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UTILIZA(;AO DE MICRORGANISMOS ISOLADOS DE TILAPIA-DO-NILO
(Oreochromis niloticus) COMO PROBIOTICO EM PEIXES

RESUMO GERAL

O uso de sistemas intensivos de producdo na piscicultura faz-se necessédrio para
atender a demanda crescente por pescado, e como consequéncia negativa, possibilita o
surgimento de surtos de doengas bacterianas, afetando a produtividade, a sobrevivéncia e o
bem-estar dos animais, assim como a sua qualidade. A utilizacdo de aditivos como os
probidticos pode ser uma alternativa vidvel para a prevengao de agentes patogénicos, além de
melhorar o crescimento dos animais. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar bactérias
previamente testadas in vitro com potencial probidtico no desempenho zootécnico e o sistema
imunolégico inato de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), equilibrio homeostatico,
fisiol6gico e microbiolégico. Para esta finalidade, foi realizado um ensaio de desempenho de
crescimento (duragdo de 81 dias), seguindo o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com sete tratamentos e trés repeticdes (21 unidades experimentais), sendo: TO -
controle, T1 - Bacillus velezensis na ragdo, T2 - Bacillus pumilus na ragao, T3 - Bacillus subtilis na
ragdo, T4 - Probiotico Enterococcus hirae na racao, T5 - Enterococcus faecium na racao e T6 - Mix
de todas as bactérias dos outros tratamentos na ragdo. Ao final do periodo experimental, as
varidveis de desempenho zootécnico de crescimento, DGGE (Denaturing gradient gel
electrophoresis), hematologia, lactato, lisozima e burst respiratério de fagocitos foram avaliadas.
A inclusdo das bactérias B. pumilus (T2) e o mix (T6), em dietas para a tilapia-do-nilo,
proporcionaram o aumento da biomassa total final de peixes em relacdo ao controle e aos
outros tratamentos. O uso destes microrganismos nao afetou a satde e o bem-estar dos peixes,
sendo que os indices hematolégicos, exceto baséfilos e trombdcitos, niveis glicémicos e de
lactato foram semelhantes com o grupo controle. As andlises de DGGE demonstraram a
odulagdo dos microrganismos presentes no intestino dos peixes Conclui-se que as bactérias
isoladas e pré-selecionadas do intestino e muco de tildpias-do-nilo do grupo T2 (B. pumilus) e
T6 (B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae e E. faecium), melhoram o desempenho de
crescimento, além de modular a microbiota intestinal e podem ser usadas como probiéticos
para tilapia.

Palavras chave: imunologia; desempenho zootécnico; nutri¢cdo; microbiologia, hematologia



USE OF ISOLATED NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus) MICROORGANISMS
AS PROBIOTIC IN FISH

GENERAL ABSTRACT

The use of intensive production system in fish farming is necessary to supply the
increased demand for fish products, and consequently, enable the emergence bacterial
diseases outbreaks, and negatively affect the productivity, survival rates and well-fare animals,
and the flesh quality. The probiotics use may be a viable alternative to prevent the diseases
and improves the animal growth performance. The development of specific probiotics for Nile
tilapia could be interesting since may also promotes weight gain and other performance
variables. This project aimed to evaluate the capacity of potential probiotic microorganisms,
in diets, to improve the performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus), promote
equilibrium balance of homeostasis, physiology, microbiology and upgrade the innate
immunology system of the host. For this purpose, the growth performance assay (81 days of
duration) was done, following the randomized experiment design with seven treatments and
three replicates (21 experimental units): TO - control group, T1 - Bacillus velezensis, T2 - Bacillus
pumilus, T3 - Bacillus subtilis, T4 —-Enterococcus hirae T5 — Enterococcus faecium and T6 - Mix of
bacteria strains belonged to other treatments. The following variables were analyzed: growth
performance, DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis), respiratory burst activity from
phagocytes, hematology and histology. As relevant result, the bacteria strains B. pumilus (12)
and mix (T6), included in diet for Nile tilapia, promoted better biomass values, with similar
feed conversion rate of control group. Apparently, the use of these microorganisms does not
affect the heath and well-fare of the fish, since the hematology indices, except for basophils
and thrombocytes, glycemia and lactate level were similar to control group. We concluded
that the isolated and pre-selected bacteria from the intestine and mucus of group T2 (B.
pumilus) and T6 (B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae and E. faecium), improve growth

performance and can be used as probiotics for tilapia.

Keywords: immunology, growth performance, nutrition, microbiology, hematology.



1. INTRODUCAO GERAL

A produgdo mundial de pescado para o consumo humano encontra-se em fase de
ascensdo nestas ultimas cinco décadas, resultando-se em aumento nos indices de
disponibilidade per capita. O consumo mundial aparente de organismos aquaticos aumentou
de 9,90 kg na década de 1960 para 19,70 kg em 2013, podendo ultrapassar valores médios de
20 kg em 2014 e 2015. Em 2014, a aquicultura contribuiu com 44,10% da produgao total de
pescado, e em termos de fornecimento de alimento, esta atividade transpds pela primeira vez
a atividade pesqueira (FAO, 2016).

No Brasil, dados apresentados pela PeixeBR (2019) demonstraram que produziu-se
cerca de 722,560 mil toneladas de peixes de cultivo em 2018. E dentre as espécies de peixe
cultivadas, a produgdo da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) atingiu cerca de 400 mil
toneladas (55,4% da producao total de peixes), mostrando que o Brasil é o 4° maior produtor
de tilapia-do-nilo do mundo, ap6s a China, Indonésia e Egito.

Em sistemas intensivos de producao, manter um manejo sanitdrio e utilizar medidas
profilaticas, a fim de reduzir ou eliminar a exposicdo dos peixes a possiveis agentes
patogénicos, envolve a utilizagdo de protocolos sanitarios adequados. (Conte, 2004).

Os antibiéticos como método profilatico, pode selecionar as bactérias patogénicas mais
resistentes e acumulando os residuos desses compostos no sistema de cultivo. A rapida
reprodugdo assexuada e a troca interespecifica e intraespecifica de DNA feita pelos plasmideos,
faz com que essas bactérias patogénicas criem resisténcia aos antibiéticos utilizados, gerando
um aumento no potencial de transmissao desses patégenos de peixes ao consumidor (Gauthier,
2015, Haygood e Jha, 2016).

O uso de microrganismos como 0s probidticos, assim como outros aditivos como
prébioticos, podem ser uma alternativa vidvel, como profilaxia contra agentes estressores
como bactérias patogénicas, além de promover melhora no desempenho zootécnico dos
animais (Hai, 2015). Para Irianto and Austin (2002), o termo probiético foi modificado ao longo
do tempo para abranger diversos pontos de vista de pesquisadores que convergem a uma
definicao, sendo microrganismos que possuem efeitos benéficos que possam manter a satide
de hospedeiros, sendo capazes de modificar a flora intestinal e consequentemente promover
equilibrio no balan¢o microbiano.

Os microrganismos probidticos devem possuir algumas caracteristicas como: origem
do hospedeiro, seguranca da cepa, producdo de substancias antimicrobianas, capacidade em

modular a resposta imune do hospedeiro ou competir por nutrientes com patégenos em locais



N

de adesdo na mucosa intestinal, além de possuir capacidade de sobreviver a condigcdes
adversas do trato gastrointestinal como: ser resistente ao baixo pH, sais biliares e a enzimas
(Pérez-Sanchez et al., 2014).

Uma vasta gama de espécies de microrganismos gram-negativos e gram-positivos
estdo sendo usados na aquicultura como probidticos: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Carnobacterium, Shewanella, Bacillus, Aeromonas, Vibrio, Enterobacter, Pseudomonas,
Clostridium e Saccharomyces, encontrados normalmente no intestino dos hospedeiros. Os
microrganismos com potencial probiético para tildpia-do-nilo foram encontrados em intestino
de mesma espécie ou em sistemas de cultivo (dgua e sedimentos) ou em godnadas. Como
exemplo, Bacillus amyloliquefacens foi isolado de microflora intestinal e utilizado como
probidtico em tildpia-do-nilo (Hai, 2015).

Em estudos recentes realizados por Liu et al (2017), a administracao oral de Bacillus
subtilis HAINUP40 (concentracdo de 108 UFC.g') em tildpia-do-nilo, promoveu o aumento no
ganho de peso e na atividade de enzimas digestivas, e melhorou a resposta imune contra o
patégeno Streptococcus agalactiae. De acordo com estes autores, esta bactéria, encontrada em
ambiente natural, possui caracteristicas probidticas como habilidade de secretar enzimas
extracelulares e resistir as condi¢des adversas do trato gastrointestinal.

As bactérias normalmente encontradas na microbiota intestinal do hospedeiro possuem
maior chance de competir com microrganismos residentes, em parte, devido a sua capacidade
adaptativa frente as condigdes fisiolégicas do hospedeiro. No entanto, estes microrganismos
devem resistir a processos industriais necessarios para a sua produgao comercial, permanecer
viaveis durante o armazenamentos e ativos para promover efeitos benéficos (Etyemez and

Balcazar, 2016; Pérez-Sanchez et al., 2014).
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho testar as bactérias isoladas e pré-selecionadas do
intestino e muco de tilapias-do-nilo, provenientes de pisciculturas comerciais do Brasil, para
sua aplicagdo como possiveis probiéticos, adicionando-as na ragdo, por meio de avaliagdo do
desempenho zootécnico, hematologia e imunologia. As bactérias utilizadas neste estudo,
foram testadas previamente in vitro,e aprovadas nas anélises de pH, bile, inibigdo de bactérias
patogénicas e antibiograma. Foram identificadas por PCR e sequenciamento comparando-se
no software BLAST. O experimento foi realizado no Instituto de Pesca, com duracao de 81 dias.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com sete tratamentos e trés
repeticdes, sendo: TO - controle, T1 - Bacillus velezensis, T2 - Bacillus pumilus, T3 - Bacillus
subtilis, T4 - Enterococcus hirae, T5 - Enterococcus faecium e T6 - Mix dos tratamentos. As
varidveis analisadas foram: desempenho zootécnico, DGGE (Denaturing gradient gel
electrophoresis), burst respiratério de fagocitos, lisozima e hematologia. Como resultado,
verificou-se que os tratamentos T2 e o T6, proporcionaram o aumento da biomassa total final
de peixes, com os valores similares de conversao alimentar do grupo controle (p<0,05). O uso
destes microrganismos alterou a contagem sanguinea apenas de basoéfilos e trombocitos. Os
niveis glicémicos, lactato, burst respiratério e lisozima ndo foram diferentes entre os
tratamentos. Conclui-se que as bactérias isoladas e pré-selecionadas do intestino e muco de

tilapias-do-nilo do grupo T2 (B. pumilus) e T6 (mix - B. velesencis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae e E.



faecium), melhoram o desempenho de crescimento, além de modular a microbiota intestinal e
podem ser usadas como probidticos para tildpia.

Palavras chave: imunologia; desempenho zootécnico; nutri¢ao; microbiologia, hematologia

ABSTRACT

The objective of this project was to test isolated and pre-selected bacteria strains from
Nile tilapia intestine and mucus, collected in Brazilian commercial fish farming, in order to
applicate as probiotics, by evaluating the growth performance, hematology and immunology.
These strains were submitted to in vitro tests of pH, bile, inhibition of pathogenic bacteria and
antibiogram. Then, they were identified by PCR and sequencing, comparing using the BLAST
software. The experiment was carried out in the Fisheries Institute of Sao Paulo, for 81 days,
following the randomized experiment design with seven treatments and three replicates (21
experimental units): TO - control group, T1 - Bacillus velezensis, T2 - Bacillus pumilus, T3 -
Bacillus subtilis, T4 -Enterococcus hirae T5 — Enterococcus faecium and T6 - Mix of bacteria strains
belonged to other treatments. The variables were analyzed: growth performance, DGGE
(Denaturing gradient gel electrophoresis), respiratory burst activity from phagocytes, hematology
and histology. As relevant result, the bacteria strains B. pumilus (T2) and mix (T6), included in
diet for Nile tilapia, promoted better biomass values, with similar feed conversion rate of
control group (p<0,05). Apparently, the use of these microorganisms does not affect the heath
and well-fare of the fish, since the hematology indices, except for basophils and thrombocytes,
glycemia and lactate level were similar to control group. The application of these
microorganisms only altered the basophils and trombocytes counts. The glicaemia, lactate
level, respiratory burst and lysozyme activities were not different among the treatments. In
conclusion, the isolated and pre-selected bacteria from intestine and mucus of Nile tilapia, B.
pumilus (T2) and mix (T6 - B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae and E. faecium) improve

the growth performance and may be used as probiotics for Nile tilapia.

Keywords: immunology, growth performance, nutrition, microbiology, hematology.



INTRODUCAO

A produgdo Dbrasileira de tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus) atingiu
aproximadamente 400 mil toneladas, em 2018, apresentando um crescimento de 11,9% em
relacdo ao ano anterior (357.639 t). Com esse desempenho, a espécie representa 55,4% da
producdo total de peixes de criacao (PeixeBr, 2019), sendo uma espécie de grande importancia
nacional. Esta espécie possui a capacidade de adaptacdo a diversos tipos de sistemas de
criacdes intensivas (Watanabe et al., 2002), converte alimentos como as algas e detritos
(filtradores) em proteina de alta qualidade (Wang and Lu, 2016; Watanabe et al., 2002).

Em sistemas intensivos de producao, a habilidade em manter a satide animal envolve
planejamento e geracdo de protocolos adequados para reduzir ou eliminar a exposicdo de
peixes a perigos que possam prejudicar a produtividade e o bem-estar animal. O uso excessivo
e continuo de medicamentos, sdo condutas que demonstram falhas no sistema de manejo e de
produgao (Conte, 2004).

A utilizagdo de microrganismos como os probiéticos, assim como outros aditivos, pode ser
uma alternativa vidvel para prevencdo contra agentes estressores e patogénicos, além de
promover melhora no desempenho zootécnico dos animais (Hai, 2015).

Para Irianto e Austin (2002), o termo probidtico evoluiu ao longo do tempo e abrange
diversos pontos de vista de pesquisadores que convergem a uma definicdo, sendo
microrganismos que possuem efeitos benéficos que possam manter a satide de hospedeiros,
sendo capazes de modificar a flora intestinal e consequentemente promover equilibrio no
balang¢o microbiano.

Os probidticos comerciais, desenvolvidos para outras espécies ndo aqudticas, tém
demonstrado pouca eficiéncia quando testados em peixes de cultivo com relagdo ao
desempenho produtivo. No entanto, em experimentos realizados por Dias et al. (2012), estes
aditivos proporcionaram a melhora no sistema imunolégico e otimizaram os indices
reprodutivos (taxa de fémeas maduras, fecundidade e taxa de larvas sobreviventes) em
matrinxa, Brycon amazonicus.

Outra problematica encontrada nos probiéticos comerciais seria a introdugdo de espécies
exoticas ou estirpes de bactérias em ambientes aquaticos que foram isoladas de animais e/ou
ambientes terrestres, o que justifica a necessidade de obter uma bactéria probidtica,
selecionada a partir dos organismos ou do ambiente onde sdao produzidos (Aly et al., 2008;

Del’Duca et al., 2013; Jatoba et al., 2008).



Os probiéticos de origem autdctone podem ser mais competitivos com os microrganismos
residentes, em parte, devido a sua capacidade adaptativa frente as condicdes fisiologicas do
hospedeiro. No entanto, estes microrganismos devem resistir a processos industriais
necessdrios para a sua producdo comercial, permanecer viaveis durante o armazenamentos e
ativos para promover efeitos benéficos (Etyemez and Balcazar, 2016; Pérez-Sanchez et al.,
2014).

Os efeitos benéficos dos probidticos estao relacionados com a produgao de substancias
inibitérias, competicdo por locais de adesdo e facilitar a absor¢do de nutrientes, o que torna
ambientes hostis contra os patdégenos (Balcazar et al., 2006). Ja& em termos morfolégicos,
estudos tem demonstrado a eficacia de diferentes probiéticos no intestino, em promover o
aumento do ntimero de células de defesa (Picchietti et al., 2009; Pirarat et al., 2011), além de
aumentar e conservar a integridade das vilosidades intestinais (Gisbert et al., 2013; Picchietti
et al., 2007; Pirarat et al., 2011).

Portanto, é importante testar novas cepas com potencial probidtico, pré-selecionadas a
partir de coletas de amostras em tildpia-do-nilo, de diferentes regides do Brasil, com intuito de
verificar a sua capacidade de melhorar o desempenho zootécnico e a imunidade dos peixes.

Objetivou-se com este trabalho testar as bactérias isoladas e pré-selecionadas do intestino
e muco de tildpias-do-nilo, provenientes de pisciculturas comerciais de diversas regides do
Brasil, para sua aplicagdo como possiveis probiéticos em tildpia-do-nilo, por meio da avaliacao

de parametros hematolégicos, imunolégicos e desempenho zootécnico.

1. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na unidade de pesquisa e desenvolvimento de
Pirassununga (UPD/Centro de Aquicultura/Instituto de Pesca/APTA/SAA). O ensaio de
desempenho foi executado conforme as normas e recomendagdes da Resolugdo n° 592 de junho
de 1992, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, 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 02/2015).

A racdo referéncia (RF) foi formulada com 36% de proteina bruta (PB), 3.100 kcal. kg
de energia digestivel (ED), 30,93% de proteina digestivel (PD) (Tabela 1).



Tabela 1. Formulacdo e composicao 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
Hemoglobina 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 frango 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
Antiftngico (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
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 1U; vit D3 3000 IU; vit E 150 mg; vit K5 15 mg; vit B1 20 mg; vit B, 20
mg; vitBs 17,50 mg; vit B12 40 mg; vit C 300 mg; nicotinic acid 100 mg; pantothenic acid 50 mg; biotin
1 mg; folic acid 6 mg; antioxidant 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; inositol 125 mg; choline 500 mg. (Furuya et al., 2001)



As bactérias probidticas selecionadas a partir do muco e intestino de tildpias-do-nilo
foram isoladas e identificadas por amplificacdo com o primer 16S (PCR) e sequenciamento
comparando-se no software BLAST, e posteriormente liofilizadas em solugdo de
maltodextrose por periodo de 48 horas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e trés
repeticdes (21 unidades experimentais), sendo: TO - controle, T1 - Bacillus velezensis na racao,
T2 - B. pumilus na ragdo, T3 - B. subtilis na racdo, T4 - Enterococcus hirae na ragao, TS - E. faecium

na ragdo e T6 -mix (B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae e E. faecium) (Tabela 2).

Tabela 2. Tratamentos utilizados no teste com tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus

Tratamentos Bactérias UFC.g1 Dose na racao

TO Racao referéncia (RF) + 2% o6leo de soja - -

T1 RF +2% o6leo de soja + Bacillus velezensis 101 1g.kgt
T2 RF +2% oleo de soja + Bacillus pumilus 3x10° 1g.kg
T3 RF +2% 6leo de soja + Bacillus subtilis 1,5x1012 1g.kgt
T4 RF +2% 6leo de soja + Enterococcus hirae 3x1012 1g.kg
T5 RF +2% 6leo de soja + Enterococcus faecium 7x1012 1g.kgt
T6 RF +2% oleo de soja + (B. velezensis, B. 1g.kgt

pumilus, B. subtilis, E. hirae e E. faecium)

Os probidticos foram adicionados a ragdo referéncia extrusada (Tabela 1), a fim de
avaliar a sobrevivéncia e eficiéncia das bactérias probiéticas (Dias et al., 2012). O probiético foi
homogeneizado em 6leo de soja (2,0% do peso da racao) e aspergido sobre a ragao. A dieta controle
recebeu a mesma quantidade de 6leo de soja. As dietas experimentais foram estocadas em
temperatura de 4°C e fornecida trés vezes ao dia ad libitum por 81 dias.

O experimento foi realizado com 1.680 tilapias-do-nilo (Tilapia Aquabel Premium, da
empresa Piscicultura Aquabel Ltda., de Porto Ferreira) com peso médio de 2,71g + 0,53 e
comprimento de 5,66 cm + 0,35, revertidas para macho. Foram estocados 80 peixes por hapa,
num total de 21 hapas (gaiolas) com volume util de 0,7 m? (1,0 x 1,0 x 1,0 m) cada,
confeccionados em fio de poliamida recoberto com PVC e com abertura da malha de 5,0 mm.
As hapas foram instaladas em um viveiro escavado de 200 m2e 1,20m de profundidade, com
o fundo de terra e com paredes de alvenaria e revestidas de concreto e com renovagao de 5%

do volume de dgua por dia. O sistema de aeragdo e renovagdo da dgua da hapa era composto
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de bomba de 4dgua (1,0 cv) e tubulacao de PVC perfurada (didmetro de 2,0mm) acima de cada

hapa.

2.1 Parametro de qualidade da agua
Semanalmente, foram analisados os parametros da &agua: oxigénio dissolvido e

temperatura através de oximetro; pH com pHmetro e amonia total (Kit Labcon™).

2.2 Ensaio de desempenho zootécnico

Durante o periodo experimental, as varidaveis de desempenho zootécnico foram
avaliadas por meio de biometrias a cada 21 dias. Com as biometrias, foram calculadas as
seguintes variaveis: Ganho de peso GP = [(peso final) - (peso inicial)]; Sobrevivéncia S = [(100
x namero de animais final) / nimero de animais inicial]; Conversao Alimentar Aparente CAA
= [(consumo de ragdo) / (ganho de peso)]; Taxa de crescimento especifico: TCE = {100 x [(In
peso final - In peso inicial) / periodo]}; Taxa de eficiéncia proteica: TEP=GP/ (consumo diario

(CD)x%PB da dieta) e Biomassa: peso total dos peixes.

2.3 Microbiologia - DGGE

Oito peixes de cada tratamento foram anestesiados com eugenol (100 mg/L) e mortos
por seccdo medular. Foi borrifado dlcool 70° na superficie do peixe para descontaminagdo, foi
coletado o intestino mediano sendo armazenados em criotubos de 2,0 mL, e conservados em
nitrogénio liquido. No laboratério, os intestinos foram armazenados a -80°C.

O DNA total dos microrganismos do muco intestinal de tildpia-do-nilo (n=8) foram
extraidos de acordo com as especifica¢des do kit Trisure (Bioline, Espanha) e purificado por
precipitagdo com acetato de sédio (20 ul de DNA foi precipitado com 2 pl de acetato de s6dio
3 M e 46 pl de isopropanol). Em seguida, o DNA foi centrifugado por 3 min a 12.000 g, 4 °C.
Os sobrenadantes foram descartados e os peletes foram lavados com etanol 70% e
centrifugados por 15 minutos a 12.000 g, 4 °C. Os sobrenadantes foram descartados novamente
e os peletes de DNA foram ressuspendidos em agua. A qualidade e integridade do DNA foi
verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% corados com GelRed Nucleic Acid Stain

20000x (InNTRON Biotecnologia, Seul, Coréia). A concentragdo e pureza foi determinada

11



usando o fluorémetro Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, Alemanha). O DNA foi armazenado
a -20 °C, foram utilizados para analises subsequentes.

O DNA foi amplificado, utilizando primers 16S rDNA bacteriano 677R-GC
(5'CGGGGCGGGGGCACGGGGGGATMTCTACGCATTTCACCGCTAC-3") e 309-F
(O'ACTCCTACGGGAGGCWGCAG-3') e submetidos ao qPCR “Real-time” usando o corante
de deteccao SYBR GREEN (Applied Biosystems). A amplificagdo foi realizada em placa de 96
pocos de 20pL de volume contendo 2pLL da amostra e 8 uL da solugao para PCR (2uL de agua
purificada, 10uL de 2xSYBR Green supermix, 4pL de primer especifico de bactérias).

Os produtos de PCR obtidos foram separados por DGGE, utilizando o equipamento
DCode TM System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Um gel de 8% de
poliacrilamida (37,5:1 bisacrilamida com dimensdo de 18 cm x 18 cm x 0,01 cm) foi
confeccionado, contendo um gradiente desnaturante de 30 a 55% de ureia e formamida em
direcdo a eletroforese. A solucao 100% desnaturante foi preparada com 7M ureia e 40% v/v
de formamida deionizada. Um total de 4 pL de produto de PCR e 2 pL de tampao de corrida
foram aplicados nos pogos do gel e submetidos a eletroforese durante 16 h, a 85V, em tampao
TAE 0,5X (20mM Tris base, 10mM de &cido acético, 0,5mM de EDTA [pH 8,0]), a temperatura
constante de 60°C. Os marcadores utilizados foram DNA ladder 1kb e 100 bp.

Os géis foram submetidos ao fotodocumentador (BioRad) para anélise de imagens. As
bandas foram recortadas do gel e enviadas para sequenciamento e identificagdo. As bibliotecas
foram construidas pela Chunlab, Inc (Seul, Coreia do Sul) usando a plataforma ilumina MiSeq.
Resumidamente, o sequenciamento dos pares de bases de cada amostra foi realizado
utilizando 0s primers 341F CCTACGGGNGGCWGCAG e 805R
GACTACHVGGGTATCTAATCC (ChunLab), para segmentacdo das regides V3-V4 do gene
16S rRNA.

Uma matriz de semelhancas de curvas densitométricas dos padrdes de bandas foi
calculada utilizando o coeficiente de similaridade de Pearson, que considera a localizacdo das
bandas e suas intensidades. O agrupamento dos padrodes de bandas do DGGE foi representado
com a construcdo de um dendograma como algoritmo de aglomeracado, usando o Unweighted
Pair Groups Method using Arithmetic Averages (UPGMA). Utilizando as intensidades das bandas,
uma andlise de escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS) foi realizada para se
observar as distancias entre as amostras representadas por pontos de diferentes cores para
cada cidade de amostragem. Para verificar quais Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs)

eram os principais responsaveis pela diferenca entre os trés grupos de amostras, uma anélise
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SIMPER foi utilizada, a partir dos valores relativos das intensidades das bandas obtidos pela
imagem do gel do DGGE

Para anélise dos padrdes de bandas dos géis (DGGE), foram calculados os seguintes
parametros ecoldgicos: 1. Indice de diversidade de Shannon (H)- H = —ZPi In Pi onde, Pi = ni
/ N, ni = namero de cépias de cada espécie, N = ntimero total de copias de todas as espécies
(Uramoto et al., 2005). 2. Riqueza de espécies (R)- R = Zb onde b = cada uma das bandas
presentes no gel DGGE (Uramoto et al., 2005). 3. Habitabilidade (Rr) - Rr = N2 x Dg onde, N =
nimero total de bandas em cada coluna, Dg = gradiente desnaturante entre a primeira e a

ultima banda da referida coluna. (Marzorati et al., 2008).

2.4 Analises hematolégicas

Para as analises hematolégicas, ao final do experimento, foram coletados nove peixes
de cada tratamento, anestesiados com eugenol (75 mg.L?) e retiradas aliquotas de sangue por
pungdo do vaso caudal, com auxilio de seringas heparinizadas, para as determinagdes de: a)
numero total de células (RBC), contado em camara de Neubauer; b) contagem diferencial e
total dos leucdcitos (Lc) e contagem de trombocitos (Tr) pelo método indireto em extensdes
sanguineas coradas pelo May-Griinwald-Giemsa (RANZANI-PAIVA et al, 2013); c)
hematocrito (Ht), pelo método do microhematécrito; d) taxa de hemoglobina (Hb), pelo
método da cianometahemoglobina e glicose, medida através de glicosimetro portatil Accu-
Chek® Performa. Com os resultados da taxa de hemoglobina (Hb), do hematécrito (Ht) e do
namero de eritrocitos (Er), foram calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM).
2.5 Atividade da lisozima

No final do experimento, foi retirado sangue de nove peixes por tratamento, com
seringa sem anticoagulante e apds centrifugacao do sangue, foram retiradas aliquotas de soro
para andlise de lisozima determinada segundo Kim e Austin (2006) modificado. Para a
determinagdo da atividade de lisozima foi preparado um solucao de Micrococcus [1 mg.ml-!

Micrococcus lysodekticus liofilizado em 0,05 M tampao fosfato de sodio (pH = 6,3)]. O ensaio foi
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realizado em microplacas de 96 pogos de fundo plano. A cada pogo, foi adicionado 200 pL de
solugdo de Micrococcus e 10 pl de soro. As placas foram incubadas a 20°C, sob agitagdo 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 através da equagao: AABS*1.000/ minutos/mL (Lie et al., 1989).

2.6 Atividade do burst respiratério dos fagocitos

Ap06s os 81 dias de experimento, foi coletado sangue de nove peixes por tratamento,
para a avaliacdo da atividade do burst respiratorio dos fagécitos, que foi determinada pelo
teste de “nitroblue tetrazolium” (NBT), seguindo o método descrito por Aly et al. (2008),
modificado. Foram adicionados 50 pL de sangue e 50 ul de NBT (0,2%) em tubos de ensaio de
vidro. Os tubos foram incubados por 30 minutos em temperatura ambiente. Ap6s este periodo,
foi adicionado, a cada tubo, 1,0 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) e entdo os tubos foram
centrifugados (3.000 g) por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para cubetas e a

absorbéncia foi determinada em espectrofotometro (620 nm).

2.7 Lactato enzimatico

O lactato enzimatico foi determinado por kit da Labtest, pela metodologia enzimatico
- Trinder. O sistema utiliza a enzima lactato oxidase na determinacido da concentracdo de

lactato presente em uma amostra.

2.8 Composicdo quimica corporal

Para a andlise bromatolégicas, nove peixes de cada tratamento foram enviados ao
Instituto de Tecnologia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo - Pirassununga, para
realizacdo das analises da composicdo corporal. As amostras coletadas foram congeladas,
moidas, homogeneizadas e liofilizadas para determinacdo de extrato etéreo (Soxlet), proteina
bruta (micro Kjeldahl - Nx6,25) e cinza (mufla a 550°C por 12h) de acordo com os métodos
propostos pela AOAC (2012).
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2.9 Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados, quanto ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e
de homocedasticidade das varidncias (teste de Levene), e apos a verificacdo foram definidos os
testes empregados (paramétrico ou ndo paramétrico): andlise de variancia (ANOVA ) e Tukey,
para dados paramétricos; Kruskal-wallis e de Post Dunn Hoc, para dados ndo paramétricos; ao

nivel de significancia de 5%, por meio do software Past.

3. RESULTADOS

3.1 Parametros de qualidade da dgua

Na Tabela 3, estdo apresentados os parametros de qualidade da agua do viveiro, onde
realizou-se o experimento por 81 dias. Esses parametros mostraram que nao houve diferengas
que pudessem interferir nos resultados obtidos, pois eles permaneceram dentro do limite

estabelecido para conservacdo da vida aquatica (Sipatba-Tavares, 1995).

Tabela 3 - Parametros de qualidade da agua de tilapias-do-nilo, O. niloticus, alimentadas com

probidticos durante 81 dias.

Parametros de qualidade da agua

21° dia 42° dia 63° dia 81° dia
Oxigénio 5,90+0,365 6,11+0,737 6,60£2,60 4,131£0,115
pH 7,25+0,071 7,61+0,127 7,490,820 7,24+0,064
Temperatura 26,431,150 28,050,810 30,571,250 32,67+0,577
Amonia 0,250 0,250 0+0 10

42  Ensaio de desempenho zootécnico de crescimento

De acordo com os resultados de desempenho zootécnico (Tabela 4), a aplicacdo de
probidticos via oral influenciou de forma positiva na varidvel de biomassa total final, sendo
que os tratamentos T1 (B. velezensis), T2 (B. pumilus), T3 (B. subtilis) e T6 (mistura de todos os

probidticos) proporcionaram médias superiores em relagao ao controle (Figura 1). A conversao
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alimentar aparente (CAA) e taxa de eficiéncia proteica (TEP) de peixes alimentados com os
probidticos T2 (B. pumilus) e T6 (mistura de todos os probiéticos) foram semelhantes com o TO
(grupo controle). No entanto, para os grupos alimentados com os tratamentos T1 (B. velezensis),
T3 (B. subtilis) e TS5 (E. faecium), estes indices foram menores. Nao houve diferencas

significativas para as demais varaveis, entre os tratamentos.

Tabela 4 - Ganho de peso (GP), taxa de sobrevivéncia (TS), conversdo alimentar aparente
(CAA), taxa de crescimento especifico (TCE), taxa de eficiéncia proteica (TEP) e biomassa total
de peixes, com o0s respectivos coeficientes de variagdo (CV) do experimento com tilapia-do-

nilo, O. niloticus, ap6s 81 dias de tratamento.

Variaveis TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 cv Pl
-value
controle B. velezensis ~ B. pumilus B. subtilis E. hirae E. faecium mix (%)
GP (g) 88,57 92,66 94,30 91,91 88,92 90,99 92,71 3,85 0,43
+3,33 3,06 +2,64 1,35 5,78 +4,08 +2,76
TS (%) 90,80 92,90 94,60 93,30 89,60 90,80 96,30 4,40 0,1243
+0,72 1,44 2,60 1,91 5,77 1,91 2,17
CAA 1,10¢ 1,14 ab 1,10¢ 1,13°b 1,162 1,13°b 1,11¢ 1,08 0,0004
10,01 10,01 +0,02 +0,02 10,01 +0,01 +0,02
TCE 437 443 1442 436 437 4,40 443 053 0285
(%.dia?) 10,06 +0,03 10,01 10,01 +0,08 10,05 10,06
TEP (%) 2,45a 2,38b 2,463 2,390 2,34¢ 2,39b 2,44a 0,56 0,0006
10,01 10,02 +0,05 10,04 10,01 10,01 +0,03
Biomassa (g) 6.62833¢ 7.081,67 b 7.336,67 2 7.063,332b 6.551,67¢  6.801,67% 7.338332 59y 0,001

220,25 +131,56 162,89 213,38 +323,51 208,95 +79,74

abe] etras diferentes em uma mesma linha demonstra diferenga significativa (p<0,05) entre as médias dos

valores pelo teste de Duncan.
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Figura 1 - Médias e desvios-padrdo da biomassa total das tilapias-do-nilo (O. niloticus) (g), alimentadas
com diferentes bactérias probidticas e em diferentes tempos. (TO - controle, T1 - Bacillus velezensis na
ragdo, T2 - Bacillus pumilus na ragao, T3 - Bacillus subtilis na ragdo, T4 - Probidtico Enterococcus hirae na
ragdo, TS - Enterococcus faecium na ragdo e T6 - mix - B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae e E.
faecium).

*Letras diferentes em uma mesma linha demonstra diferenca significativa (p<0,05) entre as médias dos

valores pelo teste de Duncan.

3.3 Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)

O dendograma elaborado (Figura 2) demonstra o grau de similaridade do perfil
microbiolégico do intestino de peixes alimentados com dietas controle (T0) e experimentais
(T1, T2, T3, T4, T5 e T6). Os grupos controle, T1, T2 e T3 apresentaram similaridade acima de
0,80 entre réplicas. No entanto, a mesma tendéncia nao foi verificada em T4, T5 e T6,
apontando resultados distintos para o mesmo tratamento. As bactérias E. hirae (T4), E. faecium
(T5) ou o mix (T6) proporcionaram efeitos divergentes sobre a microbiota intestinal, entre os
individuos da espécie tilapia-do-nilo.

Ao comparar o controle(T0) com os demais, os peixes do grupo T3 (B. subtilis), T4 (E.

hirae), T5 (E. faecium) e T6 (mistura de todos os probidticos) apresentaram perfis
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microbiolégicos diferentes, valores abaixo de 0,2. O grau de similaridade foi maior para T1,
com 0,6 , seguido por T2, com 0,4.

Com base no namero de bandas obtidas, os pardmetros ecolégicos calculados
demonstraram diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 8), para indice de
Shannon (H) (Figura 3), riqueza (R) (Figura 4) e de habitabilidade (Rr) ( Figura 5).

Neste estudo, o valor de H (Indice de diversidade de Shannon) referente ao T4 foi
superior ao T1 e T5, sendo este tltimo, inferior a T2. O grupo controle apresentou indice
semelhante em comparacdo aos demais tratamentos (Figura 3). Para riqueza de espécies (R),
os peixes alimentados com dietas TO e T1 apresentaram n° de espécies inferiores aos demais
tratamentos. Para os grupos T3 e T4, estes obtiveram valores superiores a T2, T5 e T6 (Figura
4).

Os indices de habitabilidade (Rr) mostraram que os tratamentos T3 (B. subtilis) e T4 (E.
faecium) foram superiores aos demais. Os gruposTO (controle) e T1 (B. velezensis) apresentaram
valores semelhantes ao T5 (E. faecium) e T6 (mistura de todos os probidticos), porém, inferior

ao T2. (Figura 5).
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Figura 2. Dendograma da analise da microbiota intestinal de tilapias-do-nilo  alimentadas com dietas contendo
probiéticos por 81 dias (TO - controle, T1 - Bacillus velezensis na ragdo, T2 - Bacillus pumilus na ragdo, T3 - Bacillus
subtilis na racdo, T4 - Enterococcus hirae na racao, T5 - Enterococcus faecium na racao e T6 - mix - B. velezensis, B.

pumilus, B. subtilis, E. hirae e E. faecium).
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Figura 3. Indice de diversidade de Shannon (H) da microbiota intestinal de tilapias-do-nilo alimentadas com dietas
contendo probiéticos por 81 dias (TO - controle, T1 - Bacillus velezensis na ragdo, T2 - Bacillus pumilus na ragdo, T3 -
Bacillus subtilis na racdo, T4 - Enterococcus hirae na ragdo, T5 - Enterococcus faecium na ragdo e T6 — mix - B. velezensis,

B. pumilus, B. subtilis, E. hirae e E. faecium).

35

a a
30 ) b
b
25
) c C
1
1
0
TO T T2 T3 T4 TS5 T6

Figura 4. Riqueza de espécies (R) da microbiota intestinal de tildpias-do-nilo alimentadas com dietas contendo
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probidticos por 81 dias (TO - controle, T1 - Bacillus velezensis na racdo, T2 - Bacillus pumilus na racdo, T3 - Bacillus
subtilis na ragdo, T4 - Enterococcus hirae na racao, TS - Enterococcus faecium na racdo e T6 - mix - B. velezensis, B.

pumilus, B. subtilis, E. hirae e E. faecium).
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Figura 5. Habitabilidade (Rr) da microbiota intestinal de tildpias-do-nilo alimentadas com dietas contendo

probidticos por 81 dias. (TO - controle, T1 - Bacillus velezensis na ragdo, T2 - Bacillus pumilus na ragdo, T3 - Bacillus

subtilis na racdo, T4 - Enterococcus hirae na ragdo, TS - Enterococcus faecium na racdo e T6 — mix - B. velezensis, B.

pumilus, B. subtilis, E. hirae e E. faecium).

Tabela 8. Parametros ecologicos de tildpias-do-nilo, O. niloticus, alimentadas com probiéticos

durante 81 dias.

Inclusao de probiédticos (concentragao 1g.kg?! de dieta)

Variaveis T T1 ™ T3 T4 T5 T6e  CV (%) P-value

Controle  B. velezensis ~ B. pumilus B. subtilis E. hirae E. fuecium MIX
2,59abe 2,47bc 2,69ab 2,574abe 2,762 2,38¢ 2,54abc

H +0,08 +0,14 +0,33 +0,10 +0,25 +0,16 +0,15 7,92 0.0108
16,13¢ 16,5¢ 21,25b 29a 27,88a 21,13k 21,63b

R +2,12 +2,12 +4,76 +1,58 +1,83 +5,55 +2,18 15,9 <.0001

Rr 49,19¢ 51,2¢ 90,55 134,962 124,862  76,34bc 75,58bc <0001
+15,27 +13,00 + 37,69 +1483 +1646 +3735 £14,95 29,43 ’

TO - controle; T1 - Bacillus velezensis; T2 - Bacillus pumilus; T3 - Bacillus subtilis; T4 - Enterococcus hirae;

Enterococcus faecium; T6 —-mix - B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae; E. faecium;

H- indice de Shannon; R- riqueza de espécies; Rr- habitabilidade
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3.4 Hemograma, glicemia, lactato burst respiratério, lisozima

As andlises hematologicas demonstraram que as contagens de trombdcitos e baséfilos
foram diferentes significativamente (P<0,05) entre os tratamentos. O namero de trombdcitos
de peixes do grupo T1 (B. velezensis) foi superior em relacdo ao T4 (E. hirae), T5 (E. faecium) e
T6 (mistura de todos os probiéticos), e semelhante ao TO (controle) e T2 (B. pumilus). No caso
de basdéfilos, os animais alimentados com T3 (B. subtilis), TS (E. faecium) e T6 (mistura de todos
0s probidticos) apresentaram valores superiores aos que receberam TO (controle), T1 (B.
velezensis) e T2 (B. pumilus). Para os demais indices, estes foram semelhantes entre os
tratamentos (Tabela 5).

A glicemia, lactato, atividade de lisozima e de burst respiratério, os resultados também

foram similares entre os grupos experimentais (Tabela 6).
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Tabela 5. Eritrograma, leucograma e trombograma de tilapias-do-nilo, O. niloticus, alimentadas com probiéticos durante 81 dias.

Variaveis

Inclusdo de probiéticos (concentracao 1g kg de dieta)

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6
CV (%)  p-value
Controle B. velezensis B. pumilus B. subtilis E. hirae E. faecium Mix
2,01 2,10 2,04 2,12 2,33 2,36 2,15
RBC (106 mm-3)*
0,21 +0,12 +0,08 0,11 *0,12 0,15 +0,09
30,56 30,78 28,06 27,72 29,72 30,72 27,72
Ht (%)* 13,98 0,36
0,93 2,27 +1,14 1,44 1,04 +1,42 0,75
8,55 8,55 8,87 8,13 8,62 9,03 8,39
Hb (g dL1) * 10,81 0,48
+0,24 +0,36 +0,27 *0,35 *0,32 +0,38 +0,22
177,05 154,5 138,23 132,71 129,16 132,30 130,31
VCM (fL) * 35,38 0,36
134,62 1+23,28 +6,06 8,31 16,06 7,04 5,62
50,10 42,05 43,74 38,63 37,32 38,98 39,27
HCM (pg) * 31,60 0,42
110,26 +4,05 +1,69 1,12 1,30 +2,05 +1,33
28,05 28,23 31,75 29,59 29,10 29,62 30,37
CHCM (g dL1) * 9,07 0,07
+0,54 +0,95 +0,63 *1,03 +0,84 +1,13 10,97
49.139,07 60.790,48 45.703,51 62.937,62 39.294,14 41.715,28 48.038,37
Leuc (mm3)** 48,27 0,33
+8.806,43 +11.468,14 +9.848,78 +8.814,50 +5.381,21 +5.108,25 +2.847,06
44.538,07 55.141,28 41.659,19 55.301,73 34.734,15 35.934,35 42.244,51
Lf (mm-3)** 49,42 0,38
+8.146,10 +10.856,89 +8.731,08 17.764,67 +4.903,76 +4.331,82 +2.807,63
1.693,29 2.531,65 1.589,91 2.330,03 1.811,91 1.938,35 1.623,08
Nt (mm?3) * 59,44 0,49
+374,45 +370,88 +541,75 +330,24 +424,50 +373,51 +158,55
1.073,10® 1.405,88 b 1.435,74 b 4.205,83a 2.289,33 ab 3.152,002 3.139,462
Bs (mm3)** 80,59 0,01
+266,77 +408,21 +432,60 +1.091,23 +542,54 +744,53 +641,51
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731,53 617,80 507,64 140,63 34,74 121,22 270,91

Es (mm3) * 173
+267,39 +332,49 +202,49 +70,64 $23,38 161,16 217,27
1103,08 1.093,87 511,02 959,40 424,02 569,36 760,41
Mn (mm-3)** 76,31
+320,24 +260,05 +133,35 228,69 +70,01 176,96 +143,53
23.098,50 ab 35.546,802 27.890,06 ab 27.724,62 ab 22.444,62° 16.211,13V 18.081,92b
Tr (mm3)* 49,76
+4.388,86 +5.182,76 +4.996,86 +4.204,65 +3.161,64 +2.473,92 +3.312,38

0,10

0,16

0,03

TO - controle; T1 - Bacillus velezensis; T2 - Bacillus pumilus; T3 - Bacillus subtilis; T4 - Enterococcus hirae; T5 - Enterococcus faecium; T6 -mix - B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis,
E. hirae e E. faecium; RBC = Eritrécitos; Ht = hematdcrito; Hb = Hemoglobina; VCM= Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Médio; CHCM =
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Media; Leuc = Leucdcitos Totais; Lf = Linfécitos; Nt = Neutroéfilo; Bs = Baséfilo; Es = Eosinéfilo; Mn = Mondcito; Tr = Trombécito
*ANOVA (anélise paramétrica). Letras diferentes em mesma linha demonstra diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan (p<0,05).

**Teste de Kruskall-Wallis (analise ndo paramétrica). Letras diferentes em mesma linha demonstra diferenca significativa entre as medianas pelo teste de Post Hoc Dunn (p<0,05).
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Tabela 6. Glicemia, lactato, lisozima sérica e burst respiratério de tilapias-do-nilo, O. niloticus,

alimentadas com probiéticos durante 81 dias.

Inclusdo de probiéticos (concentracao 1g.kg? de dieta)

Variaveis T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 Ccv ool
-oaiue
Controle B. velezensis B. pumilus B. subtilis E. hirae E. faecium Mix (%)
53,78 49,33 44,67 48,78 45,00 42,11 43,78
Glicemia* 18,06 0,07
+10,56 5,00 11,39 8,72 +7,19 +7,56 16,98
19,76 16,82 20,71 21,86 16,70 18,36 18,08
Lactato* 32,60 0,49
+4,05 5,17 5,45 4,84 +3,76 +8,51 9,09
819,17 934,07 688,89 717,04 1002,59 783,75 804,07
Lisozima* 49,75 0,67
+224,68 +623,04 +181,13 275,74 +639,82 +206,78 +375,48
Burst 0473 0,481 0,469 0,428 0,482 0,500 0,527
26,74 0,67
respiratorio** +0,09 +0,19 +0,09 +0,14 +0,07 +0,17 +0,06
TO - controle; T1 - Bacillus velezensis; T2 - Bacillus pumilus; T3 - Bacillus subtilis; T4 - Enterococcus hirae; TS -
Enterococcus faecium; T6 -mix - B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae e E. faecium
*ANOVA (andlise paramétrica)
**Andlise de Kruskal-Wallis (andlise ndo paramétrica).
3.5 Composigao quimica dos peixes
Os resultados de composigdo quimica dos peixes inteiros demonstraram que os
probidticos ndo promoveram alteracoes relevantes em comparacdo ao grupo controle (Tabela
7).
Tabela 7. Composicao centesimal dos peixes, base na matéria seca (%) de tildpias-do-nilo, O.
niloticus, alimentadas com probiéticos durante 81 dias em hapas.
Inclusdo de probiéticos (concentracio 1g.kg? de dieta)
Variaveis TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 Ccv
P-value
Controle B. velezensis B. pumilus B. subtilis E. hirae E. faecium Mix (%)
51,21 48,62 50,04 48,44 51,11 49,14 50,06
PB* 2,83 0,15
+1,71 +1,90 0,77 1,66 +1,14 1,59 +0,38
15,86 15,66 15,68 14,68 15,34 14,92 15,09
MM* 3,54 0,13
+0,35 +0,18 11,01 +0,13 +0,43 10,27 +0,78
28,49 26,72 30,58 30,48 28,35 31,04 29,59
EE** 12,69 0,78
+1,31 7,81 +2,49 +3,83 +2,28 2,06 +1,96
4,43 9,00 3,69 6,39 5,20 4,50 5,25
ENN** 84,06 0,57
+1,61 8,92 +1,57 5,96 +2,07 +1,58 +1,72

TO - controle; T1 - Bacillus velezensis; T2 - Bacillus pumilus; T3 - Bacillus subtilis; T4 - Enterococcus hirae; TS -
Enterococcus faecium; T6 -mix - B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae; E. faecium;

PB - proteina bruta, MM-matéria mineral, EE - extrato etéreo, FB-fibra bruta, ENN-extrativo ndo nitrogenado.
*ANOVA (analise paramétrica)

**Andlise de Kruskal-Wallis (andlise ndo paramétrica).
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4. DISCUSSAO

O fornecimento de dietas com a inclusdo de bactérias pré-selecionadas promoveu efeitos
positivos sobre o desempenho zootécnico de crescimento, apés 81 dias. Em comparacdao com o
controle, os animais alimentados com dietas contendo Bacillus (B. velezensis, B. pumilus e B. subtilis)
apresentaram valores de biomassa final maior, e no caso de B. pumilus, com a taxa de conversao
alimentar similar. Estes resultados podem ser justificados pelo fato dos Bacillus secretarem uma
variedade de enzimas que participam na degradacdo dos alimentos, biodisponibilidade e
assimilacdo de nutrientes (Soto, 2017) e desta forma, contribui para o ganho de peso do animal e
aumento na, eficiéncia alimentar. Os autores Liu et al. (2017) verificaram que a cepa B. subtilis
HAINUP40 adicionada na ragdo aumentou a atividade enzimatica de proteina e amilase em tilapia-
do-nilo, podendo ter estimulado a sua produgao endégena.

A microbiota intestinal dos peixes contribui para funcdes essenciais, como inibicdo de
bactérias patogénicas, competicdo por nutrientes e adesdo a mucosa intestinal, producao de fatores
antimicrobianos que auxilia na resposta imune e digestao alimentar (Soltani et al., 2019).

Para Sun et al. (2010), a inclusdo de B. pumilus e B. clausii melhorou a taxa de conversao
alimentar de garoupa (Epinephelus coioides), apds 60 dias de experimentacdo. Segundo (Aly et al.,
2008), tilapias-do-nilo alimentadas com dieta contendo B. pumilis isoladas de gonadas de tilapia
mostraram aumento no desempenho de crescimento das mesmas.

Portanto, o tempo de administracao do probiético é um fator importante para promover os
efeitos benéficos, como a producdo de enzimas digestivas, inibicdo da proliferacdo de bactérias
patogénicas, entre outros (Guimardes et al., 2019). Neste estudo, verificou-se que a diferenca
significativa na biomassa foi observada entre o0 63° e 81° dias de experimento.

Neste estudo foi observado uma modulagdao da microbiota intestinal de tildpias-do-nilo
alimentadas com dietas contendo probidticos em dois agrupamentos, com diferentes padrdes de
banda em relagdo aos tratamentos TO controle, T1 B.velezensis e T2 B. pumilus. O uso de Bacillus sp.
na dieta modulou a microbiota intestinal de garoupa e estimulou o desenvolvimentode
microrganismo benéficos como Enterococcus ssp. e B. pumilis, inibindo a colonizagdo de bacterias
patogénicas como Staphylococcus e Vibrio ponticus (Yang et al., 2012). He et al., (2013) também
observou que a béacteria probiotica B. subtilis modula a microbiota intestinal, isso pode ser
atribuida a producao de substancias com atividade de biomodulagao como a iturina e lipoproteinas.

Os animais alimentados com dietas contendo B. subtilis (I3) e E. hirae (T4) apresentaram
maior indice ecolégico de riqueza e habitabilidade (p<0,05) em relagdo aos demais tratamentos.

Este fato pode indicar algum antagonsimo ou taxas divergentes de crescimento entre as bactérias
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de T6 (B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae e E. faecium), pois, esperava-se efeito maior destes
indices ecolégicos em relacdo aos demais, uma vez que neste tratamento estao presentes B. subtilis
e E. hirae, como apresentado no trabalho de Ramos et al. (2013), que verificaram efeito sinérgico
de probidticos compostos por Bacillus sp., Pediococcus sp., Enterococcus sp. e Lactobacillus sp. nos
parametros ecolégicos Indice de diversidade de Shannon e Riqueza, para truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). Para estes autores, a concentragdo de probiéticos interfere no crescimento
do animal e modulacdo da microbiota, e observaram o aumento do indice de Shannon em peixes
alimentados com menor nivel de inclusao.

A escolha de espécies para compor o probiético deve ser ponderada, verificando-se os
possiveis efeitos sinérgicos ou antagodnicos, por metodologias de simulacdes das condi¢des
gastrointestinais (Forssten and Ouwehand, 2017). Sun et al. (2012) atribui a modulacdo da
microbiota intestinal a competicdo entre as bactérias probidticas e patdégenicas, melhorando as
condigdes para as bactérias comensais.

Os peixes alimentados com dietas contendo bactérias probiéticas apresentaram diferengas
nas varidveis hematolégicas, no nimero de basodfilos e trombécitos. Resultados similares foram
encontrados por Nakandakare et al. (2013), que adicionaram o probidtico antes e apds o
processamento de peletizacdo da racdo, na dieta de juvenis de tilapia-do-nilo e, ndo observaram
diferencas significativas entre os tratamentos, na contagem de linfécitos, leucécitos, neutréfilos,
monocitos.

O uso de probiético promoveu contagens mais altas de trombdcitos em relagdo ao controle,
em hibrido de surubim (Pseudoplatystoma corruscans x P. reticulatum) (Mourifio et al., 2017; Telli et
al., 2014). Os individuos alimentados com a bactéria B. velezensis (T1) apresentaram nimeros
superiores de trombdcitos em comparagao ao mix (16). Pode-se inferir que a presenca de bactérias
E. hirae e E. faecium no mix pode ter interferido no efeito do Bacillus, ja que estas cepas também
apresentaram valores inferiores. A atividade fagocitica do trombdcito foi constada em linguado
(Psetta mdxima L.) por Burrows et al. (2003). Os trombdcitos coletados em amostras de sangue de
carpas (Cyprinus carpio) demonstraram a habilidade em ingerir bactérias (0,50 a 3 pm) (Nagasawa
et al., 2014). No entanto, Passantino et al. (2005), ao analisar as amostras de biofilme de sangue de
truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) acidentalmente infectadas Candida albicans, ndo verificaram a
fagocitose pelos trombodcitos, mas sim a capacidade de interacdo com eritrécitos, macroéfago,
linfécitos e granuldcitos, sugerindo que este possa atuar na interface entre o sistema imune inato e

adquirido.
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Jatobd et al., (2008) obtiveram niimeros mais altos de eritrdcitos e trombodcitos para animais
alimentados com dieta contendo Lactobacilllus plantarum e desafiados com Enterococcus durans.

Os basofilos sao leucécitos, que sdo raramente encontrados em sangue de peixes
(Pitombeira, M. da S. and Martins, 1970). A fungdo dos baséfilos esta relacionada com infestagdes
de parasitas, fagocitose e processos alérgicos (Satake et al., 2009).

A adigdo do probiético na dieta pode melhorar a resposta imune inata, com aumento na
producao de lisozima e burst respiratorio, verificado em peixes alimentados com Bacillus subtilis
(Liu et al., 2017; Telli et al., 2014). De acordo com Diaz-Rosales et al. (2009), a capacidade em
estimular a atividade de burst respiratério de fagécitos pode estar correlacionada com as
caracteristicas de cepa, em vez do género da bactéria.

Neste trabalho, ndo foram encontradas diferencas significativas na atividade de lisozima e
de burst respiratorio, talvez pelo fato das analises imunolégicas (Burst respiratério e lisozima)
terem sido realizadas ao final do experimento (apds 81 dias de administragdo dos probiéticos), o
que poderia ter ocorrido também no inicio do experimento. Para (Noffs et al., 2015) robalos-flecha
(Centropomus undecimalis) alimentados com dieta suplementada com Bacillus subtilis, em regime
alternado de sete dias, apresentaram melhor resposta no burst respiratério, o que indica que o
tempo de administragdo do probidtico interfere no sistema imune do animal, este autor estabeleceu
o tempo de sete dias baseado em estudo anterior, feito com alevinos de robalo, alimentados com
ragdo suplementada com B. subtilis, ap6s sete dias apresentaram melhor resposta no burst
respiratdrio e ap0s este periodo houve uma piora na resposta do mesmo. A deteccao de um agente
patogénico pelos fagdcitos gera a formagdo de radicais livres (superéxido (Oz), conhecido como
burst oxidativo, e desencadeia a formacdo de compostos com alto potencial bactericida, como
peroxido de hidrogénio, dcido hipocloroso e peroxinitrito (Biller e Takahashi, 2018). O aumento
da atividade de lisozima pode ser verificado em momento de estresse, perante a presenca de um
patégeno (Saurabh e Sahoo, 2008).

Em momentos de estresse, glicemia e lacatato tendem a aumentar como resposta secundaria,
para fornecer energia ao animal (Barton, 2002; Martinez Cruz et al., 2012). Ao fornecer o probiético
Shewanella putrefaciens Pdpll, Varela et al. (2010) verificaram niveis mais baixos de glicose
sanguinea e de lactato em animais submetidos ao estresse de alta densidade de estocagem. No
presente estudo, verifica-se uma tendéncia de que o grupo controle tenha apresentado valor mais
alto de glicose (P=0,07) em relacdo aos demais tratamentos com probiético. No entanto, para niveis
de lactato, os valores foram semelhantes entre os individuos alimentados com dieta controle e

testes. Para constatar o efeito positivo dos microrganismos sobre estas duas varidveis, a realizacao
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de ensaios que envolvam o estresse como a hipdxia, variagdo de temperatura de dgua, transporte,
densidade de estocagem seriam pertinentes.

Assim como neste trabalho, Telli et al., (2014) ndo observaram diferencas significativas em
relagdo a composicdo quimica de tilapia-do-nilo, alimentadas com o probidtico B. subtilis, e
atribuiram valor de umidade mais alto em funcdo da densidade de estocagem, que interfere
diretamente no crescimento do animal. Para Ramos et al. (2017), o possivel efeito da utilizagdo de
mix de probidticos (Bacillus sp., Pediococcus sp., Enterococcus sp. e Lactobacillus sp.) sobre a
composicdo de carcaga provavelmente seria constado em fase pés-larval e alevinos de truta arco-
iris. Lara-Flores et al. (2003) verificaram o aumento de lipideos em alevinos de tildpia-do-nilo
alimentados com levedura e probiotico comercial ALL-LAC™, composto por Streptococcus faecium
e Lactobacillus acidophilus. Além disso, a composi¢do da dieta (alta e baixa porcentagem de proteina)

também contribuiram para a alteragdo dos valores de proteina e lipideos da carcaca dos peixes.

5. CONCLUSAO

Bactérias isoladas e pré-selecionadas do intestino e muco de tilapias-do-nilo do grupo T2
(B. pumilus) e T6 (B. velezensis, B. pumilus, B. subtilis, E. hirae e E. faecium), na alimentacdo, podem
ser utilizadas como probidtico para a melhora no desempenho de crescimento e modulacdo da

microbiota intestinal.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os probidticos sdo produtos muito visados atualmente para todas as espécies,
principalmente por atuarem no sistema imune, proporcionando a diminuicao da utilizacao de
medicamentos como os antibidticos. Para animais de produgao, estdo sendo amplamente
estudados também como promotor de crescimento. Neste estudo foi possivel observar que
alguns dos probiéticos avaliados, foram eficientes no desempenho zootécnico de crescimento
e na modulagdo da microbiota intestinal, afirmando o potencial dos mesmos para

comercializacao.

Estudos para avaliar se ha efeito antagonico entre as bactérias utilizadas podem ser
realizados, uma vez que foram verificados efeitos benéficos em algumas delas separadamente
e ndo na utilizacdo delas juntas. Assim como seria pertinente efetuar a identificacdo das
bactérias da microbiota intestinal avaliadas no DGGE para melhor entendimento da
modulagdo ocorrida quando fornecido dietas aditivadas com os probidticos. Os parametros
hematolégicos e imunolégicos podem ser analisados ao longo do experimento e ndo apenas
ao final, para que seja verificado com quanto tempo se tem inicio os efeitos benéficos e se eles

permanecem ao longo do tempo.

Em estudos anteriores, in vitro, as bactérias utilizadas neste trabalho apresentaram
capacidade de inibir algumas bactérias patogénicas, como Aeromonas hydrophila e Streptococcus
agalactiae, por isso sugere-se que estudos de infec¢do experimental sejam elaborados no futuro

para que se tenha conhecimento da eficacia destes probiéticos como inibidores de patégenos.
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