 pL de DNA metagenomico ( solugao de trabalho) e 4gua ultrapura para
elevar o volume da reagdo a 12,5 pL. As reagdes de RT-qPCR foram realizadas em
termociclador (Biorad), seguindo o protocolo de amplificagao (desnaturagao inicial e ativacao
de enzimas) nas condicdes: 95° C por 30 s, seguido por 39 ciclos de 95°C por 5s, 60°C por 30s e
uma etapa final de 95 ° C por 10s. No final da corrida, um protocolo de dissociacao foi aplicado
para obter as curvas de dissociagao

Cada ensaio foirealizado em triplicata. Os primers utilizados nas rea¢des de qPCR
foram elaborados de acordo com Shahin et al. (2019). A especificidade desses primers foi
avaliada in silico, utilizando-se a ferramenta Primer-BLAST
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Os resultados das reacdes de RT-qPCR
foram analisadas com o software Biorad CFX Manager 3.1 (Applied Biosystems) e os valores
de Ct (threshold cicle) ou ciclo de quantificagdo (Cq) foram analisados pelo método 2-42¢t (Livak

e Schmittgen, 2001).
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Tabela 5. Sequéncia de primers utilizados para analise de expressao génica em rim cranial de
tilapias-do-nilo, O. niloticus, alimentadas com probidtico composto por Bacillus subtilis 1,34 x 107

UFC g e Lactobacillus plantarum 1,51 x 106 UFC g, e vacinadas contra S. agalactiae.

Gene Sequéncia de oligo (5°-3") (Primers) G‘:;;S:l;k Pares(gl;)base aIElT E{eieto
EF-1° F: GCACGCTCTGCTGGCCTTT NM_001279647 250 bp 60 °C
R: GCGCTCAATCTTCCATCCC
p-actin F: CCACACAGTGCCCATACTACGA  XM_003443127 144 bp 60 °C
R: CCACGCTCTGTCAGGATCTTCA
IgM  F: GGGAAGATGAGGAAGGAAATGA KC708223 120 bp 60 °C
R: GTTTTACCCCCCTGGTCCAT
IL-13  F: TGCACTGTCACTGACAGCCAA XM_019365844 113 bp 60 °C
R: ATGTTCAGGTGCACTTTGCGG
MHC-II F: ACTGACTGGGACCCGTCCAT XM_003459253 204 bp 60 °C

R: ACAGGAAGCAGCCGCTTTTA

2.5. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de homocedasticidade, variancia (ANOVA) e pelo
teste de Tukey (P’<0,05) em software SAS 9.1. Os dados de sobrevivéncia foram analisados pelo
teste de Qui-quadrado e os de IgM foram analisados com o teste T student, comparando as
médias dos tratamentos em relacdo ao controle pelo software Graphpad Prism 6.1. Os
resultados de expressdo génica foram analisados pelo método de 2-24ACt, considerado uma
forma ajustada para analisar as mudangas relativas de expressao génica (Livak e Schmittgen,

2001).

3 RESULTADOS
3.1. Capacidade de inibi¢do in vitro de probidticos comercias contra S. agalactiae

O probioético escolhido para ser testado in vivo foi o composto por Bacillus subtilis 1,34x107
UFC g e Lactobacillus plantarum 1,51x10¢ UFC g1, que provocaram o maior halo de inibi¢ao

nos testes supracitados (Tabela 6).
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Tabela 6. Descricdo dos valores médios do halo de inibicdo (mm) e de crescimento (mm)

formados pelas bactérias probiéticas contra S. agalactiae.

Halo de inibicao Crescimento da coldnia
Bactéria Inibicao (em diametro em
) (em diametro em mm)
B. subtilis Ausente - -
B. licheniformes Ausente - -
B. pumilus Ausente - -
L. plantarum Presente 24,9+0,89 4,74+0,35
E. faecium Presente 20,1+1,32 7,8+2,91
P. acidolactici Ausente - -
B. bifidum Ausente - -

No entanto, nenhum dos probiéticos comerciais testados conseguiu produzir produtos
extracelulares probiéticos (PEPs) capazes de inibir o crescimento da bactéria patogénica S.
agalactine (dados ndo mostrados).

3.2.  Teste de infeccdo experimental in vivo

A vacina proporcionou protecdo significativa nos grupos vacinados, com
sobrevivéncia de 87% no VAC e 97% no PRO+VAC, enquanto que os tratamentos CON, ADJ,
e PRO, apresentaram indices de sobrevivéncia, respectivamente, de 40%, 57% e 67% (Figura 2
e Tabela 7). O nivel de protecdo relativa dos tratamentos VAC (78%) e PRO+VAC (94%), foi
maior em relacdo ao AD]J (28%) e PRO (44 %) (Tabela 7).
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Figura 2. Sobrevivéncia acumulada de tildpias-do-nilo apé6s 14 dias de infeccao (dpi) com S.
agalactine (CON: controle; ADJ: adjuvante; PRO: probiético; VAC: vacinados; PRO+VAC:

probidtico + vacina).

Tabela 7. Numero acumulado de peixes mortos, sobrevivéncia total (SOB) e nivel de protegao

relativa (NPR) de tilapias-do-nilo (n=30 por tratamento), apds 14 dias de infeccao (dpi) com S.

agalactiae.
Acumulado de peixes mortos
Tratamento SOB%* NPR
dpi 2 34 5 6 7 9 13

Controle (CON) 4 77 10 15 17 17 17 40% -
Adjuvante (AD]) 477 8 8 10 10 13 57% 28%
Probiético (PRO) 245 7 8 9 9 9 67%" 44%
Vacina (VAC) 122 2 2 2 4 4 87% 78%
Probiético + Vacina
(PRO+VACQ) o000 0 O 0 1 0 97%* 94%

*Diferenga estatistica em comparagao entre o tratamento controle (T1) e os demais tratamentos pelo teste Qui-quadrado (PP<0,001)
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3.3.  Burst respiratério de fagocitos e lisozima

As analises de burst respiratério de fagécitos e lisozima de soro de tildpias-do-nilo
alimentadas com dieta contendo probiético e vacinadas contra S. agalactize ndo demonstraram
diferencas significativas (P>0,05) durante os periodos de alimentacdo com dieta probiética,

vacinacdo, revacinagdo e infecgdo experimental em relagdo ao controle (Figura 3).
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Figura 3. (A) Atividade da lisozima e (B) Burst respiratério de fagocitos de tiladpias do nilo
durante os periodos de [I] alimentagdo com dieta probiodtica, [II] vacinacao, [III] revacinagdo e
[IV] infeccdo com S. agalactize. (CON: controle; ADJ: adjuvante; PRO: probiético; VAC:

vacinados; PRO+VAC: probiético + vacina).

34.  Quantificagdo de IgM total

Os resultados obtidos na andlise quantitativa de IgM demonstraram que as tildpias dos
grupos ADJ, VAC e PRO+VAC apresentaram elevado titulo de IgM eficiente em reconhecer
a bacterina de S. agalactiae em relacdo ao grupo controle (CON) a partir da vacinagao contra S.
agalactiae. O grupo PRO apresentou um elevado titulo de IgM somente apds a infeccao

experimental com S. agalactiae. (Figura 4).
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Figura 4. Analise quantitativa de IgM total de tildpias do nilo durante os periodos de [I]
alimentagdo com dieta probidtica, [II] vacinagdo, [III] revacinacdo e [IV] infeccao com S.
agalactine. Diferenca estatistica entre os tratamentos em relacdo ao controle pelo Teste t

student, sendo: *P<0,005. (CON: controle; AD]J: adjuvante; PRO: probiético; VAC: vacinados;
PRO+VAC: probiético + vacina).

3.5.  Expressao génica

Nao houve diferenca significativa na expressao relativa dos genes IgM, MHCII, e IL-
1B das amostras de RNA de rim cranial de tildpia-do-nilo apds 14 dpi com S. agalactiae, a

expressdo dos genes foi normalizada com os genes p -actin e EF1- a (Figura 5).
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Figura 5. Expressao de genes pré-inflamatérios e imunolégicos de tilapias-do-nilo apds 14 dpi
com S. agalactiae. (AD]J: adjuvante; PRO: probiotico; VAC: vacinados; PRO+VAC: probiético +

vacina).

4. DISCUSSAO
4.1 Capacidade inibitéria in vitro de B. subtilis e L. plantarum

Na presente pesquisa selecionou-se um probidtico comercial (B. subtilis e L. plantarum )
capaz de inibir in vitro o crescimento da bactéria patogénica S. agalactiae. A capacidade
antimicrobiana apresentada por L. plantarum (bactéria acido-latica) contra a S. agalactiae,
também foi verificada por Meidong et al. (2017), descrevendo a sua capacidade de aderir a
mucosa intestinal, além de promover o aumento no desempenho zootécnico e a resisténcia a
infeccao de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

Hamdan et al. (2016) testaram o probiético L. plantarum AH78 e verificaram a sua

atividade antimicrobiana sobre diversos patégenos, como Aeromonas hydrophila e Streptococcus
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inae. Além disso, estes mesmos autores constataram maior resisténcia ao desafio experimental
contra a A. hydrophila em tildpias-do-nilo (O. niloticus) que receberam 0,5 e 1,0% do probidtico
por via oral (incluidos na dietas).

Para Giri et al. (2011), o efeito antagonista de L. plantarum contra A. hydrophila pode estar
relacionado com a producdo de substancias antimicrobianas, bacteriocinas entre outros. Os
autores avaliaram os componentes celulares desta bactéria probidtica, e averiguaram a
formagao de halo de inibicdo de 58 mm ao aplicar o produto intracelular (peptideos).

No presente estudo, a capacidade inibitéria de L. plantarum pode estar relacionada a
producao de compostos volateis (e.g. peréxido de hidrogénio) e compostos intracelulares (e.g.
peptideos), alteragdo de metabolismo da bactéria patogénica pela produgao de enzimas e, por
competicao de nutrientes, uma vez que ndo foi observada atividade antimicrobiana do extrato
extracelular (Pandiyan et al., 2013; Pérez-Sanchez et al., 2014; Verschuere et al., 2000). A
utilizacdo de probiéticos com a capacidade de exclusdo de bactérias patogénicas contribui para
a redugdo de colonizagdo e de proliferacdo de patégenos (Ringo et al., 2005).

Mufoz-Atienza et al. (2014) observaram baixa capacidade de cepas de E. faecium,
coletadas em diversas espécies de peixes, em inibir in vitro a S. agalactiae, com formagdo de
halos de 3 a 5 mm, inferiores ao presente estudo (Mufioz-Atienza et al., 2013).

Ao avaliar 522 amostras de bactérias coletadas em exemplares de pacu (Piaractus
mesopotamicus) cultivados, Guidoli et al. (2015) detectaram, em testes in vitro, as caractéristicas
probidticas em oito isolados e, dentre estes, quatro cepas eram E. faecium, as quais
apresentaram atividade inibitéria em dois patégenos (CRL 1937 e CRL 1938), producao de
peréxido de hidrogénio (cepas CRL 1941) e alta capacidade de hidrofobicidade e de auto
agregacao (cepa CRL 1937).

4.2 Vacinacdo e infeccdo experimental contra S. agalactiae

A intensificacao de producao da tildpia-do-nilo (O. niloticus) e o consequente aumento na
ocorréncia de surtos de doencas faz com que o desenvolvimento de protocolos de aplicacdo
de probidticos e de vacinas seja relevante. Os resultados de sobrevivéncia observados neste
trabalho mostraram maior sobrevivéncia de animais alimentados com dieta probidtica e
vacinados (97%), ap6s 14 dpi com a cepa homologa de S. agalactiae. Nossos dados também
revelaram altos indices de IgM total em animais vacinados e revacinados. Para Uribe et al.

(2011), a resposta imune inata pode encadear os mecanismos de defesa dos peixes, do mesmo
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modo que, ao se interligar ao sistema imune adquirido, aumenta a resisténcia contra infec¢oes
bacterianas do hospedeiro.

O efeito sinérgico entre a vacinacdo e o fornecimento de probidticos também foi
constatado pelos autores Aly et al. (2016), os quais observaram taxas de sobrevivéncia e de
nivel de protecao relativa superiores em exemplares de tilapia-do-nilo alimentados com os
probiéticos Organic Green™ e Vet-Yeast ™ e vacinados contra A. hydrophila, submetidos a
infecgdo experimental por este patégeno. Estes autores associaram este resultado positivo com
a capacidade destes probidticos em estimular a atividade fagocitica (Organic Green™), a
atividade do complemento e expressdo da interleucina 1 (IL-1), devido a presenca de -
glucanos (Vet-Yeast ™). Em oposicdo ao presente estudo, a vacinacdo contra A. hydrophila
gerou a mesma formacao de IgM total que os tratamentos supracitados.

Os animais do grupo PRO apresentaram maior sobrevivéncia (67%), em relacdo ao
controle (40%), apds desafio com a cepa homologa de S. agalactiae. A bactéria probidtica L.
plantarum, administrada na dieta de tilapia-do-nilo, pode ter estimulado a resposta imune
inata e reduzido a propagacdo do agente infeccioso de forma tempordria, auxiliando o
desenvolvimento da resposta imune adaptativa, corroborando com resultados obtidos por
Villamil et al. (2014), os quais observaram maior sobrevivéncia de animais alimentados com o
probioético (L. acidophilus) apds a infeccdo experimental com A. hydrophila.

A cepa L. plantarum CLFP 3 administrada via oral para truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), além de aumentar a taxa de sobrevivéncia de animais infectados por Lactococcus
garvieae, provocou o aumento da expressao génica de citocinas pré-inflamatoérias (IL-1b e TNF-
a), antes da infecgdo, e ap6s 15 dias, a citocina anti-inflamatdria (IL-10), em amostras de rim
cranial. Além disso, esta bactéria estimulou a expressao de citocina IL-8 e de IgT, no intestino,
durante o periodo do desafio (Pérez-Sédnchez et al, 2011). Para os autores, a sua aplicacdo
proporcionou maior protegdo contra o patoégeno, durante e pds-infeccdo, uma vez que, a
citocina IL-10 possui fun¢des importantes na regulacdo das respostas imunes, a qual
neutraliza a ativagdo de resposta pré-inflamatéria (Leblanc et al., 2011). A provavel indugao
de sintese de IL-8 e de IgT pela bactéria, detectada apds 15 dias do desafio, evidencia a sua
capacidade em modular as repostas imunes do intestino, provavelmente, no tecido linfatico
associado ao intestino (GALT, Gut-Associated Lymphoid Tissue) (Lazado e Caipang, 2014).

Por sua vez, os animais tratados com o adjuvante obtiveram a menor taxa de
sobrevivéncia (57%) em relacdo ao grupo PRO (67%), embora tenha apresentado niveis

superiores de IgM total, ap6s 35 dpv. Apesar de as analises de especificidade e de afinidade
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da imunoglobulina nao terem sido realizadas, este resultado sugere que a imunizagdo por
adjuvante provavelmente tenha gerado anticorpos inespecificos (Taffala et al., 2013).

As vacinas produzidas a partir de bacterinas geram uma resposta imune adaptativa
produzindo anticorpos especificos com alta afinidade, fornecendo protegao contra o patégeno
(Shahin et al., 2019). Marcusso et al. (2017) vacinaram juvenis de tildpia-do-nilo contra S.
agalactiae por via intraperitoneal e observou correlagdo entre as concentracoes de anticorpos
especificos (anti-S. agalactiae) e a sobrevivéncia ap6s o desafio com S. agalactiae, resultados que
corroboram a taxa de sobrevivéncia (87%) e os altos niveis de IgM total encontrados em
animais vacinados neste estudo.

O maior nivel de protecao (NPR) frente ao desafio com cepa homologa de S. agalactiae,
observado em animais alimentados com dieta probidtica e vacinados com cepa homoéloga de
S. agalactine, possivelmente estd associado ao efeito da bactéria probiética L. plantarum em
promover a maturagao das células dendriticas, induzindo a polarizacdo das células T CD4 +
em diregdo aos linfécitos Th2, que sdo capazes de estimular a produgdo de citocinas, assim
como a resposta humoral de linfécitos B, (Hu et al., 2015) integrando a estimulacdo da resposta
imune inata e adaptativa. Vlasova et al. (2017), verificaram uma correlagdo positiva entre a
colonizacao de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) e Bifidobacterium lactis Bb12 com a maturacdo
e melhora do sistema imune intestinal (mucosa) de suinos vacinados contra rotavirus,
evidenciada pela maior frequéncia de células dendriticas ativadas no intestino e no sangue.

Apb6s 14 dpi, ndo foram encontradas diferencas estatisticas nos valores de expressao
génica. Shahin et al. (2019), constataram uma melhor evidéncia nos resultados de expressao
génica nas primeiras 72 horas apos a infeccdo experimental, mais estudos sdo necessarios para
avaliar a resposta imune dos peixes infectados contra S. agalactiae, incluindo as primeiras horas
ap0s o desafio.

Os resultados obtidos neste trabalho, com administracao de dieta probidtica em animais
vacinados contra S. agalactiae, podem ser extrapolados para o setor produtivo de juvenis de
tildpia-do-nilo, visando diminuir as perdas econdmicas causadas por surtos da doenca
durante o periodo de criagao.

Concluimos que o probiético comercial composto por B. subtilis e L. plantarum é capaz de
inibir o crescimento da bacteria patogénica S. agalactiae in vitro, e que adigdo do mesmo na
dieta de animais vacinados e desafiados com a cepa homologa de S. agalactine, aumenta a taxa
de sobrevivéncia da tilapia-do-nilo. Portanto, essa medida poderia ser incentivada na criagao

de tilapias, afim de diminuir as perdas econémicas e os surtos da doenga.
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RESUMO

As andlises moleculares como a metagendmica podem detectar e identificar os
microrganismos presentes na microbiota intestinal, permitindo avaliar de forma aprofundada
a composicdo do perfil o microbiano intestinal. Objetivou-se com este trabalho verificar os
efeitos da administragdo via oral de probiético AQUA-PHOTO® (Bacillus subtilis e Lactobacillus
plantarum) e vacinacdo contra Streptococcus agalactiae sobre a composi¢do da microbiota
intestinal de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (CON - controle; ADJ - adjuvante; PRO -
probidtico; VAC- vacinados; PRO+VAC - probiético + vacina) e cinco repeticdes. Apos 21° dias
de alimentagdo com probiético e vacinacao dos peixes (49° dia de experimento), dez peixes por
grupo (n=50) foram anestesiados e abatidos, coletando-se as fragdes anteriores do intestino
para andlise de metagendmica da microbiota, sendo conservadas em RNA Ilater®. O
procedimento iniciou-se com a extragdo de DNA das amostras, quantificagdo por PCR e
sequenciamento. A abundancia de microrganismos no nivel de filo e género, os indices de
diversidade alfa (Shannon-Wiener, Chao e Simpson) e o dendograma foram estimados com
base na OTU (Operational Taxonomic Unit); a diversidade da estrutura taxonomica e
filogenética foi submetida a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey (p <0,05). De
acordo com os resultados, Cetfobacterium foi o tdxon mais abundante, em todos os grupos
experimentais. Os animais alimentados com probiético (PRO) apresentaram niveis superiores

de abundancia de Cetobacterium em relacdo aos demais tratamentos. Em comparagao aos
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grupos controle e adjuvante, os peixes que receberam a vacinacdo (VAC e PRO+VACQC)
demonstraram menor percentagem deste género. Neste estudo, ndo foram encontradas
diferenca estatistica nos indices de diversidade alfa. Os resultados deste trabalho sugerem que
a vacinagdo também possui efeito direto sobre o perfil microbiolégico intestinal da tilapia-do-
nilo. A alimentacdo com dieta probiética modulou o perfil microbiolégico intestinal de animais
vacinados contra S. agalactiae. Conclui-se que a administragao oral de B. subtilis e L. plantarum
e a vacinacado contra S. agalactiae modificam a composi¢do do perfil microbiano intestinal da
tilapia-do-nilo. A inclusdo de dieta probiética em animais vacinados, diminui abundancia de

géneros de bactérias possiveis patogénicas, promovendo o balanco da microbiota intestinal.

Palavras-chave: imunizagao; Cetobacterium, perfil microbiano; abundéancia

ABSTRACT

The molecular analysis such as metagenomics can detect and identify microorganisms of gut
microbiome, allowing to evaluate the effects of probiotics and vaccines on the gut microbiota
profiles. This work aimed to verify the effects of probiotic AQUA-PHOTO® (composed by
Bacillus subtilis and Lactobacillus plantarum) oral administration and vaccination against
Streptococcus agalactine on Nile tilapia (Oreochromis niloticus) gut microbiologic profile. The
experimental design was completely randomized, with five treatments (CON - control; AD]J -
adjuvant; PRO - probiotic; VAC - vaccinated; PRO + VAC - probiotic + vaccine) and five
replicates. After probiotic feeding period and vaccination (49th day of the experiment), ten fish
per group (n = 50) were anesthetized and slaughtered, and gut fractions were sampled for
metagenomic analysis of the microbiota, being preserved in Later® RNA. The procedure
started with the extraction of DNA from the samples, quantification by qPCR and sequencing.
Phylum and genus abundance, alpha diversity indices (Shannon-Wiener, Chao and Simpson)
and the dendrogram were estimated based on the OTU (Operational Taxonomic Unit); the
diversity of the taxonomic and phylogenetic structure were subjected to analysis of variance
(ANOVA) and Tukey's test (p <0.05). According to the results, Cetobacterium was the most
abundant taxon, in all experimental groups. The animals fed with probiotic (PRO) showed
higher levels of abundance than other treatments. In comparison to the control and adjuvant
groups, the fish from vaccinated groups (VAC and PRO + VAC) showed a lower percentage
of this genus. The genus Cetobacterium is associated to vitamin B12 production and inhibition

of pathogenic bacteria, improving the immune response, the digestibility of nutrients and the
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growth performance of the host. In this evaluation, no statistical difference was found in the
alpha diversity indexes. The results of this work suggest that vaccination also directly
interferes on the gut microbiological profile of Nile tilapia. In conclusion, the oral
administration of B. subtilis and L. plantarum, and vaccination against S. agalactiae modifies the
composition of intestinal microbiologic profiles of the host. The inclusion of probiotic diets for
vaccinated fish diminish the abundance of probable bacterial pathogen genera, promoting the

equilibrium balance of microbiota composition.

Keywords: immunization; Cetobacterium, microbial profile; abundance

1. INTRODUCAO

A microbiota intestinal pode alterar o processo digestivo e o metabolismo dos animais
(Ghazalah et al., 2010) e desempenhar um papel importante na nutricdo animal, além de
modular o sistema imunolégico e conferir protecdo para o hospedeiro, contra a invasao e
propagacdo de patogenos (Tapia-Paniagua et al., 2019). A expansao de bactérias comensais,
podem ser proporcionadas pela administracdo de dietas probidticas (Hoseinifar et al., 2019).

A presenca de microrganismos desempenha um papel importante na maturagdo e no
desenvolvimento do tecido linfatico associado ao intestino GALT (Gut Associated Lynphoid
Tissue), que regula uma variedade de funcées imunolégicas do hospedeiro (Wang et al., 2017).
O constante contato com microrganismos faz com que este tecido desenvolva a capacidade de
distin¢do entre patégenos e a microbiota comensal, além de determinar o momento da indugao
de uma resposta imune. As células epiteliais intestinais processam informacdes combinadas
da microbiota luminal e o sistema imune local. Como consequéncia, ocorrem a ativagdo e a
funcao regulatoria, dependente do tipo de estimulo. Um dos receptores mais representativos
seria a familia de receptores tipo Toll que reconhecem os liposacarideos bacterianos e outras
caracteristicas das moléculas associadas ao patégeno (Pérez et al., 2010).

Os probiéticos sdo considerados microrganismos vidveis que alteram o equilibrio do
microbioma intestinal, aumentando a digestibilidade dos alimentos e o valor nutricional, além
de possuir agdo imunoestimulante, gerando efeitos benéficos para o hospedeiro (Feckaninova
et al., 2017). O seu mecanismo de agdo estd associado a inibicdo das bactérias patogénicas por

liberacdo de compostos como bacteriocinas, exclusdo competitiva (Koshio e Angeles, 2018),
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competicdo por sitios de adesao (Merrifield et al., 2010), melhora da resposta imune (He et al.,
2013) e desempenho zootécnico (Banerjee e Ray, 2017).

A interagdo entre a microbiota intestinal, modulada pela presenca de probiéticos, e o
sistema GALT pode potencializar o efeito da vacinagdo em peixes. Os autores Venkatalakshmi
e Ebanasar (2015) verificaram a capacidade imunomodulatéria do probidtico Lactobacillus
sporogenes fornecido via oral para tilapias-do-nilo vacinadas contra Aeromonas hydrophila,
melhorando a resposta imune adaptativa em comparagdo ao grupo somente vacinado. Para
Gallo e Hooper (2012), existem indicativos entre a potencializagdo ou o efeito da vacinagao e a
composicdo da microbiota intestinal, uma vez que, algumas bactérias podem produzir
elementos que agem sobre o sistema imune humoral.

O conhecimento sobre o perfil microbiolégico pode evidenciar uma possivel correlagao
entre o estimula da resposta imune adaptativa, gerado pela vacinacdo, assim como os efeitos
da via de aplicagdo, sobre microbiota do animal (Yukgehnaish et al., 2020). A interacdo entre a
microbiota intestinal e as bactérias probidticas pode ser estudada de forma aprofundada por
técnicas moleculares, uma vez que a metagendmica possibilita avaliar o perfil microbiolégico
(Yukgehnaish et al., 2020). Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da
administracdo via oral de probidtico AQUA-PHOTO® (Bacillus subtilis e Lactobacillus
plantarum) e vacinacdo com vacina inativada contra Streptococcus agalactiae sobre a composicao

da microbiota intestinal de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

2. MATERIAL E METODOS

21.  Desenho experimental

@) experimento  foi realizado no Centro de Pesquisa em
Aquicultura/UPD/Pirassununga-SP/SAA/APTA (Brasil). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com cinco tratamentos (CON = controle, sem probidtico + sem
vacina; ADJ = sem probiético, sem vacina, e com adjuvante; PRO = sem vacina e com
probidtico; VAC = sem probidtico e com vacina; PRO+VAC = com probiético e com vacina) e
cinco repeticdes. A vacinagdo com bacterina (Streptococcus agalactiae sorotipo Ib) + adjuvante
(Montanide™ ISA) foi realizada apés 21 dias de alimentagdo com o probidtico (AQUA-
PHOTO composto por Bacillus subtilis 1,34x107 UFC g e Lactobacillus plantarum 1,51x106 UFC
g1) e o reforco ap6s 14 dias da primeira vacinacao conforme descrito no capitulo 1. No 49° dia

de experimento, 50 amostras de intestino (por¢do anterior) foram coletadas e armazenadas em
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alcool absoluto para processamento posterior da anélise metagendmica no Laboratério de

Microbiologia da Universidade de Mélaga (Espanha).

2.2.  Extracdo de DNA, quantificagdo por PCR e sequenciamento

O DNA total foi extraido a partir de amostras de intestino de 50 peixes, de acordo com
o protocolo descrito por (Martinez et al., 1998), modificado por (Tapia-Paniagua et al., 2010),
com base em precipitacdo salina, foram macerados 50 mg de intestino e homogeneizado em
300 pL de tampao de ressuspensdo (0,1 M Tris-HCl, 0,01 M Na(l, 0,1 M EDTA, pH 8) e 300 pL
de tampao de lise (0,1 M Tris-HCl, 0,1 M EDTA, 0,1 M EDTA, 0,01 M NaCl, 1% SDS pH 8,0).

As amostras foram tratadas com 20 pL de proteinase K (150 pg mL-1) a 55°C por 2h e
30 min, e lisozima (10 mg mL-) a 25°C por 15 min. Apods o tratamento, foram adicionados 192
pL de NaCl 6M. As solugdes foram resfriadas com gelo por 10 min e centrifugada a 10.000 x g
por 6 min. Os sobrenadantes contendo DNA genémico foram transferidos para outros tubos
contendo volume igual de isopropanol.

O DNA de cada amostra foi sedimentado por centrifugac¢do a 10.000 x g por 6 min. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se volume igual de etanol a 70%. Os tubos foram
centrifugados a 10.000 x g por 6 min, os sobrenadantes foram descartados novamente e os
sedimentos secos ao ar e ressuspensos em 100 pL de agua ultra pura livre de DNAse e RNAse,
e armazenados a 4°C. A concentracdo e a pureza foram determinadas pelo fluorimetro Qubit
2.0 (Thermo Fisher Scientific, Alemanha).

As amostras foram ajustadas para 5 ng\ mL-. Para avaliar a integridade e a qualidade
do DNA, uma reagdo de PCR foi realizada para amplificar a regido do gene 165 rDNA. Ao
final do processo, os produtos da reagao foram aplicados em gel de agarose a 1% e submetidos
a eletroforese para averiguar a intensidade e a integridade das bandas. O 16S rRNA das
amostras foi sequenciado utilizando a plataforma Illumina® MiSeq (Illumina, San Diego, CA,
EUA) com sequenciamento de extremidade dupla de 2x 300pb pelo Servigco de Ultra
sequenciamento do Centro de Bioinovagado da Universidade de Mélaga (Malaga, Espanha). O
sequenciamento foi realizado utilizando os primers descritos por Klindworth et al. (2013)
forward 5' TCGTCGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGC
AG 3' e reverse 5' GTCTCGTGGGCTCTGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVG
GGTATA 3, visando as regides varidveis V3-V4 do gene 16S rRNA. Para construir as
bibliotecas, um fluxo de trabalho baseado no programa MOTHUR (versao 1.39.5) foi utilizado.
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Primeiramente, as cadeias de adaptador foram removidas, as leituras finais foram
emparelhadas e as sequéncias de sobreposicdo mescladas foram retiradas. As leituras foram
filtradas de acordo com os amplificadores cujo tamanho variou entre 400 e 600 pb. Além disso,
as quimeras e produtos ndo especificos obtidos na PCR foram descartados pelo programa
UCHIME. As sequéncias foram identificadas no banco de dados Greengenes e as sequéncias
contendo 97% de similaridade foram classificadas como OTU (unidades taxondmicas
operacionais). A diversidade alfa foi estimada com base nos indices de Shannon-Wiener,
Chaol e Simpson, a fim de avaliar as diversidades da estrutura taxonomica e filogenética.
Para determinar o nivel de profundidade do sequenciamento, curvas de rarefacdo
foram obtidas plotando o niimero de OTUs observadas em relacdo ao ntimero de sequéncias
(Tapia-Paniagua et al., 2019). Os resultados foram apresentados no nivel taxonémico de filo e
género. Para determinar a similaridade entre os géneros, um dendrograma foi construido
utilizando o método a distdncia para a construcdo de redes filogenéticas com indexacao
ecologica de Brady-Curtis. As distancias euclidianas foram utilizadas como medida de
similaridade e a ligacdo de Ward foi utilizada para o agrupamento dos algoritmos (Xia e
Wishart, 2011). A normalidade (Shapiro-Wilk) e a homogeneidade de varidncia (teste de
Levene) foram verificadas e a significincia estatistica dos dados de diversidade alfa foi
determinada pela andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (p<0,05) para

determinar a significancia das comparacdes pareadas.

3. RESULTADOS

3.1. Perfil microbiano intestinal

No total, >60,000 sequéncias de nucleotideos vélidas por amostra (n=50) e 549 OTUs
foram recuperados através do Illumina Sequenciamento MiSeq. As sequéncias/OTUs
pertencem a 6 diferentes filos com abundéancia maior que 1%. As curvas de rarefacdo da

amostra tenderam a se aproximar o platd de saturagao (Figura 1).
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Figura 1. Curvas de rarefagdo de OTUs (Operational Taxonomic Unit) agrupadas em sequéncias
de 97% de semelhanca, da comunidade bacteriana do trato gastrointestinal de tilapia-do-nilo
dos grupos CON = controle, sem probiético + sem vacina; AD] = sem probidtico, sem vacina,
e com adjuvante; PRO = sem vacina e com probiético; VAC = sem probidtico e com vacina;

PRO+VAC = com probiético e com vacina.

Os filos detectados neste estudo, com valores médios acima de 1% na microbiota
intestinal, foram Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria, Planctomycetes e
Proteobacteria. No caso do grupo controle, ndo foi detectado o filo Planctomycetes. O filo
Fusobacteria foi o mais abundante em todos os tratamentos, nos quais os individuos do grupo
VAC (apenas vacinados) apresentaram a menor porcentagem (52%). O filo Proteobacteria foi
o mais abundante nos animais do grupo VAC (21%) em relagdo aos tratamentos CON (6%),
AD]J (9%), PRO (3%) e PRO+VAC (11%) (Figura 2).

Os géneros detectados no trato gastrointestinal de tildpia-do-nilo foram Streptococcus,
Proprinebacterium, Gemmata, Corynebacterium, Cetobacterium e Acinetobacterium. Os géneros
encontrados, independentemente do tratamento foram Streptococcus, Proprionebacterium,
Acinetobacterium e Cetobacterium sendo o tdxon mais abundante em todos os tratamentos
(Figura 3). O género Streptococcus foi observado em baixos niveis nos tratamentos PRO (1%) e
PRO+VAC (1%) em relagao aos tratamentos CON (2%) AD]J (2%) e VAC (3%). Os animais
alimentados com probidtico (PRO) apresentaram niveis superiores na abundéancia de
Cetobacterium (74%) em relagdo aos demais tratamentos. Em comparagdo aos grupos controle

(65%) e adjuvante (64%), os peixes que receberam a vacinacdo (VAC e PRO+VACQC)
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demonstraram menores porcentagens deste género, 51% (VAC) e 62% (PRO+VAC). (Figura
4).
Em relacdo a andlise de agrupamento aplicado, ndo foi possivel observar no

dendrograma, diferencas entre as similaridades dos géneros detectados (Figura 5).
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Figura 2. Composicao da microbiota intestinal (OTUs - unidade taxondémica operacional) de
filos do trato gastrointestinal de tilapia-do-nilo dos grupos CON = controle, sem probiético +
sem vacina; AD] = sem probiético, sem vacina, e com adjuvante; PRO = sem vacina e com

probidtico; VAC = sem probidtico e com vacina; PRO+VAC = com probidtico e com vacina.

48



100% m .

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

ADJ PRO

CON

ABUNDANCIA DE GENEROS DE BACTERIAS

B Cetobacterium

Acinetobacter
I M etc (<1% em média)
VAC

PRO+VAC

m B
Streptococcus
B Propionibacterium
B Gemmata
Corynebacterium

Figura 3. Composicdo da microbiota intestinal (OTUs - unidade taxondmica operacional) a
nivel de género do trato gastrointestinal de tildpia-do-nilo dos grupos CON = controle, sem
probidtico + sem vacina; ADJ = sem probidtico, sem vacina, e com adjuvante; PRO = sem
vacina e com probiético; VAC = sem probidtico e com vacina; PRO+VAC = com probiético e

com vacina.
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Figura 4. Abundancia do género Cetobacterium no trato gastrointestinal de tilapia-do-nilo dos
grupos CON = controle, sem probidtico + sem vacina; ADJ] = sem probiético, sem vacina, e
com adjuvante; PRO = sem vacina e com probiético; VAC = sem probidtico e com vacina;
PRO+VAC = com probidtico e com vacina. * abcLetras diferentes demonstram diferenca

significativa (p<0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

49



ADJ

CON
PRO+VAC
PRO+VAC
CON
PRO+VAC
PRO+VAC
ADJ

ADJ
VAC
VAC

PRO+VAC
CON

CON
ADJ

PRO
PRO
PRO+VAC
PRO
ADJ
CON
PRO
PRO
VAC
VAC

CON
CON
PRO

ADJ

ADJ

PRO
PRO+VAC
PRO+VAC
PRO

&
w
]
=
o

Figura 5. Dendograma dos géneros de bactérias baseado no indice de similaridade da
comunidade microbiana do trato gastrointestinal de tildpia-do-nilo, apds alimentacdo com
dieta contendo probiético e vacinagdo contra S. agalactiae. (CON = controle, sem probiético +
sem vacina; AD] = sem probiético, sem vacina, e com adjuvante; PRO = sem vacina e com

probidtico; VAC = sem probidtico e com vacina; PRO+VAC = com probiético e com vacina).
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3.2. Diversidade alfa

Os indices de diversidade alfa do trato gastrointestinal de tildpias-do-nilo alimentadas
com dieta contendo probiético e vacinadas contra S. agalactize, ndo demonstraram diferencas

significativas (P>0,05) em relacdo ao controle (Tabela 1).

Diversidade alfa

Tratamento Chaol Shannon Simpson
COM 12,23 + 4,58 4,79+0,23 0,97+ 0,01
AD]J 11,65 + 3,59 4,79 £0,31 0,97 £0,01
PRO 14,46 + 2,84 4,69+ 0,25 0,97+ 0,01
VAC 15,70 £ 8,15 4,59 £ 0,65 0,96 + 0,05
PRO+VAC 11,76 £ 6,24 4,86 +0,38 0,97 +0,01

Tabela 1. Diversidade alfa das comunidades bacterianas do trato gastrointestinal de tilapias-
do-nilo apés alimentacdo com dieta probiética e vacinacdo contra S. agalactiae. (CON =
controle, sem probidtico + sem vacina; AD] = sem probidtico, sem vacina, e com adjuvante;
PRO = sem vacina e com probiético; VAC = sem probiético e com vacina; PRO+VAC = com

probidtico e com vacina).

4. DISCUSSAO

A composicdo da microbiota intestinal é influenciada por fatores extrinsecos
relacionados a parte nutricional e ambiental os quais interferem na integridade intestinal e
maturacdo intestinal, imunidade e estresse (Yukgehnaish et al., 2020). A alimenta¢do com dieta
probidtica pode interferir no perfil microbiolégico intestinal (Hao et al., 2017). Neste estudo,
os peixes alimentados somente com dieta probiética (B. subtilis e L. plantarum) apresentaram
maiores porcentagens de abundancia do filo Fusobacteria (Figura 2), provavelmente
relacionado aos valores do género Cetobacterium.

O género Cetobacterium esta associado com a produgdo de vitamina B12 e inibi¢do de
bactérias patogénicas, melhorando a resposta imune, digestibilidade dos nutrientes e o
desempenho de crescimento do hospedeiro (Eichmiller et al., 2016; Tsuchiya et al., 2008). Para
Hao et al. (2017), a administracdo oral de Shewanella xiamenensis A-1, Aeromonas veronii A-7 e
B. subtilis em carpa-capim (Ctenopharyngodon idella), aumentou a abundancia de Cetobacterium,

além de estimular o sistema imunolégico, corroborando com os resultados deste estudo
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(Capitulo I). Em dados mostrados anteriormente (Capitulo I), os grupos alimentados com a
dieta probiodtica, obtiveram indice de 67% de sobrevivéncia a infeccdo por S. alagactiae, valor
superior ao grupo controle (40%).

A microbiota intestinal exerce uma funcdo importante na manutencdo da barreira
epitelial do intestino, inibicdo de adesdo dos patégenos na superficie, modulacao e maturagao
adequada do sistema imune e liberagdo de metabdlitos como acidos graxos de cadeia curta,
entre outros (Sdnchez et al., 2017). No caso de organismos aquéticos, a exposicdo constante a
diversos microrganismos, inclusive patogénicos e oportunistas, podem colonizar tanto a
superficie interna ou externa do animal. Logo, em peixes de dgua doce, observa-se géneros
como Aeromonas, Acinetobacter, Pseudomonas, Flavobacterium e Clostridium (Ellis, 2001; Gémez
and Balcéazar, 2008).

Ao considerar as bactérias patogénicas, no presente estudo, verificou-se a presenca de
Acinetobacter e Streptococcus. No caso de animais do tratamento PRO, detectou-se uma redugao
nos niveis de abundéncia para estes dois géneros e do filo Proteobacteria (Figura 3). Ressalta-
se que a bactéria probidtica L. plantarum demonstrou capacidade de inibicdo in vitro contra S.
agalactiae (dados mostrados no Capitulo I), e desta forma, pode ter modulado a composicao da
microbiota. Para Wang et al. (2018), o fornecimento desta bactéria 4dcido latica em suinos
proporcionou a reducdo do patégeno Clostridium sensu stricto 1 que causa diarreia em leitdes,
além de melhorar o sistema de defesa (aumento da expressao génica pBD2, PG1-5 e pBD2).

Hoseinifar et al. (2019) observaram que as populacdes microbianas interagem de forma
simbidtica no intestino e sdo separadas por células epiteliais, glicoproteinas (mucinas) e
moléculas antibacterianas como a-defensinas, lectinas do tipo C, lisozima, fosfolipase A e IgA
(secretoério). A administracdao de probidticos pode exercer efeitos benéficos para manutengao
das condigdes supracitadas, pelas agdes antagonistas e estimulo ao sistema imune inato,
ponderando-se que o trato gastrointestinal € uma via de entrada de agentes patogénicos.

A vacinacao com bacterina estimula principalmente o sistema imunolégico humoral,
aumentando a produgdo de anticorpos especificos (Shahin et al., 2019). Para Ferreira et al.
(2010), supde-se a existéncia de uma correlacdo entre a composicao da microbiota intestinal e
a eficiéncia da vacinas, uma vez que, algumas espécies de bactérias comensais apresentam
capacidade de maturacao de células T, e dependendo do perfil microbiolégico, as vacinas orais
apresentaram respostas divergentes em humanos.

Neste estudo, os peixes do grupo vacinado via injecdo intraperitoneal apresentaram

algumas diferengas nos indices de abundéncia em relacdo ao controle e PRO, principalmente,
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relacionada a porcentagem inferior de Cetobacterium. Em oposi¢do a este resultado, Liu et al.
(2015) vacinaram os peixes via imersdo com vacina formada por Aeromonas hydrophila
recombinante e nao detectaram diferencgas significativas na porcentagem de abundancia deste
género, além de verificar redugdo de Aeromonas. Estudos direcionados aos mecanismos de
modulacdo da microbiota intestinal pés vacinacdo sdo necessarios para explanar este
resultado.

A alimentacdo com dieta probiética modulou o perfil microbiolégico intestinal de
animais vacinados contra S. agalactiae, equilibrando a diversidade microbiana. A
suplementacdo da dieta probidtica em peixes vacinados pode ser uma alternativa para
potencializar os efeitos da vacinagdo. As anélises moleculares sdo necessérias para indicar se
existe uma a relagdo entre Cetobacterium, imunidade inata e um possivel aumento no estimulo
da resposta imune adaptativa, frente a uma infeccao. A taxa de sobrevivéncia dos peixes
PRO+VAC pés-infecgao foi de 97% (dados mostrados no capitulo I).

Conclui-se que a administracao oral de Bacillus subtilis e Lactobacillus plantarum e a
vacinacdo contra Streptococcus agalactiae, modificaram a composi¢do do perfil microbiano
intestinal da tildpia-do-nilo. A adicdo de dieta probiética em animais vacinados, diminui
abundancia de géneros de bactérias possiveis patogénicas, promovendo o balanco da

microbiota intestinal.
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