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RESUMO

Objetivou-se avaliar o desempenho zootécnico, composi¢do corporal, recuperacdo da
bactéria probiotica no intestino, hematologia e o sistema imune inato de til&pia-do-nilo,
(Oreochromis niloticus), alimentadas com racdo contendo o probidtico, Bacillus
subtilis, e criada em duas densidades de estocagem. Foram utilizadas 520 tilapias
revertidas com peso médio de 32,63+1,25¢g, distribuidos em 16 tanques de 800L. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticfes em
esquema fatorial 2x2, com duas densidades de estocagem, (18,75 peixes m= e 62,50
peixes m3) e duas racBGes (controle e probiodtico) durante 84 dias. A ragdo com
probidtico foi suplementada com 5x10° UFC de B. subtilis por quilo de racdo. Néo
foram encontradas diferencas estatisticas (p<0,05) no desempenho zootécnico,
composicao corporal e nos niveis de cortisol e glicose entre 0s peixes que receberam a
racdo com ou sem probiotico. Foram observados menores ganho em peso, consumo de
racdo e taxa de crescimento especifico nos peixes criados na maior densidade de
estocagem tanto dos peixes controle quanto dos peixes que receberam o probiético. O B.
subtilis manteve-se vidvel apds passagem pelo estdbmago, possibilitando a utilizacdo como
probiotico. Maiores valores de lisozima plasmatica e do indice fagocitico foram
observados nos peixes que receberam o probidtico, quando criados na maior densidade
de estocagem. Os peixes que receberam o probidtico, quando criados na maior
densidade de estocagem apresentaram menores valores no numero de eritrocitos e
hematocrito, contudo os eritrocitos apresentaram maiores valores de hemoglobina
corpuscular média. A densidade de estocagem mostrou-se um agente estressor
ocasionando um menor crescimento dos peixes com 0 aumento da densidade de estocagem.
A inclusdo da bactéria probiética B. subtilis na concentracdo de 5x10° UFC/kg ™ de
racdo beneficiou o sistema imune inato de tilapia-do-nilo ao estresse relacionado a
maior densidade de estocagem, aumentando os niveis de lisozima plasmatica e o indice
fagocitico.

Palavras-chave: desempenho zootécnico, hematologia, atividade fagocitica, lisozima,
densidade de estocagem
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ABSTRACT

The aim was to evaluate the growth performance, body composition, recovery of
probiotic bacteria in the gut, hematology and innate immune system of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) fed diet containing the probiotic, Bacillus subtilis, and raised in
two densities stocking. Have been used five hundred and twenty male tilapia (32.63 +
1.25 g), distributed in 16 aquariums 800L each, The experimental design was
completely randomized with four replications in a factorial scheme 2x2, with two
stocking density, (18, 75 fish m-3) and (62.50 fish m-3) and two diets (control and
probiotic). A diet with probiotic was supplemented with 510° CFU kg™ feed. There
were no statistical differences (p <0.05) on the growth performance, body composition
and levels of cortisol and glucose of the animals fed with or without probiotic.
Differences were found in growth performance between fish reared at two stocking
density, with reduced weight gain, feed intake and specific growth rate on high stocking
density. The B. subtilis remained viable after passage through the stomach, allowing the
use as probiotic. Higher values (p <0.05) were found in the levels of lysozyme and
phagocytic activity of macrophages in fish fed with B. subtilis when reared at high
stocking density. The probiotic caused a decrease in the number of erythrocytes and
hematocrit levels in fish reared in high stocking density, but these erythrocytes showed
higher values of mean corpuscular hemoglobin. The stocking density proved to be a
stressor causing a reduction in growth at high density. The inclusion of probiotic
bacteria B. subtilis at a concentration of 5x10° CFU kg feed™ benefited the innate
immune system of Nile tilapia to stress related to high densities, increasing plasma
levels of lysozyme and phagocytic activity of macrophages.

Key words: Bacillus subtilis, growth performance, Oreochromis niloticus, hematology,
innate immune system, stocking density



1. INTRODUCAO GERAL

Com a atual demanda mundial por alimentos faz-se necessario a busca de
solucBes para a obtencdo de fontes seguras de proteinas de origem animal para o
consumo humano. A atividade pesqueira encontra-se estagnada, devidos aos grandes
esforcos de pesca aplicados. Com isso a aquicultura tende a ser a grande responsavel
para suprir a demanda mundial para esse tipo de produto. O pescado € uma das mais
ricas fontes de proteina animal sendo um dos setores de producdo que mais crescem no
mundo. Em 2007, a populacdo mundial obteve 16,6% de suas necessidades em proteina
animal por meio da ingestao de peixes, e a demanda por parte do consumidor continua a
aumentar (FAO, 2011).

A producdo mundial de tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, chegou a 2,5
milhdes de toneladas em 2009, sendo a quinta espécie mais produzida na aquicultura
neste ano (FAO, 2011). No mesmo ano no Brasil, a criacdo de tilapias representou 39%
(132.957,8 t) da producdo de pescado proveniente da aquicultura continental, com
aumento de 20% somente entre 0s anos de 2008 e 2009 (MPA, 2012). Essa producéo €
concentrada principalmente nas regides do nordeste e sudeste do Brasil, sendo o tanque-
rede o sistema de criacdo predominante.

No entanto, a criacdo dessa espécie, assim como de qualquer outra, esta sujeita a
varias fontes de estresse, das quais as mais comuns sdo, manipulacdo dos animais, altas
densidades de estocagens, alimentacdo inadequada, baixa qualidade da agua e
transporte. Em um sistema intensivo de producdo, os fatores estressantes ocasionados
pelo préprio cultivo se somam aos causados pelos fatores ambientais, tornando este um
estresse crbnico. Este estado acarreta em desequilibrio da homeostase fisioldgica,
reducdo do crescimento e capacidade reprodutiva e da supressdo do sistema imune,
tornando o peixe susceptivel a doengas (Wendelaar-Bonga, 1997; Van Weerd e Komen,
1998). Assim com a intensificacdo da criacdo de peixes, diferentes fatores estressores se
apresentam; dessa maneira, € essencial que o sistema imune funcione adequadamente
para garantir a saude e as condicdes fisiologicas dos peixes cultivados (Urbinati e
Carneiro, 2004).

Os antibioticos tém sido empregados em larviculturas comerciais e em fazendas

de cultivo, a fim de controlar a proliferacdo de patdgenos (Gatesoupe, 1989). A
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utilizacdo de antibioticos no tratamento de doengas bacterianas e como promotor de
crescimento na criacdo de peixes, pode contaminar corpos d’agua, pode gerar
resisténcia das bactérias as drogas e deixar residuos nos peixes cultivados, assim como
em populacbes selvagens localizadas nos entornos das pisciculturas (Cabello, 2006).
No Brasil, além dos problemas citados acima, ocorridos nas fazendas de cultivo,
barreiras econdémicas também dificultaram o escoamento da producdo para mercados
internacionais (Maia e Nunes, 2003).

A fim de reduzir os prejuizos ocasionados pela utilizacdo de antibioticos e pelas
mortalidades causadas por patdgenos, surgem algumas alternativas mais eficazes e
seguras na prevencdo de doengas. Neste sentido, nos Ultimos anos vém-se intensificando as
pesquisas com o uso de alimentos funcionais como, por exemplo, os probidticos.

Os probidticos foram originalmente descritos como organismos ou substancias
com a capacidade de equilibrar a microbiota intestinal (Parker, 1974). Posteriormente o
termo probidtico foi descrito como microrganismos quando administrados em
adequadas quantidades conferem beneficios na saide do hospedeiro (FAO, 2001).

Os probidticos podem estimular o crescimento, inibir o desenvolvimento de
patégenos, melhorar o funcionamento do sistema imunoldgico e aumentar a tolerancia
ao estresse (Gatesoupe, 1999; Verschuere et al., 2000; Balcazar et al., 2006; Kesarcodi-
Watson et al., 2008; Wang et al., 2008).

O sistema imune dos peixes apresenta dois tipos de respostas, a resposta imune
inata, que funcionam como uma primeira barreira contra microrganismos, e resposta
imune especifica, responsaveis pelo reconhecimento de antigenos e producdo de
anticorpos especificos (Bernstein et al., 1998). O sistema imunolégico dos peixes difere
de outros vertebrados pelo fato da resposta inata ser mais expressiva do que a resposta
adquirida (Sauraby e Sahoo, 2008).

A imunidade inata € composta por varios componentes que incluem células,
proteinas, glicoproteinas e peptideos, presentes em tecidos e fluidos corporais e que
possuem acdo antimicrobiana. As células fagociticas desempenham um importante
papel na regulagdo do sistema imune inato, os macrofagos sdo capazes de reconhecer
patdgenos e materiais estranhos e degrada-los pelo processo de fagocitose (Secombes,
1990; Steinhagen e Jendrysek, 1994). O muco, soro e ovos de peixes contém grande
variedade de substancias que inibem o crescimento de microrganismos infecciosos.

Estas substancias sdo predominantemente proteinas e glicoproteinas, compreendendo a
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lisozima, complemento, interferon, proteina C reativa, transferrina e lectina (Shoemaker
etal., 2001).

A administracdo de probioticos como forma de modular o sistema imunoldgico
tem sido estudada em varias espécies de peixes. Incrementos na atividade fagocitica dos
macrofagos e producdo de lisozimas, pela administracdo de probidticos em peixes
foram descritos por varios autores (Kim e Austin, 2006, Newaj-Fyzul et al., 2007,
Harikrishnan et al., 2010, Geng et al., 2011). Newaj-Fyzul et al., (2007) demonstrou
que truta arco-iris (30g) recebendo 1x10° UFC de B. subtilis AB1 por grama de racio
por um periodo de 14 dias apresentaram maiores valores de lisozima no soro e intestino
e incremento na atividade fagocitica e burst respiratério. Aly et al. (2008) observaram
aumentos da lisozima e da atividade respiratoria dos leucocitos em tilapia-do-nilo
(5+1.3g) recebendo racdo suplementada com (1x10" UFC.g™) B. subtilllis e (1x10’
UFC.g™) Lactobacillus acidophillus fornecidas separadamente e em conjunto.

Populagbes de microrganismos probidticos associados ao muco do intestino podem
promover competicdo, producdo de bacteriocinas e liberacdo de outros compostos
antimicrobianos no muco que melhoram a fungdo protetora da camada mucosa contra
agentes patogénicos e exerce um papel imunoestimulador ao hospedeiro (Kim & Austin,
2006; Newaj-Fyzul et al., 2007). AlteragGes na morfologia intestinal foram relatadas em
tilapia quando alimentada com probioticos, leveduras e aminoacidos (De Rodriganez et
al.,2009; Merrifield et al., 2010; Carvalho et al., 2011; Silva et al., 2010; Medri et al.,
1999). Estas alteragcBes apresentam carater benéfico, promovendo maior area de
absorcdo da mucosa intestinal de tilapia-do-nilo, que pode implicar em maior eficiéncia
na utilizacdo dos nutrientes (Hisano et al., 2006; Fabregat, 2006).

Os géneros dos probidticos mais utilizados com sucesso na piscicultura em agua
doce sdo as bactérias Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus e as
leveduras Saccharomyces (Verschuere et al., 2000; Wang et al., 2008; Aly et al., 2008;
Lara-Flores et al., 2003; Meurer et al., 2006 e 2008). O B. subtilis tem sido testado em
peixes como bactéria probidtica e demonstrou capacidade inibitéria in vitro do
crescimento de Aeromonas hydrophila e na alimentagdo da tilapia-do-nilo foi eficaz
como promotor de crescimento (Aly et al., 2008). A administracdo de B. subtilis na
agua de criacdo da tilapia-do-nilo apresentou efeitos positivos no crescimento e nos
parametros imunoldgicos (Zhou et al., 2009).

Uma maior tolerdncia ao estresse foi demonstrada em peixes e camarfes
alimentados com probioticos (Taoka et al. 2009; Liu et al., 2010; Rollo et al., 2006). Em
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trabalho realizado por Varela et al. (2010) com Sparus aurata, observou-se que a
densidade alta densidade de estocagem (30 kg m™) nos peixes alimentados com o
probidtico Pdp 11 (Familia Alteromonadaceae — Shewanella putrefaciens) aumentou a
tolerancia ao estresse e 0 crescimento quando comparados ao controle sem probiotico.
Ainda os mesmos autores citam que os niveis de cortisol medido no sangue dos peixes
em baixa densidade (5,6 kg m®) ndo foram modificados pela alimentacdo com o
probidtico, sendo necessario algum tipo de estresse como a alta densidade de estocagem
para que a alimentacdo com o probiotico apresentasse efeito.

Lara-Flores et al. (2003) avaliaram o efeito da inclusdo da mistura de
Streptococcus faecium e Lactobacillus acidophilus e, outra dieta contendo
Saccharomyces cerevisae e observaram gue 0S peixes que receberam a mistura de
bactérias obtiveram uma taxa de crescimento especifico maior em relacdo ao grupo
controle. O grupo que recebeu a levedura teve crescimento e sobrevivéncia superior ao
grupo controle, demonstrando que estes probidticos podem ser utilizados como
promotores de crescimento na criacdo de tildpia. No entanto, este autor cita a
importancia de haver algum desafio ou condicdo estressante para o probidtico conseguir
demonstrar efeitos benéficos no hospedeiro. Neste experimento a alta densidade de
estocagem permitiu a demonstracdo destes efeitos.

Dessa forma, o presente estudo apresenta os efeitos da inclusdo da bactéria
probiédtica Bacillus subtilis na racdo da tilapia-do-nilo criada em diferentes densidades

de estocagem.

2. OBJETIVOS

Avaliar o desempenho zootécnico, composicdo corporal, confirmar a presenca do
probidtico no intestino, avaliar os parametros hematoldgicos e a resposta imune inata de
tildpia-do-nilo alimentada com racéo suplementada com o probi6tico, Bacillus subtilis,

sob duas densidades de estocagem.
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4. APRESENTACAO DO EXAME DE QUALIFICACAO

Para facilitar a publicacédo dos resultados, ap0s a incorporagédo das sugestdes feitas
pela banca examinadora, a dissertacdo serd apresentada em dois capitulos (Artigos
cientificos) seguindo as normas das revistas a que serdo submetidos. No primeiro
capitulo constam as normas da revista “Boletim do Instituto de Pesca” e no segundo, as

normas da “Aquaculture Research”.

Capitulo 1: PROBIOTICO NA RACAO DE TILAPIA-DO-NILO CRIADA EM
DIFERENTES DENSIDADES DE ESTOCAGEM

Capitulo 2: HEMATOLOGIA E RESPOSTA IMUNE INATA DE TILAPIA-DO-
NILO ALIMENTADA COM RACAO COM PROBIOTICO E CRIADA EM
DIFERENTES DENSIDADES DE ESTOCAGEM
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CAPITULO 1:

PROBIOTICO NA RACAO DE TILAPIA-DO-NILO CRIADA EM

DIFERENTES DENSIDADES DE ESTOCAGEM
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Probidtico na racéo de tilapia-do-nilo criada em diferentes densidades de
estocagem

RESUMO

Objetivou-se avaliar o desempenho zootécnico, composicao corporal e a recuperagdo da
bactéria probidtica no intestino de tilapia-do-nilo, (Oreochromis niloticus), alimentada
com ragdo contendo o probidtico Bacillus subtilis e criada em duas densidades de
estocagem. Foram utilizados 520 juvenis de tilapia revertidos (32,63+1,25Q),
distribuidos em 16 tanques de 800L. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com quatro repeticbes em esquema fatorial 2x2, com duas densidades de
estocagem (18,75 peixes m3 e 62,50 peixes m?3) e duas ra¢des (controle e probidtico) A
racdo com probidtico foi suplementada com 5.10° UFC kg* de ragdo. N&o foram
encontradas diferencas estatisticas (p<0,05) no desempenho zootécnico, composi¢éo
corporal entre os peixes que receberam a racdo com ou sem probidtico. Foram
observados menores valores no ganho em peso, consumo de ragdo e taxa de crescimento
especifico nos peixes criados na maior densidade de estocagem tanto dos peixes
controle quanto dos peixes que receberam a ragdo com probidtico. O B. subtilis
manteve-se viavel apds passagem pelo estbmago, possibilitando sua utilizagdo como
probidtico. Assim a inclus&o do probiético com ragdo na dosagem de 5x10° UFC por quilo
de racdo ndo influenciou o desempenho zootécnico e a composicdo corporal dos peixes. A
elevada densidade de estocagem mostrou-se um agente estressor ocasionando um menor
consumo de ragéo, com consequente menor crescimento.

Palavras-chave: Bacillus subtilis, desempenho zootécnico, Oreochromis niloticus,
composicgdo corporal, densidade de estocagem, recuperacdo do probiotico
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INTRODUCAO

O peixe € uma das mais ricas fontes de proteina animal, sendo a piscicultura um
dos setores de produgdo que mais crescem no mundo. Em 2007, a populagdo mundial
obteve 16,6% de suas necessidades em proteina animal por meio da ingestdo de peixes,
e a demanda por parte do consumidor continua a aumentar (FAO, 2011).

A producdo mundial de tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, em 2009, chegou
a 2,5 milhdes de toneladas, sendo a quinta espécie mais produzida na aquicultura neste
ano (FAO, 2011). No Brasil, a criacdo de tilapias representou 39% (132.957,8 t) da
producéo de pescado proveniente da aquicultura continental em 2009, com aumento de
20% somente entre os anos de 2008 e 2009 (MPA, 2012). Essa producdo é concentrada
principalmente nas regides do nordeste e sudeste do Brasil, sendo o tanque-rede o
sistema de criagdo predominante.

A fim de reduzir os prejuizos com mortalidades causadas por patdgenos e gastos
com antibiéticos, surgem algumas alternativas eficazes e seguras na prevencdo de
doencas. Neste sentido, nos ultimos anos vém-se intensificando as pesquisas com o uso de
alimentos funcionais como, por exemplo, os probidticos. A capacidade dos probidticos de
incrementar o crescimento em peixes teledsteos foi demonstrada em espécies como
Oreochromis niloticus (EI-Haroum et al., 2006), Dicentrarchus labrax (Carnevali et al.,
2006) e Paralichthys olivaceus (Taoka et al., 2006).

Os probioticos foram originalmente descritos como “organismos ou substancias
com a capacidade de equilibrar a microbiota intestinal” (Parker, 1974). Posteriormente o
termo probiotico foi complementado como “microrganismos quando administrados em
adequadas quantidades conferem beneficios na saude do hospedeiro” (FAO, 2001).
Estes microrganismos apresentam efeitos em diferentes niveis: inibicdo do crescimento

de patogenos, incremento imunoldgico, estimulacdo no crescimento e aumento da
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tolerancia ao estresse (Gatesoupe, 1999, Verschuere et al., 2000, Balcazar et al., 2006,
Kesarcodi-Watson et al., 2008, Wang et al., 2008).

A digestdo dos alimentos pode ser afetada devido ao funcionamento ideal das
células das vilosidades intestinais, que absorvem os nutrientes com maior eficiéncia
quando bactérias benéficas estdo presentes (Hisano et al., 2006).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o desempenho zootécnico, composicao
corporal e recuperacdo da bactéria probidtica no intestino de tilapia do Nilo,
alimentadas com racdo contendo probidtico Bacillus subtilis e criadas em diferentes

densidades de estocagem.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegécios (APTA)/Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Pirassununga/SP,
durante 84 dias. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com
quatro repeticbes em esquema fatorial 2x2, com duas densidades de estocagem (baixa e
alta) e duas dietas (controle e probidtico).

Foram utilizadas 520 tilapias (32,63 + 1,25g) linhagem GIFT revertidas para
macho e distribuidas em 16 tanques com volume Util de 800L. Cada tanque apresentava
fluxo de &gua (2,5 L min™) e aeragdo continua e individual para evitar a contaminacéo
cruzada com as bactérias probioticas. Termostatos foram instalados em todos os
tanques.

Os peixes foram estocados em duas densidades de estocagem, sendo denominadas
baixa densidade (18,75 peixes m3) e alta densidade (62,50 peixes m™). Diariamente

foram avaliados os parametros da dgua, como oxigénio dissolvido, pH e temperatura, e
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semanalmente verificado amonia total (Kit Labcon™). Os parametros fisicos e
quimicos da agua estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Valores médios e desvios padrfes dos parametros da qualidade da agua
registrados durante o periodo experimental.

Controle Probiotico
Densidade BD AD BD AD
Temperatura (°C) 25,2+0,5 25,1+0,5 25,0+0,4 25,0+1,0
pH 6,9+0,0 6,6+0,0 6,9+0,0 6,7+0,1
Oxigénio dissolvido (mg I™*) 6,2+0,9 52+1,1 6,0+0,9 5,3+1,2
Amdnia (mg I™) <0,25 <0,25 <0,25 <0,25

BD= baixa densidade 18,75 peixes m~, AD=alta densidade 62,5 peixes m™.

Os parametros de desempenho foram avaliados por meio de biometrias a cada 21
dias, anotando-se individualmente o comprimento total e peso dos peixes. Os
parametros avaliados foram: ganho em peso, sobrevivéncia, consumo de ragéo,
conversdo alimentar aparente, fator de condigdo, taxa de eficiéncia proteica e taxa de
crescimento especifico.

Foram preparadas duas racbes experimentais extrusadas, isoprotéicas e isocaloricas
com diametro médio de 2mm, sendo a dieta controle (Tabela 2) e a dieta com inclusdo da
bactéria Bacillus subtilis na concentracdo de 5x10° UFC kg® de racdo. O probiético
utilizado foi o CALSPORIN® que contem 10 UFC da bactéria Bacillus subtilis —
liofilizada por grama do produto. O probidtico foi pesado em balanca analitica,
homogeneizado em dleo de soja (20mL kg™ de racdo) e aspergido sobre a racdo. A mesma
quantidade de o6leo foi adicionada a dieta controle. As dietas foram mantidas sob

temperatura de 4°C e fornecida trés vezes ao dia até a saciedade.
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Tabela 2. Composicédo da dieta experimental (base na matéria natural)

Racdes Controle Probidtico
Ingrediente % %
Farelo de soja 40,5 40,5
Gluten de milho 5,86 5,86
Farinha de peixe 10 10
Milho 36,45 36,40
L-lisina 0,49 0,49
DL-metionina 0,4 0,4
Treonina 0,15 0,15
Fosfato bicalcico 38 38
Vitamina C 0,08 0,08
Suplemento vit./mineral* 0,25 0,25
BHT? 0,02 0,02
Oleo de soja 2,0 2,0
Bacillus subtilis 0 0,05
Composicao quimico-bromatolégica da racéo’

Proteina bruta (%) 34,17 34,17
Proteina digestivel (%) 27,00 27,00
Energia bruta (kcal/kg) 3.916 3.916
Energia digestivel (kcal/kg) 3.042 3.042
Extrato etéreo (%) 2,47 2,47
Fibra bruta (%) 5,86 5,86
Lisina 2,25 2,25
Metionina 0,80 0,80
Treonina 1,17 1,17
Célcio total (%) 1,50 1,50
Faésforo disponivel (%) 0,70 0,70
Cinza (%) 8,85 8,85

" Suplemento vitaminico e mineral/kg de suplemento (Supre Mais): vitA 1200000 Ul; vitDs
200000 UlI; vitE 12000 mg; vitKs; 2400 mg; vitB; 4800 mg; vitB, 4800 mg; vitBs 48000 mg; B,
4800 mg; ac. folico 1200 mg; &c. Pantoténico 12000 mg; vitC 48 mg; biotina 48 mg; colina 65
mg; niacina 24000 mg; Fe 10000 mg; Cu 600 mg; Mn 4000 mg; Zn 6000 mg; |1 20 mg; Co 2 mg
e Se 20 mg.

2Butil Hidroxi Tolueno

3 Calculado segundo Pezzato et al. (2002)

Ao final do experimento dois peixes de cada repeticdo foram sedados com
benzocaina, mortos, congelados inteiros e enviados ao Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL) para realizacdo das andlises da composi¢do centesimal corporal. As amostras

coletadas foram congeladas, moidas e homogeneizadas para determinacdo de umidade,
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extrato etéreo, proteina bruta e cinzas de acordo com os métodos propostos pela AOAC
(1984)

Ao final do experimento, dois peixes de cada repeticdo foram sedados, mortos e
realizados a coleta da porcéo anterior do intestino para avaliar a presenca do probiotico B.
subtilis. Uma porc¢éo de 3 a 4 g da porcéo do intestino anterior foi separada, fragmentada e
acondicionada em tubos de ensaio estéreis e pesadas em balancga analitica. Apo6s maceracao
foram realizadas diluicdes seriadas de 10, 102, 10 em soluc&o fisiolégica 0,7%, seguidas
de homogeneizacdo em vortex (Ishikawa, 1998). Cem microlitros de cada solucdo foi
semeada (duplicata) em placas de Petri com meio TSA (Agar Tripticaseina de Soja) (Irianto
& Austin, 2002) e incubadas em estufa a 30°C por 48h, para posterior contagem de
unidades formadoras de colonia (UFC).

Os resultados foram analisados por analise de variancia ANOVA e comparados
por teste de Duncan, sendo que as diferencas foram consideradas significantes quando

p<0,05. Foi utilizado o software SAS (Statistical Analysis System) verséo 9.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foram encontradas diferencas significativas no desempenho zootécnico entre
0s tratamentos que receberam ou ndo, o probidtico. Os valores de desempenho estéo
representados na Tabela 3.

A inclusdo do probidtico na racdo ndo causou efeitos no ganho de peso, conversdo
alimentar e sobrevivéncia das tilapias quando criadas em baixa e alta densidade de
estocagem. Os peixes criados em alta densidade de estocagem apresentaram menor
(p<0,05) consumo de ragdo, ganho em peso, comprimento final, peso final e na taxa de

crescimento especifico do que os criados em baixa densidade de estocagem.
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Tabela 3: Valores médios e desvios padroes individuais dos parametros de desempenho
zootécnico de tilapia-do-nilo, O.niloticus, alimentada com B. subtilis e criada em
diferentes densidades de estocagem durante 84 dias.

Controle Probiotico
Densidade BD AD BD AD
Peso final (g) 184,27+3,36° 167,84+1,18"  18567+457°  167,24+2,66"
Comprimento final (cm) 20,66+0,20°  19,77+0,40°  20,76+0,23 20,10+0,32%
Ganho em peso () 151,01+4,32* 13552+1,22°  153,13+3,76°  134,86+2,44"
Taxa de crescimento 2,03+0,06°  1,96+0,01°  2,07+0,07° 1,95+0,01°
especifico (% dia™)
Conversao alimentar 1,12+0,06 1,06%0,00 1,10+0,04 1,07+0,02
Consumo racao (g) 168,90+5,70°  144,78+1,60°  168,36+4,77°  14542+3,14
Taxa eficiéncia protéica 2,48+0,15 2,60+0,01 2,52+0,10 2,57+0,06
Fator de condigéo 2,08+0,04 2,17+0,11 2,07+0,03 2,06+0,10
Sobrevivéncia (%) 98,30+3,30  99,50+1,00 98,30+3,30 99,50+1,00

BD= baixa densidade 18,75 peixes m~, AD=alta densidade 62,5 peixes m™. Letras distintas
indicam diferencas significativas (P<0,05) pelo teste de Duncan.

Os resultados estédo de acordo com os encontrados por Meurer et al., (2008), que
ndo observaram diferencas no desempenho zootécnico de tilapia-do-nilo, alimentadas
com ragdo contendo Sacharomyces cereviseae durante a fase de reversédo sexual.
Makridis et al., (2000) ndo obtiveram diferengas no desempenho e sobrevivéncia de
turbot (Scophthalmus maximus) recebendo duas cepas de bactérias isoladas do proprio
peixe quando adicionadas na agua de cultivo ou fornecidas bioencapsuladas em
rotiferos. Suzer et al., (2008) trabalhando com probidtico comercial composto de
Lactobacillus spp. Na dieta ndo encontrou diferencas na taxa de crescimento em
Spaurus aurata.

Resultados contrarios ao encontrado neste estudo foram observados por Aly et al.
(2008), que mostraram que a adicdo de 1x10" UFC de B. subtilis g de racdo para
alevinos de tilapia-do-nilo (5,2+0,9g) resultou em melhores ganhos de peso quando
comparados ao tratamento controle. EI- Haroum et al., (2008) observaram melhores
valores para ganho de peso e conversdo alimentar, em tilapias alimentadas com uma

mistura de B. subtilis e B. licheniformis, alicina e enzimas hidroliticas. As diferencas
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entre os resultados se devem as diferencas entre os delineamentos experimentais,
formas de cultivo (monosexo ou ndo), linhagem do peixe, peso inicial, dosagens
utilizadas e diferencas entre as cepas dos probidticos utilizadas.

O B. subtilis, é classificado como transitorio no trato gastrintestinal, pois nédo
possui a capacidade de se fixar ao epitélio intestinal, mas a de auxiliar na multiplicacéo
e colonizacdo dos produtores de &cido latico (Maruta, 2001). Por ser uma bactéria
transitéria no trato intestinal, esta pode ndo ter produzido ou produzido quantidades
insuficientes de enzimas digestivas a fim de aumentar a digestibilidade dos nutrientes
do alimento. Podendo esta bactéria estar influenciando o sistema imunoldgico através
da competicdo, producdo de compostos inibidores do crescimento de patdgenos e
criando melhores condi¢des para a colonizacdo de bactérias acido laticas.

O consumo de racdo, ganho de peso, peso final e taxa de crescimento especifico
apresentaram diferencas (p<0,05) entre as duas densidades de estocagem tanto para 0s
peixes controle quanto para 0s que receberam a racdo com probiotico, sendo observada
menores valores destes parametros nos peixes criados na alta densidade de estocagem.

Os peixes alimentados com a racdo controle apresentaram diferencas no
comprimento final, apresentando diferentes valores de comprimento final quando
comparadas as duas densidade de estocagem. Tal diferenca ndo ocorreu nos peixes
alimentados com probi6tico, que apresentaram os mesmos valores de comprimento final
entre as duas densidades de estocagem.

A alta densidade de estocagem pode ser considerada um agente estressor em
peixes, causando alteragdes fisiologicas, como a supressdo do sistema imunologico,
perda do equilibrio osmotico e diminuigdo da alimentacdo, com consequente redugéo do
crescimento (Gomes et al., 2000). Os resultados encontrados no presente trabalho

evidenciam que o manejo relacionado a maior densidade restringiu o apetite dos peixes
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e, consequentemente o crescimento. Assim como 0s resultados encontrados neste
trabalho, Ridha (2006), Gall & Bakar (1999) e Silva et al. (2002), trabalhando com
tilapia, observaram tendéncia de reducdo no peso médio com o aumento da densidade
de estocagem.

A composicdo corporal dos peixes pode ser manipulada pela quantidade e
qualidade dos nutrientes da dieta, pelo nivel de arragopamento, regime de alimentacao,
dentre outros fatores (Shearer, 1994; Jobling, 2001).

Diferencas significativas (p<0,05) foram encontradas para o teor de umidade na
composicdo corporal dos peixes alimentados com a racdo controle, ndo sendo
observadas diferencas para os demais parametros (Tabela 4). Em relacdo ao tratamento
controle, os peixes mantidos em alta densidade apresentaram maiores teores de umidade
(71,22%) do que os mantidos em baixa densidade (69,48%).

Martins et al., (2009) observaram alteracbes na composicdo corporal,
principalmente de umidade e teores de lipideos e a dinamica de deposicdo destes
elementos em diferentes estadgios de desenvolvimento de tilapias. O percentual de
lipideos nos peixes tende a substituir a umidade com o crescimento, alcancando seu
valor maximo no verao e declinando no inverno e em periodos de migracéao e desova.

Né&o foram encontradas diferencas na composi¢éo corporal dos peixes alimentados
ou ndo com probidtico quando criados nas diferentes densidades de estocagem. Dias et
al. (2012), ndo encontraram diferencas significativas nos valores de extrato etéreo do
musculo e figado de Brycon amazonicus quando alimentadas com dietas contendo B.
subtilis, porem, estes autores observaram tendéncia de reducédo deste pardmetro com a

incluséo do probiotico.
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Tabela 4: Composic¢do do corpo inteiro de tilapia do Nilo, O. niloticus, alimentada com B.
subtilis adicionado a racdo e criadas em diferentes densidades de estocagem durante 84 dias.
Valores expressos na matéria natural.

Controle Probiotico
Densidade BD AD BD AD
Cinzas 4,14+0,22 3,84+0,45 3,49+0,64 4,15+0,75
Umidade 69,48+0,76" 71,22+0,47° 70,28+1,06" 70,30+0,93"
Proteina 16,49+0,79 15,55+0,85 15,98+0,93 15,82+0,89
Extrato etéreo 9,57+0,70 8,51+0,62 9,62+1,17 9,50+0,64

BD= baixa densidade 18,75 peixes m~, AD=alta densidade 62,5 peixes m™. *Letras distintas
indicam diferencas significativas (P<0,05) pelo teste de Duncan.

Valores da composicdo corporal semelhantes ao observados no estudo, foram
obtidos por Martins et al. (2009) analisando a composicdo corporal de diferentes
linhagens de tilapia em diferentes idades. EI-Dahlar (1997) obteve valores de proteina
bruta (PB) de 18,5%, extrato etéreo (EE) de 2,7% e teor de umidade (U) de 71,3% em
carcacas de tilapia-do-nilo de 250g. No trabalho de Shiau e Lin (1993) com O. niloticus
x O. aureus os valores variaram de (U) de 73,4 a 76,7%, (PB) 14,5 a 14,7%, (EE) 3,9 a
8,1% e cinzas com 4,4%.

Com relacdo ao isolamento do probiotico, foi possivel recuperar a probiotico B.
subtilis do intestino dos peixes, demostrando a viabilidade desta cepa de bactéria como
probidtico, sendo encontrados os seguintes valores (BD - 4,12x10° e AD — 2,84x10°
UFC.g* de intestino). Resultados semelhantes sobre a possibilidade da recuperagdo no
intestino foram descritos em tilapias alimentadas com probidtico e leveduras (Meurer et
al., 2008, Tachibana et al., 2011). O probidtico B. subtilis permaneceu viavel desde sua
incorporacdo na ragdo e apds passagem pelo estbmago (resisténcia a proteases, sais
biliares e baixo pH). Na&ao houve crescimento de B. subtilis nas placas do controle.

Muitos agentes patogénicos que acometem 0S peixes podem causar prejuizos a
integridade do epitélio intestinal (Ringa et al., 2007a,b; Salinas et al., 2008). A redu¢éo do

nimero de possiveis agentes patogénicos presentes no trato gastrointestinal reduz os
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prejuizos na mucosa acarretando em menores gastos com a manutengdo para reparagéo
dos tecidos lesionados, com isto, apresentando uma maior organizacdo e crescimento
destes tecidos. Populacdes de probioticos associados ao muco do intestino podem oferecer
competicdo, producdo de bacteriocinas e liberagdo de outros compostos antimicrobianos
no muco que melhoram a funcéo protetora da camada mucosa contra agentes patdgenicos
e exerce um papel imunoestimulador ao hospedeiro (Kim & Austin, 2006; Newaj-Fyzul
et al., 2007).E conhecido que a microbiota intestinal de animais aquaticos pode ser
manipulada, constituindo assim uma ferramenta viavel a fim de reduzir ou eliminar a

incidéncia de patdgenos (Balcazar, 2002).

CONCLUSAO

A inclusdo do probidtico B subtilis na racdo (5x10° UFC kg™) n&o influenciou o
desempenho zootécnico e a composi¢do corporal dos peixes. A elevada densidade de
estocagem mostrou-se um agente estressor ocasionando reducao no apetite dos peixes, com
consequente menor crescimento dos peixes. A recuperacdo do probidtico no intestino foi

possivel, possibilitando seu uso como probiético para tilapia-do-nilo.
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Hematologia e resposta imune inata de tilapia-do-nilo alimentada com racéo
com probidtico e criada em diferentes densidades de estocagem

RESUMO

Objetivou-se avaliar os parametros hematoldgicos e a resposta imune inata de tilapia-
do-nilo, alimentada com racdo contendo o probidtico, Bacillus subtilis, e criada em
diferentes densidades de estocagem durante 84 dias. Foram utilizados 520 alevinos de
tilapia revertidos (32,63+1,259), distribuidos em 16 tanques de 800L, com delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2, quatro repeticdes, nas densidades de
estocagem (18,75 peixes m?3) e (62,50 peixes m?3). A racdo com probiotico foi
suplementada com 5.10° UFC de B. subtilis por quilo de racdo. Ao final do
experimento, foram retiradas amostras de sangue dos peixes para determinacdo dos
pardmetros hematoldgicos e avaliacdo da resposta imune inata avaliando a atividade
fagocitica e lisozima plasmatica. Maiores valores (p<0,05) foram encontradas nos niveis
de lisozima e no indice fagocitico dos peixes alimentados com B. subtilis quando
criados na maior densidade de estocagem. Os peixes que receberam a racdo com
probidtico, quando criados na maior densidade de estocagem apresentaram menores
valores no namero de eritrocitos e hematdcrito, contudo os eritrocitos apresentaram
maiores valores na concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Ndo foram
encontradas diferencas nos valores de cortisol e glicose mesmo quando criadas na alta
densidade de estocagem. A inclusdo da bactéria probiotica B. subtilis na concentracéo
de 5x10° UFC/kg ™ de racdo beneficiou o sistema imune inato de tilapia-do-nilo ao
estresse relacionado a maior densidade de estocagem, aumentando os niveis de lisozima
plasmatica e atividade fagocitica.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, imunologia, lisozima, atividade fagocitica,
cortisol, glicose
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INTRODUCAO

O uso de probidticos na aquicultura vem aumentando nos Gltimos anos, devido
aos beneficios apresentados. Os probiodticos podem estimular o crescimento, inibir o
desenvolvimento de patégenos, melhorar o funcionamento do sistema imunolégico e
aumentar a tolerancia ao estresse (Gatesoupe, 1999; Verschuere et al., 2000; Balcazar et
al., 2006; Kesarcodi-Watson et al., 2008; Wang et al. 2008).

Os regimes intensivos de producdo aquicola podem apresentar diferentes fatores
de estresse. Como resultado das variagcdes ambientais e do estresse de manejo, ocorrem
variacbes nas concentragdes de cortisol, glicose sanguinea e nas caracteristicas
hematoldgicas responsaveis pela imunossupressao do organismo (Yada e Nakanishi,
2002). Dessa maneira, é essencial que o sistema imune do peixe funcione
adequadamente a fim de manter a satide ou higidez.

A administragdo de probidticos como forma de modular o sistema imunoldgico
tem sido estudada em varias espécies de peixes. Aumentos na atividade fagocitica dos
macréfagos e producdo de lisozimas, pela administracdo de probidticos em peixes
foram descritos por varios autores (Kim e Austin, 2006, Newaj-Fyzul et al .,2007,
Harikrishnan et al., 2010, Geng et al., 2011).

Newaj-Fyzul et al., (2007) demonstrou que truta arco-iris (30g) recebendo 1x10’
UFC de B. subtilis AB1 por grama de racdo por um periodo de 14 dias apresentaram
maiores valores de lisozima no soro e intestino, na atividade fagocitica e burst
respiratério. Aly et al. (2008) observaram aumentos da concentracdo de lisozima e da
atividade respiratoria dos leucocitos em tilapia-do-nilo (5+1.3 g) recebendo racdo
suplementada com (1x10° UFC.g?) B. subtilllis e (1x10" UFC.g?) Lactobacillus

acidophillus fornecidas separadamente e em conjunto.
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As bactérias do género Bacillus podem estimular a resposta imune e serem
utilizadas como imunomoduladores (Coppola e Gil-Turnes, 2004). O B. subtilis tem
sido testado em peixes como bactéria probidtica e demonstrou capacidade inibitoria in
vitro do crescimento de Aeromonas hydrophila e na alimentacdo da tilapia-do-Nilo foi
eficaz como promotor de crescimento (Aly et al., 2008).

A habilidade das bactérias probidticas em modular a imunidade e aumentar o
balanco microbiano de microrganismos entéricos, oferece alternativa biologicamente
efetiva para melhorar a salde sem recorrer ao consumo de drogas alopaticas
(Kailasapathy e Chin, 2000).

Desta forma, objetivou-se avaliar os parametros hematol6gicos e a resposta imune
inata de tilapia-do-nilo, alimentada com racéo contendo o probiotico Bacillus subtilis,

criada em diferentes densidades de estocagem.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegécios (APTA) /Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Pirassununga/SP
durante 84 dias. Estabeleceu-se um delineamento inteiramente casualizado com
esquema fatorial 2x2 sendo, duas densidades de estocagem e duas dietas com quatro
repeticoes.

Foram utilizadas 520 tilapias-do-nilo, Oreochromis niloticus (32,63 + 1,25 @)
linhagem GIFT revertidas para macho e distribuidas em 16 tanques com volume atil de
800L. Cada tanque apresentava fluxo de agua (2,5 | min™) e aeracdo continua e
individual para evitar a contaminacdo cruzada com as bactérias probidticas. Termostatos

foram instalados em todos os tanques.
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Os peixes foram estocados em duas densidades, sendo denominada baixa (18,75
peixes m-3) e alta densidade de estocagem (62,50 peixes m?). Diariamente foram
avaliados os parametros fisico-quimicos da &gua, oxigénio dissolvido, pH e
temperatura, e semanalmente, a amonia total (Kit Labcon™). Os parametros da
qualidade da &gua estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Valores médios e desvios padrGes dos parametros da qualidade da agua
registrados durante o periodo experimental.

Controle Probi6tico
Densidade BD AD BD AD
Temperatura (°C) 25,2+0,5 25,1+0,5 25,0+0,4 25,0+1,0
pH 6,9+0,0 6,6+0,0 6,9+0,0 6,7+0,1
Oxigénio dissolvido (mg I™*) 6,2+0,9 52+1,1 6,0+0,9 5,3+1,2
Amdnia (mg 1) <0,25 <0,25 <0,25 <0,25

BD= baixa densidade 18,75 peixes m*, AD=alta densidade 62,5 peixes m™.

Foram preparadas duas ragdes experimentais, a ragdo controle (Tabela 2) e a ragao
com a inclusio da bactéria Bacillus subtilis na concentracdo de 5x10° UFC por quilo de
racdo. Foi utilizado o probiético CALSPORIN® que contém 10 UFC de B. subtilis
liofilizado por grama do produto. O probidtico foi pesado em balanga analitica, diluido em
6leo de soja (2 % da racédo) e aspergido sobre a racdo. A dieta controle recebeu a mesma
quantidade de 6leo de soja. As ragfes foram mantidas em temperatura de 4°C e foi
fornecida trés vezes ao dia ad libitum pelo periodo de 84 dias.

Ao final do periodo experimental dois peixes por tanque foram anestesiados em
benzocaina (100 mg L™) e o sangue coletado por pungdo do vaso caudal com seringas
heparinizadas (100 Ul mlI™). O plasma foi obtido por centrifugacdo do sangue (2000xG)
durante 10 minutos e mantido a -20° C ate a utilizacéo.

Imediatamente apds a colheita, o sangue foi utilizado para determinacdo dos
seguintes parametros: numero total de eritrocitos contados em camara de Neubauer,
hematocrito pelo, método do microhematdcrito, taxa de hemoglobina pelo método da

cianometahemoglobina e preparacdo de extensdes sanguineas coradas segundo
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Rosenfeld para contagem diferencial e total de leucocitos e contagem total de

trombdocitos Hrube e Smith (1998).

Tabela 2. Composicédo da dieta experimental (base na matéria natural)

Racdes Controle Probidtico
Ingrediente % %
Farelo de soja 40,5 40,5
Gluten de milho 5,86 5,86
Farinha de peixe 10 10
Milho 36,45 36,40
L-lisina 0,49 0,49
DL-metionina 0,4 0,4
Treonina 0,15 0,15
Fosfato bicalcico 38 3,8
Vitamina C 0,08 0,08
Suplemento vit./mineral* 0,25 0,25
BHT? 0,02 0,02
Oleo de soja 2 2
Bacillus subtilis 0 0,05
Composicdo quimico-bromatolégica da racéo’

Proteina bruta (%) 34,17 34,17
Proteina digestivel (%) 27,00 27,00
Energia bruta (kcal/kg) 3.916 3.916
Energia digestivel (kcal/kg) 3.042 3.042
Extrato etéreo (%) 2,47 2,47
Fibra bruta (%) 5,86 5,86
Lisina 2,25 2,25
Metionina 0,80 0,80
Treonina 1,17 1,17
Célcio total (%) 1,50 1,50
Faésforo disponivel (%) 0,70 0,70
Cinza (%) 8,85 8,85

" Suplemento vitaminico e mineral/kg de suplemento (Supre Mais): vitA 1200000 UI; vitDs
200000 UI; vitE 12000 mg; vitK; 2400 mg; vitB; 4800 mg; vitB, 4800 mg; vitBe 48000 mg; B,
4800 mg; ac. félico 1200 mg; ac. Pantoténico 12000 mg; vitC 48 mg; biotina 48 mg; colina 65
mg; niacina 24000 mg; Fe 10000 mg; Cu 600 mg; Mn 4000 mg; Zn 6000 mg; | 20 mg; Co 2 mg
e Se 20 mg.

2Butil Hidroxi Tolueno

3 Calculado segundo Pezzato et al. (2002)

A partir dos valores encontrados para hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht) e
numero de eritrocitos (RBC) foram calculados os indices hematimétricos conforme

Wintrobe (1934): volume corpuscular médio (VCM = ((Ht x 10) / RBC)), hemoglobina
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corpuscular média (HCM = ((Hb x 10)/ RBC)) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM = ((Hb x 100)/Ht)).

A determinacdo do nivel de cortisol plasmatico foi realizada por kit ELISA
(DBC kit; Diagnostics Biochem Canada, Inc., Ontario, Canada). A absorbancia foi
medida em leitora de microplacas em comprimento de onda de 450nm.

A glicose foi realizada por kit Labtest® pelo principio da catalisacio da glicose. O
peroxido de hidrogénio reage sob acdo catalisadora da peroxidase, formando a
coloracdo vermelho, a qual é proporcional a concentracdo de glicose na amostra. A
amostra foi avaliada espectrofotémetro (505nm).

A lisozima plasmatica foi determinada segundo Kim & Austin (2006) modificado.
DiluicGes seriadas de plasma foram realizadas com tampéo fosfato salina (PBS 0,05M)
em microplacas de 96 pocos de fundo plano. A cada poco foi adicionado 100 pL de
solugdo de Micrococcus lysodeikticus (0,4mg.ml™ de PBS). As placas foram incubadas
e a densidade otica foi medida a 540 nm nos tempos 0, 5, 15 e 30 minutos. Uma unidade
de lisozima foi determinada como a quantidade necessaria para diminuir a absorbancia
em 0,001 m™.

Dois peixes de cada repeticdo foram utilizados para avaliacdo da atividade
fagocitica. Apds anestesia em benzocaina, trés mililitros de solucdo de levedura
(Saccharomyces cereviseae) foram injetados na cavidade celomatica dos peixes na
concentracdo de 11.000 células mm™. Ap6s 4 horas, os animais foram sacrificados por
aprofundamento anestesico seguido de disseccdo medular e, em seguida, realizada a
lavagem da cavidade celomatica com trés mililitros de solucéo salina 0,7% e o liquido
aspirado com pipeta Pasteur, centrifugado a 251,5xG por cinco minutos, € 0
sobrenadante desprezado. Uma aliquota do sedimentado foi examinada em microscopio

(400x) de contraste de fase para determinacdo da capacidade fagocitica (CF) e indice
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fagocitico (IF) segundo Dias et al. (2012), obedecendo as seguintes formulas: CF = n°
de fagocitos fagocitando / 100 e IF = n° total de leveduras no interior dos fagdcitos /
numero de fagdcitos fagocitando.

Os resultados foram analisados por analise de variancia ANOVA e as médias
comparadas por teste de Duncan, sendo as diferencas consideradas significantes quando

p<0,05. Sendo utilizado o software SAS (Statistical Analysis System) versao 9.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em um sistema intensivo de producéo, os fatores estressantes ocasionados pelo
préprio cultivo se somam aos causados pelos fatores ambientais, que pode dar origem a
um estresse cronico. Este estado acarreta em desequilibrio da homeostase fisioldgica,
reducdo do crescimento e capacidade reprodutiva e supressdo do sistema imune,
tornando o peixe susceptivel a doencas (Wendelaar-Bonga, 1997; Van Weerd e Komen,
1998). Os resultados hematolégicos estdo representados na tabela 3. Os parametros da
serie eritrocitaria obtidos nesse estudo estdo de acordo com o0s encontrados para a
mesma espécie por Barros et al (2009) e Martins et al (2004).

Os peixes alimentados com B. subtilis, quando criados na maior densidade de
estocagem apresentaram menor nimero de eritrocitos e valor do hematécrito em relacdo
aos outros tratamentos. Os peixes que receberam o probidtico e foram criados na maior
densidade de estocagem, apresentaram uma maior (p<0,05) concentracdo de
hemoglobina (CHCM) dentro dos eritrocitos. A alimentagdo com o probidtico pode ter
beneficiado a capacidade de transporte de oxigénio quando os peixes foram submetidos

a alta densidade de estocagem.

40



Tabela 3: Valores médios e erros medios do eritrograma, leucograma e trombograma de
tilapias do Nilo alimentadas com B. subtilis adicionado a rag8o e criadas em baixa e alta

densidade de estocagem durante 84 dias.

Controle Probidtico
Densidade Baixa Alta Baixa Alta
Peso médio (g) 184,27+43,36  167,84+1,18  185,67+4,57  167,24+2,66
RBC (10° mm™) 1,41+0,19*  1,30+0,14%®  1,33+0,22%° 1,18+0,21°
Hematdcrito (%) 30,81+3,59°  31,43+20,9°  32,31+1,38°  26,56+4,32"
Hemoglobina (g/dL) 8,14+0,73 7,68+0,81 7,45%0,75 7,48+1,09
VCM (um?®) 222,37+44,1  242,33+18,0  247,63+40,69 227,76+46,05
HCM (pg) 58,31+7,27  59,34+7,86  57,03+10,40  63,56%7,63
CHCM (%) 26,67+3,46™ 24474263  2447+2,63°  28,92+6,62°
Leucdcitos (mm™) 4903049253 39165+6056™ 36760+9121° 42509+8738%
Linfocitos (mm™) 44043+7796 3673245961 3374648502  40229+8329
Neutréfilos (mm™®) 2112+838 1047+659 1586+122 817+682
Monécitos (mm’) 1766613 1183+272 1084+515 15754592
Trombdcitos (mm™)  19006+5426° 22609+3711*° 28063+6597° 24872+6361%°

| etras iguais na mesma linha n&o diferem significativamente conforme teste de Duncan
(p<0,05)

N&o foram observadas diferencas para 0s parametros de concentracdo de
hemoglobina total, VCM e HCM entre os tratamentos. Dias et al. 2012 néo
encontraram diferengas nos parametros de RBC, VCM e concentragdo de hemoglobina
em reprodutores de matrinxa recebendo dietas com B. subtilis e Faramarzi et al., 2011
em estudo com Oncorhychus mykiss recebendo dietas com diferentes niveis de
Lactobacillus acidophilus apresentaram maiores valores de RBC e hemoglobina.

O numero de leucocitos e trombdcitos sdo considerados importantes indicadores
do estado de saude de peixes. O sistema imune inato é a primeira linha de defesa e,
como parte das respostas inatas, os leucocitos, apds quimiotaxia até o foco lesado, séo
capazes de reconhecer patogenos, fagocita-los e degrada-los. Os peixes do tratamento

controle criados na baixa densidade de estocagem apresentaram maiores valores de
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leucdcitos (p<0,05) que os peixes que receberam a ragdo com probidtico criados na
mesma densidade. Os valores absolutos encontrados de leucocitos estdo dentro da faixa
de variacdo encontradas em estudos com a mesma espécie (Ueda et al., 1997; Tavares
Dias, 2003).

Nos peixes criados na menor densidade de estocagem e alimentados com o
probidtico foram observados maiores valores de trombdcitos quando comparado ao
controle na mesma densidade de estocagem. O consumo do probiotico pelos peixes
pode ter induzido a producdo de trombdcitos, 0 que pode ser interessante, visto que,
estas células possuem importante funcdo no sistema imune (Secombes, 1996). Segundo
Tavares-Dias et al. (2007) os trombadcitos possuem a capacidade de realizar fagocitose,
podendo ser considerados como digestores de células em peixes por sua capacidade de
remover restos celulares por fagocitose.

Resultados semelhantes nos valores de trombdcitos foram obtidos por Barbosa et
al. (2011) que observaram maiores valores em Centropomus parallelus, alimentados
com o probidtico Lactobacillus plantarum. Jatoba et al. (2008) observaram que tilapias
alimentadas com racdo com bactérias acidos lacticas e infeccionadas com o patdgeno
Enterococcus durans apresentaram maiores valores de trombacitos circulantes quando
comparado com ao tratamento controle também infeccionado.

A lisozima é uma proteina litica de grande importancia para o sistema de defesa
inespecifico, por causar a lise nas paredes celulares de bactérias gram-positivas (Lie et
al., 1989; Ellis, 1990; Paulsen et al., 2003). Os peixes alimentados com a ra¢do com
probidtico quando criados na alta densidade de estocagem apresentaram maiores valores
(p<0,05) de lisozima que o controle na mesma densidade (Figura 1). Os peixes do
controle mantidos em alta densidade apresentaram os menores valores de lisozima entre

0s tratamentos, a menor producédo de lisozima das tilapias do tratamento controle criada
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na maior densidade de estocagem, pode estar relacionada a uma imunossupressao
devido a exposicdo dos peixes a um longo periodo na situacdo de estresse pelo

adensamento.
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Figura 1: Valores médios e erro padrdo dos niveis de lisozima de tilapias do
Nilo alimentados com B. subtilis em diferentes densidades durante 84 dias.
CB = controle baixa densidade, CA = controle alta densidade, PB =
Probiético baixa densidade e PA = probiético alta densidade. ®® Letras iguais
nao diferem significativamente conforme teste de Duncan (p<0,05).

Maiores valores de lisozima foram observados em peixes que receberam racao
suplementada com probidticos (Panigrahi et al., 2004, Kim e Austin, 2006, Aly et al.,
2008). Newaj-Fyzul et al., (2007) observaram que truta arco-iris recebendo racdo
contendo 1x10” UFC de B. subtilis AB1 por grama de racdo por um periodo de 14 dias
apresentaram maiores valores de lisozima, na atividade fagocitica e burst respiratério.

As células fagociticas desempenham um importante papel na regulacdo do sistema
imune inato, pois sdo capazes de reconhecer patdgenos e materiais estranhos e degrada-
los pelo processo de fagocitose (Secombes, 1990; Steinhagen e Jendrysek, 1994). Os
peixes que receberam o probidtico e criados na maior densidade de estocagem

apresentaram maiores valores no indice fagocitico (p<0,05) quando comparados aos

outros tratamentos (Figura 2).
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Figura 2: Valores médios e erro padrdo do indice fagocitico de
tilapias do Nilo alimentados com B. subtilis em diferentes densidades
durante 84 dias. CB = controle e baixa densidade, CA = controle e alta
densidade, PB = probiético e baixa densidade, PA = probidtico e alta
densidade.  Letras iguais ndo diferem significativamente conforme teste
de Duncan (p<0,05)

As altas densidades de estocagem podem favorecer a répida disseminagdo de
patdgenos devido a maior facilidade de contato e proximidade entre os animais, bem
como pelo maior acumulo de residuos organicos. O aumento do indice fagocitico
observado nos peixes alimentados com o probidtico na maior densidade de estocagem,
mostrou-se como uma ferramenta de adaptacdo dos peixes para superar os desafios
impostos pela situacao.

N&o foram observadas diferencas estatisticas na capacidade fagocitica entre os
tratamentos, contudo observou-se que 0s animais que receberam o probiotico
apresentaram maiores valores nas duas densidades de estocagem (BD - 86,83% e AD —
87,31%) quando comparadas ao controle (BD - 84,80% e AD — 84,10%).

Mudancas nos niveis de catecolaminas, horménios corticosterdides e nutrientes no
sangue podem ser utilizados para monitorar respostas ao estresse (Barton e Iwama,
1991). Nao foram encontradas diferencas entre nos niveis de cortisol e glicose das
tilapias, mesmo quando criadas em diferentes densidades de estocagem. Os valores de

cortisol obtidos foram para o controle (BD — 15,15 e AD — 19,28ug ml™) e probiético
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(BD - 16,56 e AD — 17,31pg ml™), e os valores de glicose encontrados no controle (BD
— 45,31 e AD — 45,00 mg dI™") e probidtico (BD — 53,02 e AD — 48,67 mg dI™).

Em experimentos com peixes submetidos a situacdes de estresse crénico os niveis
de cortisol e glicose pode apresentar um pequeno aumento ou mesmo ndo se alterar
(Rotllant e Tort 1997, Barton et al., 2005, Davis Jr. e McEntire, 2006, Fast et al., 2008
), possivelmente ocasionado pela supressdo do sistema enddcrino como resultado pelo
prolongado periodo em situacdo de estresse (Hontela et al., 1992), ou uma habituacao
do animal a esta condicdo. Algumas vezes nao podem ser notadas mudancas no nivel de
glicose plasmatica, pois sobre acdo de estresse 0 peixe rapidamente consome suas

reservas energéticas a fim de manter a homeostase (Martinéz-Porchas et al., 2009).

CONCLUSAO

A inclusdo da bactéria probiética B. subtilis na concentracéo de 5x10° UFC kg ™
de racdo para tilapia-do-nilo beneficiou a resposta do sistema imune aumentando os
valores de lisozima plasmatica, do indice fagocitico e a concentragdo de hemoglobina
corpuscular média dos peixes criados na maior densidade de estocagem. N&o foram
observadas alteragdes nas concentragcdes de cortisol e glicose no sangue dos peixes,

mesmo quando criada em alta densidade de estocagem.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com a intensificacdo da piscicultura, principalmente nos sistemas de tanque rede,
maiores densidades de estocagem vém sendo frequentemente utilizado a fim de garantir
uma maior produtividade. Contudo, o manejo relacionado a alta densidade de
estocagem pode suprimir o sistema imunologico do animal deixando-o susceptivel a
doencas. Em busca de uma sociedade sustentavel o uso de antibidticos vem sendo
abolido, principalmente pelo mercado consumidor, que deseja alimentos de qualidade,
saudaveis do ponto de vista sanitario, isentos de residuos quimicos, produzidos com
menor uso de insumos sintéticos e com a preocupag¢do com a conservacdo do meio
ambiente e a biodiversidade. Algumas alternativas ao uso de antibioticos estdo sendo
utilizadas, como os probidticos.

No presente estudo os peixes que receberam a dieta com inclusdo do probiotico,
Bacillus subtilis, ndo apresentaram diferencas no desempenho zootécnico, contudo, a
resposta imune foi influenciada positivamente apresentando maiores niveis de lisozima
plasméatica e maior atividade fagocitica quando criados na maior densidade de
estocagem.

As observacdes realizadas no presente estudo, demostram que a suplementacéo da
dieta de tilapia-do-nilo com o probidtico, Bacillus subtilis, pode ser uma alternativa
eficiente a fim de garantir uma melhor resposta imune dos peixes quando expostos a
maior densidade de estocagem.

Apesar dos resultados descritos no estudo, novos experimentos Sa0 necessarios
para levar tais resultados ao nivel produtivo como a experimentacao a campo, dosagens
utilizadas, tempo de fornecimento (continuo ou esquema de pulsos), bem como nos
parametros produtivos que apresentam resultados controversos em diversos trabalhos.
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