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RESUMO

A reversao sexual é considerada uma das fases mais criticas no sistema de
producdo de tilapias. Neste sentido, objetivou-se avaliar a utilizagdo do
prebidtico Active-Mos® e de dois probiéticos (PAS-TR® — Bacillus cereus -
4,0x108 UFC g* e Bacillus subtilis - 4,0x108 UFC g; e Bioplus 2BC® — Bacillus
subtilis - 1,6x10'° UFC g* e Bacillus licheniformis - 1,6x10'° UFC g?) testados
juntos e separadamente na alimentacdo de pés-larvas (PL) de tilapia-do-nilo
durante o periodo de reversdo sexual. O experimento foi realizado em duas
etapas, na primeira, foram utilizadas 2.160 PL com 3 dias ap0s a ecloséo
(10,39 + 0,85 mm e 12,28 + 3,15 mg), estocadas em 24 aquarios com volume
util de 30 L na densidade de 3,0 PL.L1, onde foram avaliados os parametros de
desempenho zootécnico de crescimento, composicdo corporal, recuperacéo
bacteriana e histomorfometria das vilosidades intestinais. Na segunda etapa,
foram utilizados 240 animais (4,28+0,19cm e 1,19+0,09g) provenientes da
etapa anterior na densidade de 10 PL.aquario! e foram avaliados a
sobrevivéncia e nivel de protecéo relativa (NPR) ap6s desafio bacteriano com
Aeromonas hydrophila. A metodologia de analise de orcamentos parciais foi
aplicada nos dados referentes as duas fases. Em ambas as etapas foram
utilizados 6 tratamentos com 4 repeticbes em delineamento experimental
inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA), seguido do teste de Tukey (p<0,05). A inclusdo dos aditivos nao
afetou significativamente os parametros de desempenho de crescimento,
sobrevivéncia e histomorfométricos avaliados. Apos infeccdo experimental, foi
verificada influéncia positiva da inclusdo dos aditivos tanto no NPR quanto nos
lucros parciais. Dessa forma, recomenda-se a utilizacdo do simbidtico (Active-
MOS® + Bioplus 2BC®) em pisciculturas que tenham surtos recorrentes de
bacteriose nas PL de tilapia—do-nilo durante a fase de reversao sexual.

Palavras-chave: Reversdao sexual, Larvicultura, Prebio6tico, Probi6tico,
Simbidtico



ABSTRACT

The sex reversal is considered the most critical stage in fish production. This
study aimed to evaluate the use of the prebiotic Active-Mos® and two probiotics:
PAS-TR® (Bacillus cereus - 4,0x108 UFC g and Bacillus subtilis - 4,0x108 UFC
g?l) and Bioplus 2BC® (Bacillus subtilis - 1.6x10° UFC g*! and Bacillus
licheniformis - 1.6x10%° UFC g) tested separately and together, in the diet of
Nile tilapia post-larvae (PL) during the sex reversal phase. The experiment was
conducted in two stages: firstly, a total of 2,160 of 3-days old post larvae (10.39
+ 0.85 mm and 12.28 + 3.15 mg) were used, and distributed in 24 tanks of 40L
each (3,0 PL.L1). Growth performance, chemical analysis of carcass, bacterial
recovery and histomorphometry of intestinal villi were evaluated. For the second
experiment, 240 tilapia (4.28+0.19cm e 1.19+0.09g) from the previous
experiment were used and stocked at 10 PL.aquarium™. The parameters
evaluated were survival and level of relative protection after bacterial challenge
with Aeromonas hydrophila. Partial cost analysis was performed to dataset from
both experiments. Six treatments with four replications in a completely
randomized design were used for both experimental stages. Data were
submitted to analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test (p<0.05).
Additives in the diet of tilapia post-larvae did not determine significant
differences in growth, survival, microbiological or histomorphometric parameters
in this study. After the experimental infection, positive influence of the additive
inclusion was observed on the level of relative protection and partial cost gains.
Based on the results of this study we recommend the use of symbiotic (Active-
MOS® +Bioplus 2BC®) in the farming of Nile tilapia PL with recurrent outbreaks
of bacterial diseases in PL of Nile tilapia during the sexual reversal phase.

Key Words: Sex reversal, Larvae -culture, Nutrition, Prebiotic, Probiotic
Synbiotic.
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1. INTRODUCAO GERAL

Dados da FAO (2016) estimam que a produc¢do aquicola mundial deve
alcancar 195,9 milhGes de toneladas em 2025, observando-se um aumento de
17% em comparacdo a producdo de 2013-2015 que foi de 166,8 milhdes,
sendo que quase todo esse aumento ocorrera nos paises em desenvolvimento.
A estimava é que as espécies de 4gua doce serdo responsaveis pela maior
parte deste crescimento, podendo representar aproximadamente 60% da

producéo total.

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) pertence a familia dos ciclideos
e € atualmente uma das espécies de maior importancia na aquicultura mundial.
Sua producéao tem sido o grande destague nacional, com um aumento de 105%
(de 64.857,5t para 132.957,8t) entre os anos de 2003 a 2009. Foi a quarta
espécie mais produzida no mundo em 2014 (FAO, 2016) e hoje € a espécie de
peixe mais cultivada no Brasil, representando 47% da producdo nacional
(SEBRAE, 2015).

No Mapeamento do Cenario Mercadoldgico da Aquicultura no Brasil
realizado pelo SEBRAE, a tilapia apresenta inUmeras vantagens como a
aceitacdo da proteina de origem vegetal, alta resisténcia ao manejo em alta
densidade, bom desempenho produtivo, alcancando de 600 a 800 gramas
entre quatro e seis meses de cultivo e resisténcia a amplitude térmica da agua,
com temperatura ideal para seu desenvolvimento variando entre 25 e 30° C,
permitindo a sua facil adaptacdo as variadas condi¢cdes de cultivo. Essas
caracteristicas fazem desta espécie uma das mais indicadas e mais produzidas
em sistema intensivo (EL-SAYED, 2006; TEIXEIRA, 2006; NOGUEIRA e
RODRIGUES, 2007; AYROZA, 2009; SCHWARZ et al., 2010; SEBRAE, 2015).

Os recentes avangos no desenvolvimento de técnicas de producéo
permitiram que a criacdo intensiva se estruturasse pelas vantagens,
principalmente no aumento da produtividade e minimizacdo dos custos de
producdo (TOYAMA et al., 2000). No entanto, a intensificacdo na producédo
exige uma maior dependéncia no uso de alimentos formulados, podendo afetar
a qualidade da &gua do sistema, favorecendo a multiplicacdo de
microrganismos em consequéncia da elevacdo da matéria organica (KUBITZA,



2005; MEIRELLES, 2010). Logo, nos sistemas de producdo intensiva de
peixes, a sanidade passa a ser um dos aspectos mais importantes para a
criacdo comercial, ndo sO para tilapia, mas para todas as espécies (ZAGO,
2012).

As altas densidades de estocagem dos peixes nas criagdes comerciais
aumentam a susceptibilidade a infec¢cdes por bactérias, que se proliferam
rapidamente em ambiente aquaticos, sendo um dos principais problemas
enfrentados pela industria aquicola (FAO, 2004; SMITH et al., 2003; SANTOS,
2005),

Dentre as bactérias relacionadas a surtos no cultivo de tilapias, estédo
as do género Aeromonas, que sao consideradas um dos principais agentes
com potencial patogénico em pisciculturas intensivas, sendo responsaveis por
perdas econdmicas e, por serem espécies oportunistas, que habitam também
no material em decomposi¢cdo na agua e no fundo dos viveiros (SOUZA e
SILVA-SOUZA, 2001; DUGENCI e CANDAN, 2003).

O sistema intensivo também é utilizado na criacdo de larvas e pos-
larvas de tilapia-do-nilo. Para essa espécie é muito utilizada a tecnologia de
reversao sexual com o hormoénio 17-a-metiltestosterona, visando a obtencéo de
populacdes monossexo macho para a engorda, pois nesta espécie este
apresenta melhor desempenho quando comparado com a fémea (CARRASCO
et al., 1999; STICKNEY, 2000; PHELPS e POPMA, 2000).

Contudo, a larvicultura é o periodo em que ocorrem as maiores
incidéncias de mortalidade, e por isso, a necessidade de se obter alevinos de
qualidade e adotar técnicas de manejos adequadas para a fase (MCINTOSH,
1996; HAYASHI et al., 2002; SOARES et al., 2001; FARIAS et al., 2004).

A busca por alternativas para uma dieta equilibrada que, além de
contribuir para as necessidades nutricionais, possa ser uma alternativa ao uso
de antibidticos e uma opc¢ao na prevencao de enfermidades, tem sido alvo de
diversas pesquisas, constituindo assim os chamados alimentos funcionais
(SANDERS, 1998; SILVA e NORBERG, 2003).

Esses alimentos tém sido adotados como estratégias para prevenir as

enfermidades e manter os plantéis mais saudaveis. Entre eles se incluem os
2



probidticos e prebidticos, que ja vém sendo aplicados na aquicultura, com
objetivo de garantir um desempenho zootécnico satisfatorio e reduzir a carga
de bactérias indesejaveis no trato intestinal dos peixes, aumentando a taxa de
sobrevivéncia por meio do aumento na resisténcia imunoldgica dos peixes as
doencas infecciosas (SAKAI, 1999; RAA, 2000; OLIVEIRA et al., 2002;
ARAUJO, 2006; LIMA et al., 2009).

Os probiodticos, das diversas conceituagbes, foram descritos por
FULLER (1989) como microrganismos vivos que beneficiam a saldde do
hospedeiro pelo equilibrio da microbiota intestinal. Dentre os varios critérios
adotados para se considerar tais organismos vivos como probidticos, além de
nao serem patogénicos e serem resistentes aos sais biliares, enzimas
digestivas, e ao pH baixo do estdbmago, devem possuir de acordo com
COLLINS et al. (1999) e SAARELA et al. (2000), a capacidade de se aderir a
mucosa intestinal e fazer a colonizacdo, mesmo que temporaria, do trato

gastrintestinal.

Esses organismos interferem de forma benéfica no sistema
imunologico dos peixes (KIM e AUSTIN, 2006; INOOKA et al., 1986) atuando
como promotores de crescimento e moduladores do sistema imunitario,
promovendo um aumento na tolerancia ao estresse (VERSCHUERE et al.,
2000; RINGO et al., 2005; WANG et al., 2008) e inibindo o crescimento de
agentes patogénicos no trato digestério por meio da acidificacdo do ambiente e
exclusdo competitiva por locais de adesdo, além de aumentar a atividade
enzimatica (FULLER, 1977; OZAWA et al., 1978; WATKINS e MILLER, 1983;
BAIRAGI et al., 2002).

Diversos microrganismos podem ser utilizados como probiéticos sendo
mais usuais na aquicultura as bactérias do género Bacillus, bactérias
fotossintéticas e, em alguns casos, as leveduras como Saccharomyces
cerevisiae (WANG, 2007; CARNEVALI et al., 2006; WANG e XU, 2006;
MERRIFIELD et al., 2010). Nesse grupo esta o Bacillus subtilis, que € um dos
probioticos mais difundidos na producdo animal, classificado como bactéria
gram positiva ndo patogénica, bastante resistente aos ambientes inospitos e
que habita o solo, a agua, e também a microbiota intestinal de animais

terrestres e aquaticos (KONEMAN, 2007).

3



Bactérias desse género, quando disponibilizadas no ambiente de
cultivo, podem agir de forma positiva sobre os organismos, sendo capazes de
estimular os sistemas digestivo e imune, aumentando a sobrevivéncia e
melhorando o crescimento (GATESOUPE, 1999; ZIAEINEJAD et al., 2006).

Ja os prebidticos podem ser definidos de acordo com GIBSON e
ROBERFROID (1995) como aditivos zootécnicos ndo degradados pelas
enzimas digestivas, mas que sédo fermentados pela flora bacteriana do trato
digestorio e que afetam beneficamente o hospedeiro, estimulando
seletivamente o crescimento e a atividade de bactérias benéficas para o trato

gastrointestinal.

Esses aditivos sdo promissores suplementos alimentares de facil
comercializacdo (OLIVEIRA et al., 2007), sendo utlizados como
imunoestimulantes e capazes de modificar a composicdo da microflora
intestinal, permitindo a colonizacdo predominante de bactérias benéficas, a

partir de um pequeno numero de colbnias presentes (ROBERFROID, 1998).

Os prebidticos podem ser derivados de bactérias e leveduras, como o
mananoligossacarideo (MOS) que é um prebidtico extraido de células de
levedura, facilmente adicionado a dieta dos peixes (SILVA e NORNBERG,
2003) e que de acordo com GIBSON (1998), estimulam o crescimento de
bactérias benéficas, atuando como bloqueadores de sitios de aderéncia de
bactérias patogénicas, reduzindo a capacidade de se manterem no trato
gastrointestinal. O MOS também é eficaz na aglutinacdo de bactérias
patogénicas, impedindo a colonizacdo e proliferacdo destas no intestino
(SANTURIO, 2005), podendo também funcionar como adjuvante para efeito de

exclusdo competitiva.

Tanto os probidticos quanto os prebidticos tém como objetivos
aumentar a resisténcia do hospedeiro e modular os mecanismos de defesa
especificos e ndo especificos contra os patdgenos oportunistas (GALINDO-
VILLEGA e HOSOKAWA, 2004). A fim de se obter maior eficacia de ambos os
produtos, utiliza-se a combinacdo entre eles, para a obtencdo de um efeito

simbidtico (FERREIRA, 2003). A acado simbidtica estabiliza o meio intestinal



aumentando a quantidade de bactérias benéficas que produzem &cido latico, o
que favorece a eubiose (equilibrio intestinal) (FULLER, 1989).

Ambos os aditivos atuam melhorando o sistema imune inespecifico e a
resisténcia dos peixes as infeccbes bacterianas e aos patdgenos oportunistas,
possibilitando uma interacdo entre a parede celular desses aditivos com o
intestino dos peixes, promovendo alteragées na histomorfometria intestinal que
irdo influenciar diretamente na absorcdo de nutrientes e, consequentemente,
no crescimento e na salude dos animais (LARA-FLORES et al.,, 2003;
GALINDO-VILLEGA e HOSOKAWA, 2004; SCHWARZ et al., 2011).

De modo geral, na nutricdo animal, o intestino é um dos 6rgaos de
maior importancia e é onde estdo presentes as vilosidades ou vilos intestinais,
que sao evaginacfes que aumentam a area, a eficiéncia e a capacidade de
absorcdo e onde ocorrem os principais processos de digestdo e absorcao dos
nutrientes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Desta forma, a presenca de bactérias benéficas ira afetar
positivamente a digestdo dos alimentos devido ao funcionamento ideal das
células das vilosidades intestinais, que absorvem o0s nutrientes com maior
eficiéncia (HISANO et al., 2006), melhorando o aproveitamento dos alimentos,
reduzindo a excrecdo de nutrientes com vistas a maximizar a eficiéncia
produtiva e, consequente, melhoria dos custos e da rentabilidade (GATLIN 11l et
al., 2006).

No intuito de publicar os resultados do presente trabalho, foi elaborado
o artigo cientifico intitulado “Prebibtico, probiodticos e simbidticos na alimentacéo
de poés larvas de tildpia-do-nilo: desempenho zootécnico, histomorfometria,
resisténcia bacteriana e orcamento parcial’, seguindo as normas para
publicagdo no periddico cientifico “Aquaculture International”, classificado com
o nivel B-1 no Qualis da CAPES para a area de Zootecnia e Recursos

Pesqueiros.

2. OBJETIVOS



e Objetivos Gerais
Avaliar os efeitos da inclusédo de probidticos e prebidticos na alimentacéo
de pés-larvas de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) durante o periodo de

reversao sexual.

e Objetivos Especificos

- Avaliar os parametros de desempenho zootécnico de crescimento,
microbiolégicos, morfologia intestinal, composicédo corporal e sobrevivéncia de
pés-larvas de tilapia-do-nilo alimentadas com dieta contendo o prebidtico
Active-Mos® e dois probidticos (PAS-TR® e Bioplus 2BC®) testados de forma

associada e separadamente;

- Avaliar os indices de protecdo relativa dos peixes ap0s infeccéo
experimental com a bactéria Aeromonas hydrophila;

- Avaliar o orcamento parcial envolvido com o uso destes aditivos
adicionados a racdo experimental em dois possiveis cenarios, com e sem 0

surto de bactérias.
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PREBIOTICO, PROBIOTICOS E SIMBIOTICOS NA ALIMENTACAO DE POS
LARVAS DE TILAPIA-DO-NILO: DESEMPENHO ZOOTECNICO DE
CRESCIMENTO, RESISTENCIA BACTERIANA E ANALISE DE
ORCAMENTO PARCIAL

RESUMO  Obijetivou-se avaliar a utilizacdo do prebidtico Active-Mos® e de
dois probidticos (PAS-TR® — Bacillus cereus - 4,0x108 UFC g'! e Bacillus
subtilis - 4,0x108 UFC g?; e Bioplus 2BC® — Bacillus subtilis - 1,6x101°UFC gt e
Bacillus licheniformis - 1,6x10° UFC g!) testados juntos e separadamente na
alimentacéo de poés-larvas (PL) de tilapia-do-nilo durante o periodo de reverséo
sexual. O experimento foi realizado em duas etapas. Na primeira, foram
utilizadas 2.160 PL com 3 dias apos a eclosdao (10,39 = 0,85 mm de
comprimento total e 12,28 + 3,15 mg de peso Umido), estocadas em 24
aquarios com volume util de 30 L na densidade de 3,0 PL.L, onde foram
avaliados os parametros de desempenho zootécnico de crescimento,
composicdo corporal, recuperacdo bacteriana e histomorfometria das
vilosidades intestinais. Na segunda etapa, foram utilizados 240 animais
(4,28+0,19cm e 1,19+0,099g), mantidos da etapa anterior, na densidade de 10
PL.aquario?, e foi avaliada a sobrevivéncia, nivel de protecdo relativa (NPR)
apos desafio bacteriano com Aeromonas hydrophila. A metodologia de anélise
de orcamentos parciais foi aplicada nos dados referentes das duas fases. Em
ambas as etapas foram utilizados 6 tratamentos com 4 repeticbes em
delineamento experimental inteiramente casualizado. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey
(p<0,05). A incluséo dos aditivos ndo afetou significativamente os parametros
avaliados. Apods infeccdo experimental, foi verificada influéncia positiva dos
aditivos no NPR e nos lucros parciais. A partir dos resultados encontrados
neste trabalho, recomenda-se a utilizacdo do simbiético (Active-MOS® +Bioplus
2BC®) testado, em piscicultura que tenham surtos recorrentes de bacteriose.

Palavras-chave: Reversdao sexual, Larvicultura, Prebiético, Probidtico,
Simbidtico

ABSTRACT This study aimed to evaluate the use of the prebiotic Active-Mos®
and two probiotics: PAS-TR® (Bacillus cereus — 4.0x108 UFC g and Bacillus
subtilis — 4.0x108 UFC g!) and Bioplus 2BC® (Bacillus subtilis — 1.6x10° UFC g
1 and Bacillus licheniformis — 1.6x10'° UFC g*) tested separately and together,
in the diet of Nile tilapia post-larvae (PL) during the sex reversal phase. The
experiment was conducted in two stages: Firstly, a total of 2,160 of 3-days old
post larvae (10.39 + 0.85 mm and 12.28 + 3.15 mg) were used, and distributed
in 24 tanks of 40L each (3.0 PL.L1). Growth performance, chemical analysis of
carcass, bacterial recovery and histomorphometry of intestinal villi were
evaluated. For the second experiment, 240 tilapia (4.28+0.19cm e 1.19+0.099)
from the previous experiment were used and stocked at 10 PL.aquarium. The
parameters evaluated were survival and level of relative protection after
bacterial challenge with Aeromonas hydrophila. Partial cost analysis was
performed to dataset from both experiments. Six treatments with four
replications in a completely randomized design were used for both experimental
stages. Data were submitted to analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey test (p<0.05). Additives in the diet of tilapia post-larvae did not determine
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significant differences in growth, survival, microbiological or histomorphometric
parameters in this study. After the experimental infection, positive influence of
the additive inclusion was observed on the level of relative protection and partial
cost gains. Based on the results of this study we recommend the use of
symbiotic (Active-MOS® +Bioplus 2BC®) in the farming of Nile tilapia PL with
recurrent outbreaks of bacterial diseases in PL of Nile tilapia during the sexual
reversal phase.

Key Words: Sex reversal, Larvae culture, Nutrition, Prebiotic, Probiotic
Synbiotic.

INTRODUCAO

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) foi a quarta espécie mais
produzida no mundo em 2014, de acordo com dados da FAO (2016). Essa
producdo esta relacionada principalmente a sua rusticidade, rapida e alta taxa
de crescimento, o que faz desta espécie uma das mais indicadas para a
criacao intensiva (EL-SAYED, 2006; MEURER et al., 2008).

Dentre as vantagens da utilizacdo do regime intensivo de criacdo estéo
0 aumento da produtividade e minimizag&do dos custos de produgdo (TOYAMA
et al., 2000). No entanto, em sistemas intensivos a ocorréncia de doencas pode
aumentar devido ao estresse e deterioracdo da qualidade da agua (ROTTA,
2003; MELO et al., 2009; e GATLIN Il et al., 2006).

O sistema intensivo também é utilizado na criacdo de larvas e pos-
larvas de tilapia-do-nilo. Para esta espécie, € muito utilizada a tecnologia de
reversdo sexual com o hormonio 17-a-metiltestosterona, para obtencdo de
populacdes monossexo macho para a engorda, pois na espécie o macho
apresenta melhor desempenho de crescimento quando comparado a fémea
(CARRASCO et al., 1999; STICKNEY, 2000; PHELPS e POPMA, 2000).

A fase de reversdo da tilapia-do-nilo é considerada uma das mais
criticas em relacdo a mortalidade, e a utilizacdo de aditivos alimentares como
os probidticos e prebioticos, tem-se mostrado uma alternativa na prevencao de
enfermidades a fim de aumentar a resisténcia imunoldgica dos peixes as
doencas infecciosas, melhorar a eficiéncia alimentar, a taxa de crescimento e a
sobrevivéncia (SAKAI, 1999: RAA, 2000; OLIVEIRA et al., 2002; ARAUJO,
2006; LIMA et al., 2009).
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Os probidticos podem ser definidos como microrganismos Vivos,
fornecidos por meio dos alimentos, que afetam beneficamente o hospedeiro,
melhorando seu balanco intestinal (FULLER, 1989). As bactérias probioticas
atuam no hospedeiro estimulando o crescimento, inibindo o desenvolvimento
de patdgenos no trato gastrointestinal (TGI), melhorando a digestibilidade dos
alimentos, aumentando a tolerancia ao estresse, modulando a microbiota
intestinal e estimulando a resposta imune (GATESOUPE, 1999;
VERSCHUERE et al., 2000; BALCAZAR et al., 2006; KESARCODI-WATSON
et al., 2008; WANG et al., 2008; GHAZALAH et al., 2010). Dentre os probioticos

utilizados na aquicultura destacam-se os pertencentes ao género Bacillus.

Por outro lado, os prebidticos atuam indiretamente na saude do
hospedeiro, estimulando seletivamente o crescimento e a atividade de um
namero limitado de bactérias no intestino (GIBSON e ROBERFROID, 1995).
Estes podem ser derivados de bactérias e leveduras, como o0s
oligossacarideos, que s&do polimeros de dois a dez monbmeros de
monossacarideos que tém sido utilizados com frequéncia na aquicultura.
Dentre eles, os mananoligossacarideos (MOS), que sdo extraidos da parede
celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, constituidos por uma estrutura
complexa de manose fosforilada, glicose e proteina, eficaz na aglutinacdo de
bactérias patogénicas, impedindo a colonizacdo e proliferacdo destas
populacdes no intestino (SANTURIO, 2005).

Esses MOS tém sido utilizados em dietas com o objetivo de melhorar a
conversdo alimentar e a saude dos peixes, resultando em melhor ganho
econdmico (LI e GATLIN IlI, 2004). Também entre seus mecanismos de a¢ao
conhecidos estdo a adsorcdo a bactérias patogénicas, diminuindo a aderéncia
dessas bactérias a mucosa intestinal (FINUCANE et al., 1999).

Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar os parametros de
desempenho zootécnico de crescimento, recuperacdo bacteriana e
histomorfometria com a utilizacdo do prebidtico Active-Mos® e dois probidticos
(PAS-TR® — Bacillus cereus e Bacillus subtilis; e Bioplus 2BC® — Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis) testados juntos e separadamente na

alimentacdo de pos-larvas de tilapia-do-nilo durante o periodo de reversao
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sexual, bem como, avaliar a sobrevivéncia e nivel de protecéo relativa apés

desafio bacteriano com Aeromonas hydrophila e o orcamento parcial.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento
de Pirassununga-SP/ Polo Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico dos
Agronegocios do Centro Leste/ Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios (APTA).

O experimento foi realizado em duas etapas:
1° Etapa - Avaliacdo de parametros de desempenho zootécnico de

crescimento e orcamentos parciais.

2° Etapa - Infecgao experimental “in vivo”.

Para ambas as etapas, o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, constituido por seis tratamentos com quatro repeticées conforme

demonstrado abaixo:
TO — Controle: Racao Comercial,
T1 — Prebidtico I: Racdo Comercial + Active-Mos®;
T2 — Probidtico I: Racdo Comercial + PAS-TR®;
T3 — Probidtico II: Ragdo Comercial + BioPlus 2BC®;
T4 — Simbidtico I: Racdo Comercial + Active-Mos® + PAS-TR®;
T5 — Simbidtico Il: Racdo Comercial + Active-Mos® + BioPlus 2BC®.

Diariamente, foram analisados os parametros de qualidade de agua,
oxigénio dissolvido, pH e temperatura e, semanalmente, foi determinado o teor
de amonia total (Kit Labcon™). Foram realizadas trocas diarias de agua para a
retirada das fezes e sobras de ragdo, com a remocao de cerca de 20% do

volume total. A entrada de agua era constante e previamente aquecida a 26°C.
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1° Etapa - Parametros de desempenho zootécnicos e orgamento parcial

Foram utilizadas 2.160 pés-larvas (PL) de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) variedade GIFT, obtidas na empresa S3 Piscicultura, em Registro,
SP. Os animais com trés dias apés a eclosdo (10,39 += 0,85 mm de
comprimento total e 12,28 + 3,15 mg de peso umido) foram estocados na
densidade de 3,0 PL.L%, distribuidos aleatoriamente em 24 aquarios com
volume de 30L, com aeracdo constante, e a alimentacao fornecida apés um dia

de aclimatacéao.

Preparo e fornecimento de racao

As composicdes das dietas estdo descritas na Tabela 1, e foram
formuladas de acordo com o nivel de inclusédo do prebiético (1%) Active-Mos®
(Mananoligossacarideos — MOS) extraidos da parede celular de leveduras de
cepa selecionada de Saccharomyces cerevisiae nos tratamentos.

Foram utilizados dois probiéticos comerciais testados separadamente —
PAS-TR® (Bacillus cereus - 4,0x108 UFC g%, Bacillus subtilis - 4,0x108 UFC g?)
e Bioplus 2BC® (Bacillus subtilis - 1,6x10'° UFC g* e Bacillus licheniformis -
1,6x10° UFC g1) — incluidos na dieta de PL de tilapia-do-nilo na concentracéo

de 0,04% da racao para os dois probioticos.

No processo de incorporacdo do probidtico na racdo, este foi
previamente pesado em balanca analitica, homogeneizado em 6éleo de soja
(2,0% da racdo) e aspergido sobre a racdo. Na dieta controle, adicionou-se

apenas a mesma proporcao de 6leo de soja.

As racdes foram estocadas sob refrigeracdo a 4°C e fornecidas seis
vezes ao dia ad libitum durante 28 dias da fase de reversdo. O hormonio
esteroide 17-a-metiltestosterona foi adicionado a dieta na dosagem de 60
mg.kg! de racdo (POPMA e GREEN, 1990; KUBITZA, 2000).
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Tabela 1: Composi¢édo percentual e quimica das dietas experimentais de tilapias-do-
nilo, O. niloticus dos grupos TO — Controle, T1 — Active-Mos®, T2 — PAS-TR, T3 — Bioplus 2BC?®,

T4 — Active-Mos® + PAS-TR®, T5 — Active-Mos® + BioPlus 2BC®.

TO T1 T2 T3 T4 T5
Ingredientes Niveis de Incluséo (%)
Milho Moido 19,95 18,95 19,95 19,95 18,95 18,95
Farinha de Visceras 35,00 35,00 35,00 35,00 35,00 35,00
Farelo de Soja 13,43 13,43 13,43 13,43 13,43 13,43
Farelo de Trigo 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Quirera de arroz 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Farinha de peixe 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Sal 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Vitamina C 35% 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
Clor. De Colina 70% 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Antioxidante 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Antifingico 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Premix! 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70
PAS-TR®? - - 0,04 - 0,04 -
Bioplus 2BC3 - - - 0,04 - 0,04
ActiveMos®* - 1,0 - - 1,0 1,0
Composicao (%)
Fibra Bruta 2,29 1,83 1,78 2,56 2,61 2,48
Proteina Bruta 43,29 42,64 42,78 42,44 42,19 43,51
Matéria Seca 90,09 88,08 90,72 90,14 89,53 88,40
Material Mineral 11,31 10,76 11,31 11,31 10,95 11,09

1Premix: vitamina A 12000 Ul; vitD3 3000 Ul; vitamina E 150 mg; vitK3 15 mg; vitB1 20 mg; vitB2 20 mg; VvitB6
17,50 mg; B12 40 mg; Vitamina C 300 mg; ac. Nicotinico 100 mg;acido pantoténico 50 mg; biotina 1 mg; acido
félico 6 mg; antioxidante 25 mg; Cu 17,50; Fe 100 mg; Mn 50 mg; Zn 120 mg; | 0,80 mg; Se 0,50 mg; Co 0,40 mg;
Inositol 125 mg; Colina 500 mg.

2PAS-TR®: Bacillus cereus - 4,0x108 UFC g, Bacillus subtilis - 4,0x108 UFC g

3Bioplus 2BC®: Bacillus subtilis - 1,6x1010UFC g* e Bacillus licheniformis - 1,6x1010UFC g*

4ActiveMos®.

Andlises de desempenho zootécnico e composi¢ao corporal

No inicio do experimento, 100 peixes foram pesados e medidos com
auxilio de balanca eletrénica e paquimetro digital. Apds o periodo de 28 dias,

foram realizadas as medi¢cdes de comprimento (paquimetro digital) e peso
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(balanca analitica) para o célculo dos parametros zootécnicos: PMF = Peso
médio final;, Ganho em peso (GP) = Peso final-Peso Inicial; Conversédo
Alimentar Aparente (CAA) = CR/ GP; Sobrevivéncia (S%) = (N° final de peixes/
N° inicial de peixes) x100; Taxa de crescimento especifico (TCE) = 100x

(InPeso Final — InPeso Inicial)/tempo.

Para posterior determinagdo da composicédo bromatoldgica da carcaca,
apos 28 dias de experimento, vinte peixes de cada parcela foram pesados,
embalados e congelados. Posteriormente, os animais foram autoclavados e
moidos utilizando-se um triturador até a obtencdo de uma polpa homogénea.
Esta polpa foi seca em estufa a 55°C, por 24 horas, em seguida triturada e
peneirada. As analises da composi¢cao quimica bromatoldgica de Matéria Seca,
Matéria Mineral, Proteina Bruta, Extrato Etéreo das amostras de carcaca foram
realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal (LANA) do Departamento de
Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp,
seguindo metodologia citada por SILVA e QUEIROZ (2002).

Analises microbiolégicas

No final do experimento, dois animais por unidade experimental foram
mortos por aprofundamento anestésico (benzocaina 100 mg L?1) e
descontaminados externamente com alcool 70%, por imersdo em recipiente de
vidro durante cinco minutos. Os intestinos foram retirados de maneira
asséptica, pesados e macerados em tubos de ensaio estéreis e colocados em
2 mL de agua destilada para analise microbiol6gica de colonizacdo por

bactérias totais e determinacdo dos géneros bacterianos presentes.

O tubo contendo o intestino foi homogeneizado, e do material
homogeneizado foram feitas diluicbes seriadas (101, 102, 10° e 10%) e
semeadas em duplicata em placas contendo meios de cultivo Tryptic Soy Agar
(TSA) e Bacillus Differentiation Agar (IRIANTO e AUSTIN, 2002; CORSO e
ALMEIDA, 2009; TACHIBANA et al., 2011). Depois de preparadas, as placas
de Petri foram transferidas para uma estufa microbioldgica para incubacdo a
30°C por 48 horas. Ap6s este periodo, foi feita contagem das unidades

formadoras de colonia (UFC) por grama de intestino.
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Para as andlises microbioldgicas das rac¢des, foram moidas amostras
de 1,0 g e homogeneizadas em 9,0 mL de agua estéril para realizacdo de
diluicbes seriadas até 10, com semeadura de cada concentragdo em meio
TSA (IRIANTO e AUSTIN, 2002). As placas foram incubadas em estufa a 30°C,

por 24h, para posterior confirmac&o da colonizacéo por bactérias.
Analises histomorfométricas

Apés 28 dias, dois peixes por parcela foram mortos por
aprofundamento anestésico (benzocaina 100mg L) e coletada a porcdo média
do intestino. As amostras foram fixadas em solucdo Bouin a 10% por 24 horas,
em seguidas foram transferidas para alcool 70% até as confec¢des das laminas

histoldgicas.

Para a confeccdo das laminas, os intestinos foram cortados em
segmentos de 0,5 cm, desidratados em concentracfes crescentes de alcool,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina, para serem seccionados na
espessura de seis micrbmetros e corados por hematoxilina-eosina (HE).
(GENTEN, 2008)

A obtencdo das medidas de altura e altura total das vilosidades
corresponderam a distancia do apice das vilosidades até o inicio da camada
muscular e do apice das vilosidades até o término da serosa, respectivamente.
A érea foi calculada a partir da diferenca entre os contornos externos e internos

das vilosidades totais.

As medicbes foram realizadas em microscopia de luz, AX10 Zeiss,

camera AxioCam MRC, com auxilio do “software” ZEN 2012.

2° Etapa - Infecgao experimental “in vivo”.
Delineamento Experimental e DL50

Aleatoriamente, apés a biometria e finalizacdo da fase anterior, dez

peixes (média de 4,28 + 0,19 cm e 1,19 + 0,09 g) de cada parcela foram
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retornados aos aquarios de origem para realizacdo da infec¢cdo experimental,

com o mesmo delineamento experimental da etapa anterior.

A concentracdo de bactérias patogénicas (Aeromonas hydrophila)
utilizada para infectar os peixes foi de 1,6x10’” UFC mL, determinada em
ensaio prévio de DL50 (dose letal 50%) (adaptado de GILDBERG e
MIKKELSENR, 1998).

Desafio Bacteriano

Os animais continuaram recebendo as respectivas racdes dos
tratamentos da fase anterior durante o periodo da infeccdo. Um volume de
0,1mL da solucdo de A. hydrophila foi inoculada por meio de injecéo
intraperitoneal (seringa 1mL Luer Slip e agulha 22G x 1”) e observados durante
15 dias para a verificacdo diaria da mortalidade (ALY et al., 2008). A mesma
quantidade de solugéo salina com 0,70% de NaCl foi injetada em dez peixes
provenientes dos animais alimentados com a dieta controle e, mantidos em
outra parcela independente para avaliacdo da eficiéncia do procedimento de

injecao.

Durante o periodo do desafio foi realizada a sifonagem diaria para
retiradas de residuos do fundo do aquario. O diagndstico da causa mortis foi
por meio das observacbes de sinais clinicos (principalmente lesbes
hemorragicas e lesBes de pele tipicas com erosdes) e isolamento da A.

hydrophila em cultura TSA, observadas a partir do rim cefélico.

A partir das mortalidades registradas foi calculado o nivel de protecdo
relativa (NPR) segundo NEWMAN e MAINARICH (1982) com a férmula:

NPR =1 - (% de mortalidade do tratamento/% de mortalidade do controle) x 100

Andlise de orcamento parcial

A andlise de orcamento parcial foi realizada de acordo com o método
proposto por SHANG (1990) e TUNG (1990), que avalia apenas as mudancas

nos custos e retornos com a introducédo de uma nova tecnologia no sistema de
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producédo, neste caso, a adicdo dos probioticos e prebiodtico de forma associada
e separadamente.

Os célculos foram feitos considerando apenas o0s custos parciais
[racdo, hormbnios (hormdnio+alcool), prebidtico e probidticos] no periodo da
reversdo (28 dias) para um milheiro de poés-larvas, sem considerar o0s

investimentos ou a depreciagdo dos bens duraveis.

Foram utilizados os valores de consumo de racdo encontrados neste
trabalho e sobrevivéncia antes e ap0s a infeccdo experimental, com intuito de

criar dois possiveis cenarios, com e sem um surto de bacteriose.

Foi considerado o valor médio do dolar no 1° semestre do ano de 2016
(US$ 1,00 = R$ 3,68) e o preco de venda do milheiro de R$ 150,00. Sendo a
Receita Parcial = (Preco do milheiro x %Sobrevivéncia) / 100 e o Lucro Parcial

= Receita Parcial - Custo Parcial.

Andalises estatisticas

Para avaliacdo dos pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias, os dados foram submetidos aos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Levene, respectivamente. Os valores percentuais referentes a sobrevivéncia
foram transformados em arcseny/x previamente as analises. Posteriormente,
os dados foram submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA),

seguida do teste de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS
Qualidade da agua

Os parametros de qualidade da agua mantiveram-se constantes
durante o periodo experimental. Nao houve diferencas (P>0,05) entre os
tratamentos com relacdo aos parametros avaliados, ficando os valores médios

de pH, oxigénio dissolvido, temperatura em 6,83 + 0,42, 4,99 + 0,28 mg.L ' e
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26,7 0,15, respectivamente. Os valores de amonia total mantiveram-se abaixo
de 0,25 mg.L™.

Andlises de desempenho zootécnico e composi¢cdo bromatolégica

Os valores médios sdo apresentados na Tabela 2. A inclusdo de
probidticos e prebiodticos nas dietas ndo apresentou efeito significativo (P>0,05)
em relacdo ao desempenho zootécnico quando comparados 0s animais que
receberam os aditivos na dieta aos do tratamento controle. A partir da analise
da composicéo corporal das carcagas das pés-larvas alimentados com dietas
suplementadas com probidticos e prebioticos, de forma associada e
separadamente, verificou-se que a composicdo quimico-bromatolégica também
nao foi influenciada (P>0,05) pela inclusdo dos aditivos a racdo. Os valores
médios observados para extrato etéreo, proteina bruta, matéria seca e matéria
mineral foram de 20,71%, 56,23%, 91,23% e 12,43%, respectivamente.

Tabela 2: Valores médios e desvios padrdes dos pardametros de desempenho zootécnico de
crescimento e composicao bromatolégica das pés-larvas de tilapia-do-nilo alimentadas com

dietas adicionadas de prebidtico e/ou probiético no periodo de 28 dias.

T4 - Active- T5 - Active-

TO - T1- Active- T2 - PAS- T3 - Bioplus
Parametros Mos® + Mos® +
Controle Mos® TR® 2BC®** _
PAS-TR®  Bioplus 2BC®

PMF (g) 1,22+0,10 1,18+0,09 1,20+0,12 1,23+0,08 1,12+0,09 1,20%0,06
CF (cm) 4,34+0,21 4,28+0,11 4,34+0,20 4,42+0,15 4,08+0,23 4,26+0,14
GP (9) 1,20+0,09 1,16%0,09 1,19+0,12 1,22+0,08 1,11+0,08 1,18+0,06
TCE (% dia) 16,40+0,28 16,27%0,26 16,35%0,35 16,44+0,23 16,11+0,26 16,35+0,17
CA (9) 2,90+0,18 2,89+0,17 3,0040,26 2,88+0,18 3,04+0,14 2,87+0,09
S (%) 98,63 99,18 98,08 100,00 99,18 100,00
Composicao (%)
Extrato Etéreo 20,45+1,09 19,13+1,14 21,77+0,33 19,79+1,25 21,41+1,25 21,68+1,18
Proteina Bruta 56,37+0,40 57,04+0,40 55,63+0,33  56,36+0,68 55,59+0,44  56,42+0,36
Matéria Seca 91,68+0,48 90,86+0,28  91,39+0,55  91,38+0,26 90,84+0,24  91,24+0,12
Material Mineral 12,29+0,60 13,40%0,76 11,73+0,38 12,98+0,88 12,09+0,60 12,08+0,24

Nao foram verificadas diferengas significativas entre os tratamentos apés ANOVA de uma via e teste de Tukey (p<0,05).

Onde PMF (Peso Médio Final), CF (Comprimento Final), GP (Ganho em Peso), TCE (Taxa de Crescimento Especifico), CAA
(Converséo Alimentar Aparente), S (Sobrevivéncia)

* Bacillus cereus - 4,0x108 UFC g%, Bacillus subtilis - 4,0x108 UFC g

** Bacillus subtilis - 1,6x10°UFC g e Bacillus licheniformis - 1,6x10°UFC g
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Analises microbiolégicas

Os dados referentes as contagens de unidades formadoras de colénia
(UFC) estdo apresentados na Figura 1. A contagem no numero de UFC da
microbiota intestinal dos peixes que receberam as dietas com aditivo probiotico

e/ou prebidtico ndo apresentou diferencas (P>0,05) entre os tratamentos.

O Bacillus spp. E Contagem Total

7.5 A

UFC. g-1 (Log10)
——
Sl
-
—
—

2.5
TO T1 T2 T3 T4 T5
Tratamentos
TO - Controle T1 - Active-Mos®
T2 - PAS-TR®* T3 - Bioplus 2BC®**
T4 - PAS-TR® + Active-Mos® T5 - Bioplus 2BC® + Active-Mos®

Figura 1. Contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC), transformadas em logio, da
microbiota intestinal de formas jovens de tilapia-do-nilo O. niloticus, cultivadas em placas
contendo Tryptic Soy Agar (TSA) para contagem de bactérias totais e em Bacillus
Differentiation Agar para contagem de bactérias do género Bacillus.

* Bacillus cereus - 4,0x108 UFC g1, Bacillus subtilis - 4,0x108 UFC g1

** Bacillus subtilis - 1,6x10°UFC g1 e Bacillus licheniformis -1,6x10°UFC gt.

Analises histomorfométricas

A érea total das vilosidades, o namero, altura total, altura, largura dos
vilos e a espessura do epitélio do vilo apresentaram valores que variaram de
187,65x10% a 216,82x10% um?, 23 a 24 unidades, 103,68 a 119,53um, 99,23 a
114,10pm, 36,73 a 41,10um e 17,48 a 19,21um, respectivamente. Essas
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variaveis ndo foram afetadas significativamente (P>0,05) pelos tratamentos,

sendo os valores da histomorfometria apresentados na Tabela 4.

Tabela 3. Histomorfometria da por¢cdo média do intestino de formas jovens de tilapias-do-nilo,

O. niloticus.
_ _ T4 - Active-  T5- Active-
T1- Active- T2 - PAS- T3 - Bioplus
Parametros  TO - Controle ) Mos® + PAS- Mos® +
Mos® TR® 2BC®** )
TR® Bioplus 2BC®
AT (um2 x
109 193,61+42,37 216,82+712,88 193,35+43,35 188,76+23,79 203,05+31,47 200,89+51,72
N 23,43£2,98 23,25+3,08 24,06+2,56 24,06x2,01 23,29+1,80 24,6914,74
HT (um) 119,53+21,05 110,51+24,02 105,76+15,08 103,68+14,95 116,66+12,00 113,30+14,55
H (um) 114,10£26,51 105,99+28,68 99,31+18,85 99,28+15,46 109,86+11,09 109,51+20,33
L (um) 41,03+7,33 39,52+5,29 41,09+7,09 40,78+3,43 36,73%5,75 39,64+3,82
EE (um) 19,21+3,45 18,38+2,60 18,91+3,57 18,92+1,86 17,48+2,91 18,71+2,26

Nao foram verificadas diferencas significativas entre os tratamentos apés ANOVA de uma via e teste de Tukey (p<0,05).

Onde AT (Area Total das Vilosidades), N (Nimero de Vilos), HT (Altura Total do Vilo), H (Altura do Vilo), Largura do Vilo (L) e EE
(Espessura do Epitélio do Vilo).
* Bacillus cereus - 4,0x108 UFC g%, Bacillus subtilis - 4,0x108 UFC g

** Bacillus subtilis - 1,6x10°UFC g e Bacillus licheniformis - 1,6x10°UFC g

Desafio Bacteriano

N&do houve mortalidade de peixes que receberam injecdo apenas da

solucdo salina. A mortalidade acumulada estd4 apresentada na Figura 2. A

maior mortalidade foi observada no grupo controle com 52,5%, seguido dos
grupos T1-Active-Mos® com mortalidade de 40,0%; T2-PAS-TR® e T3-Bioplus
2BC® apresentaram mortalidade de 37,5%; T4-Active-Mos® + PAS-TR® com

35,0% e T5-Active-Mos® + Bioplus 2BC® com 32,5%, respectivamente. As

diferencas numéricas observadas ndo foram significativas (P>0,05) entre

grupos. As mortalidades ocorreram entre os sete primeiros dias, mantendo-se

constantes até o 15° dia, com excecdo dos tratamentos T2-PAS-TR® e TO-

Controle.
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Figura 2: Mortalidade acumulada de pés larvas de tildpia-do-nilo O. niloticus no periodo de 15
dias, ap6s infecgédo via injecdo intraperitoneal com a bactéria Aeromonas hydrophila.

* Bacillus cereus - 4,0x108 UFC g1, Bacillus subtilis - 4,0x108 UFC g1.

** Bacillus subtilis - 1,6x109UFC g1 e Bacillus licheniformis - 1,6x10°UFC g1.

No presente estudo, o maior indice de NPR foi observado no grupo
cuja a alimentacao foi suplementada com Active-Mos® + Bioplus 2BC (T5), com
38,10%. No entanto, diferencas significativas ndao foram observadas (P>0,05),
sendo o NPR dos demais grupos de 23,81%, 28,57%, 28,57% e 33,33% para
0s grupos T1 — Active-Mos, T2 — PAS-TR®, T3 — Bioplus 2BC® e T4 — PAS-TR®

+ Active-Mos, respectivamente (Figura 3).
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Tratamentos

TO - Controle T1 - Active-Mos®
T2 - PAS-TR®* T3 - Bioplus 2BC®**
T4 - Active-Mos® + PAS-TR® T5 - Active-Mos® + Bioplus 2BC¥®

Figura 3: Nivel de Protecdo Relativa (NPR) apos infeccdo de pds larvas de tilapia-do-nilo O.
niloticus, considerando a mortalidade no tratamento controle de 52,5%.

* Bacillus cereus - 4,0x108 UFC g, Bacillus subtilis-4,0x108 UFC gt

** Bacillus subtilis - 1,6x10°UFC g1 e Bacillus licheniformis -1,6x10°UFC g-t.

Andlise de orcamento parcial

As despesas com a alimentacdo para um milheiro de pés-larvas no
periodo de reversao (28 dias) variaram de R$ 5,97 (TO-Controle) a R$ 6,31 (T3
- Bioplus2BC®) (Tabela 4). E a utilizacdo dos aditivos na ragdo com base no
consumo durante esse periodo, representou até 5,73% (T2 - PAS-TR®).

Em relacdo a andlise de orcamento parcial, o0 menor lucro quando se
levou em consideragdo o cenario sem bacteriose, foi R$ 140,78 (T2 - PAS-TR®)
e 0 maior de R$ 143,85 (T3 - Bioplus2BC® e T5 - Active-Mos® + Bioplus2BC®).
Quando feita a analise considerando-se um cenario com possivel surto de
bacteriose, o maior lucro parcial foi apresentado no T5 - Bioplus2BC® + Active-
Mos® com R$ 95,10, e 0 menor no tratamento sem a adi¢éo de aditivos a ragéo
(TO — Controle) com R$ 65,28.
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Tabela 4: Andlise de orcamento parcial apés o periodo de reversdo sexual (28 dias) nos

diferentes grupos testados para 1.000 pd6s-larvas de tilapia-do-nilo O. niloticus.

Apos 28 Dias

Tratamentos 1 kg Ragao? CR (kg) Custos Parciais?  Adicional (%)
TO — Controle R$ 5,66 1,054 R$ 5,97 -

T1 - Active-Mos® R$ 5,83 1,042 R$ 6,07 1,78

T2 - PAS-TR® R$ 5,74 1,099 R$ 6,31 5,73

T3 - Bioplus2BC® R$ 5,74 1,087 R$ 6,24 4,53

T4 - Active-Mos® + PAS-TR® R$ 5,83 1,044 R$ 6,09 1,99

T5 - Active-Mos® + Bioplus2BC® R$ 5,83 1,056 R$ 6,15 3,10

Orgcamento Parcial

Sem bacteriose Possivel surto de bacteriose
Receita Parcial Lucro Parcial | Receita Parcial Lucro Parcial

TO - Controle R$ 147,92 R$ 141,95 R$ 71,25 R$ 65,28
T1 - Active-Mos® R$ 148,75 R$ 142,68 R$ 90,00 R$ 83,93
T2 - PAS-TR®* R$ 147,09 R$ 140,78 R$ 93,75 R$ 87,44
T3 - Bioplus2BC®** R$ 150,00 R$ 143,76 R$ 93,75 R$ 87,51
T4 - Active-Mos® + PAS-TR® R$ 148,75 R$ 142,66 R$ 97,50 R$ 91,41
T5 - Active-Mos® + Bioplus2BC® R$ 150,00 R$ 143,85 R$ 101,25 R$ 95,10

1 Preco para 1kg da racdo comercial com hormonio + (Active-Mos® - R$ 0,090/kg; PAS-TR® - R$ 0,002/kg; Bioplus2BC® - R$
0,001/kg; Active-Mos® + PAS-TR® - R$ 0,092/kg; Active-Mos® + Bioplus2BC® - R$ 0,091/kg)

2 Custos com rag&o, hormonio e aditivos no periodo.

* Bacillus cereus - 4,0x108 UFC g1, Bacillus subtilis - 4,0x108 UFC g!

** Bacillus subtilis - 1,6x10°UFC g e Bacillus licheniformis - 1,6x10°UFC g*

DISCUSSAO

Os parametros fisico-quimicos da agua avaliados durante o periodo
experimental, apresentaram valores médios dentro das faixas de conforto
recomendadas para a espécie (SIPAUBA-TAVARES, 1995).

A pouca influéncia no desempenho com a suplementacéo de probiético
elou prebidtico na dieta das PL’s pode ter sido decorrente do bom estado
nutricional, e do baixo desafio sanitario imposto aos animais, em razdo da
qualidade da &agua e do manejo sanitario utlizado no experimento,
impossibilitando o contato efetivo dos animais com microrganismos
potencialmente patogénicos no ambiente (LARA-FLORES et al., 2003; LIMA et
al., 2003).

A influéncia positiva no desempenho necessita de algum estimulo

estressor como encontrado por LARA-FLORES et al. (2003) ao trabalharem
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com tildpias-do-nilo alimentadas com probidticos e estocadas em altas
densidades, quando observaram maior sobrevivéncia em relacdo ao grupo

controle.

No entanto, no presente estudo, o0s animais tiveram um bom
desenvolvimento no final do periodo de reversao sexual independentemente da
adicdo ou ndo dos aditivos a dieta, tal qual observado por POPMA e LOVSHIN
(1994).

Neste trabalho, a composicdo quimico-bromatolégica da carcaca das
pés-larvas nédo foi influenciada pela adicdo dos aditivos, assim como em outros
trabalhos com a mesma espécie alimentadas com probioticos e prebidticos de
forma associada e/ou separadamente (MORSCHBACHER, 2009).

A maior integridade da mucosa intestinal promovida pela acdo de
aditivos a dieta, resulta no aumento da area de absorcéo e consequentemente
na maior retencdo de nutrientes presentes no alimento (KUPERMAN e
KUZ'MINA, 1994), como foi observado por MELLO et al. (2013), em trabalho
com formas jovens de tilapias-do-nilo, onde os autores sugeriram que 0 grupo
de peixes alimentado com racdo contendo o probidtico PAS-TR® apresentou

melhor aproveitamento da proteina em relagdo ao grupo controle.

Probidticos com bactérias do género Bacillus e os prebidtico a base de
oligossacarideos como o0s mananoligossacarideos, quando utilizados
corretamente, atuam de forma positiva no desenvolvimento gastrointestinal,
contribuindo para a digestdo e absorcdo dos nutrientes da dieta e
consequentemente, na ativacdo do sistema imunolégico, protegendo o animal
dos desafios microbioldgicos, pois proporcionam a manutencao do equilibrio da
microbiota intestinal (HISANO et al., 2006; JUNQUEIRA et al., 2009)

Diversos estudos ja demonstraram a efetividade da suplementacdo de
dietas na microbiota intestinal de diversas espécies (RADECKI e YOKOYAMA,
1991; GOLDBERG, et al., 1997). ALBUQUERQUE et al. (2013) avaliando a
adicdo de Bacillus cereus e Bacillus subtilis nas ra¢des para alevinos de tilapia-
do-nilo no final da reversédo sexual, ndo observaram influéncia dos mesmos na

contagem de bactérias totais, como também foi observado nesse trabalho.
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Provavelmente, o tempo de utilizacdo de probidticos tenha influenciado na
contagem de bactérias totais durante o cultivo (APUN-MOLINA et al., 2009;
RIDHA et al.,, 2012), ou a presenca de baixas quantidades de bactérias

patogénicas no sistema de criacdo ndo permitiu a observacao das diferencas.

No presente trabalho, ndo foram observadas diferencas significativas
na histomorfometria do intestino das PL’s alimentadas com ragdes com adi¢cao
de probidticos e prebidticos. Em sistemas de criagdo comercial com alta
densidade, em condi¢Ges de baixa qualidade da agua e presenca constante de
bactérias patogénicas, seria possivel encontrar alteracbes morfométricas
intestinais como as observadas por MELLO et al. (2013) utilizando o PAS-TR®

na alimentacgéo de tilapias-do-nilo.

Essas diferencas na histomorfometria das vilosidades intestinais
também podem ser influenciada pela correta utilizacdo dos aditivos, de acordo
com a fase de crescimento, assim como observado por SCHWARZ et al.
(2010) e SCHWARZ et al. (2011) que quando avaliaram diferentes
concentracbes de MOS em dietas de tildpia-do-nilo, os autores encontraram
melhores resultados de densidade dos vilos, altura das vilosidades e no
comprimento do intestino para formas jovens alimentadas com 1% e poés-larvas
alimentadas com 0,34%, observando uma mucosa com maior integridade para

esses niveis de inclusdo em comparacao aos demais.

Na fase de reversao sexual de tilapias-do-nilo principalmente, € comum

o0 surgimento de infec¢cdes ocasionadas por agentes oportunistas durante o
cultivo, ocorrendo grandes mortalidades e consequentes prejuizos econdmicos.
Diversos estudos avaliam a adicdo de probioticos e prebibticos a dieta
animal, e para avaliar seu custo/beneficio na utilizacdo sdo necessarias
analises econdmicas que possam auxiliar aquicultores e responsaveis técnicos
na introducdo dessas novas tecnologias, jA que varios efeitos benéficos na
reducdo da mortalidade dos peixes foram demonstrados em estudos cientificos
(LARA-FLORES et al., 2003). Neste trabalho, entre os aditivos testados, o T5-
Active-Mos® + Bioplus2BC® foi o que apresentou lucro parcial maior,
independentemente do cenario utilizado, demonstrando a importancia da

profilaxia com a utilizacédo de probioticos e prebidticos.
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Em bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) expostos a infeccéo
experimental com Vibrio anguillarum, GOLDBERG, et al. (1997) estudaram o
efeito da suplementacéo dietaria com Carnobacterium divergens e apesar de
nao constatar a inibicdo do crescimento in vitro de V. anguillarum, os autores
observaram um aumento na resisténcia a doencga provocada pelo agente

infeccioso, bem como a colonizacéo do intestino do alevino pelo probidtico.

Neste trabalho, todos os peixes que receberam algum aditivo na dieta
obtiveram um nivel de protecao relativa (NPR), ou seja, o produto protegeu de
alguma forma o animal contra a bactéria patogénica. Os resultados corroboram
0s encontrados por ALY et al. (2008), onde detectaram aumento no nivel de
protecdo relativa (NPR) apés infeccdo com a bactéria patdgena Aeromonas
hydrophila, trabalhando com e sem o probidtico Bacillus pumilus na

alimentacéo de formas jovens de tilapia-do-nilo.

O mais alto valor de NRP foi atingido com os peixes que receberam 0s
aditivos em simbiose (T5 - Active-Mos® + Bioplus2BC®), com 38,10%, um valor
alto para melhora na sobrevivéncia apds desafio bacteriano. Mesmo os outros
tratamentos apresentaram bons resultados considerando que a infeccéo
experimental € um procedimento invasivo, que suscita drasticas respostas
fisiolégicas, sendo que os agentes ultrapassam as barreiras imunes como as
mucosas, escamas e pele, atingindo diretamente os 6érgdos da cavidade

visceral.

A maior resisténcia dos animais que receberam os aditivos na dieta
apos desafio bacteriano, provavelmente, se deve a capacidade de adesao das
bactérias probibticas no trato digestério, reduzindo a colonizacdo e aderéncia
dos organismos patogénicos (RINGO et al., 2005; BALCAZAR et al., 2008),
equilibrando a microbiota, e ativando o sistema imunolégico, com consequente
aumento dos niveis de lisozima e atividade dos macrofagos (NOGA, 1995; KIM
e AUSTIN, 2006; DIAS et al., 2012).

CONCLUSOES
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A inclusdo de prebidtico e probiodticos, de forma associada ou
separadamente nao influencia no desempenho zootécnico de crescimento,
composicdo corporal e sobrevivéncia, microbiologia e histomorfometria

intestinal, durante o periodo de reverséo sexual de pés-larvas de tilapia-do-nilo.

O PAS TR®, Bioplus 2BC® e Active-MOS® promovem um maior nivel de
protecdo relativa para os peixes quando desafiados contra a bactéria
patogénica, Aeromonas hydrophila, sendo que o fornecimento da mistura do
Active-MOS® + Bioplus 2BC® resultou no melhor valor de NRP (38,10%).

O fornecimento do Active-Mos® + Bioplus2BC® na dieta proporciona o

maior lucro parcial nos cenarios com ou sem surto de bacteriose.
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CONSIDERACOES FINAIS

A busca pelo aumento na eficiéncia alimentar e na taxa de crescimento
tem sido objeto de estudos de diversos trabalhos. Com a presséo da populacéo
para reducdo de utilizacdo de produtos quimicos nas criagdes animais, 0
fornecimento de aditivos alimentares vem sendo intensamente estudado a fim
de garantir maior seguranca alimentar através da melhora na resposta do
sistema imune, desempenho produtivo e sobrevivéncia dos animais
produzidos. Uma das grandes vantagens de se utilizar os prebidticos e

probidticos é a seguranca em relagéo aos residuos quimicos.

A utilizacdo de prebidticos e probidticos € bastante controversa, pois 0s
trabalhos cientificos divergem em relacdo aos resultados obtidos dos diversos
parametros de desempenho zootécnico de crescimento, imunologia e
morfologia intestinal. No entanto, cada sistema de criacdo utilizado tem suas
particularidades, como qualidade da agua e presenca de bactérias
patogénicas. E cada probidtico (cepa) e prebibtico pode ter um efeito distinto
sobre estas criagOes e devem ser utilizados de forma diferenciada.

Com a intensificagdo dos sistemas aquaculturais as incidéncias de
doencas sao favorecidas e os suplementos apresentam-se como alternativa
viavel em substituicdo aos antibioticos e quimioterapicos por atuarem na
resposta imune inespecifica, reduzindo a ocorréncia de mortalidades e,
consequentemente, 0s prejuizos econémicos ao produtor devido ao surgimento
de doencas durante a fase de reversdo sexual. Por isso, ressalta-se a
importancia de estudos como este para a avaliacdo da eficacia desses aditivos

na melhoria da satude animal e também do desempenho produtivo.
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