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Resumo

A atividade do probiético contendo Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis e
Aspergillus oryzae foi avaliada através da inclusdo de niveis do produto na dieta
de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). Foi avaliado seu efeito no desempenho
produtivo, na resposta inflamatéria e na resposta imune dos peixes, através do
efeito protetor contra desafios infecciosos de Aeromonas hydrophila e
Streptococcus iniae. Trés dietas foram formuladas: uma sem a adigdo do
probiético (Controle); T1, suplementada com 5g; e T2 suplementada com 10g de
probidtico por quilo de racdo. As dietas continham os niveis de proteina indicados
para a fase de alevinagem. Apéds 1, 3, 7 e 14 dias do inicio da alimentag&o coletas
foram realizadas, e foi averiguado a colonizacao do trato gastrointestinal. Foram
recuperados do trato 1,08x10° e 3,81x10” UFC.g" de B. subtilis e 1,0x10° e
1,06x10°de S. cerevisiae, dos tratamentos suplementados com 5 e 10g de probidtico
respectivamente. Nao foi possivel recuperar o A. oryzae. Resultados de
desempenho produtivo mostraram valores superiores em 30 dias de alimentacéo
com 10g de probidtico por kg de racdo. O hemograma e leucograma dos peixes que
receberam o probidtico mostraram alteracdes e melhor resposta inflamatéria. Estes
peixes mostraram valores de cortisol e glicemia plasmatica reduzidos. Os dados
hematolégicos dos peixes submetidos ao desafio bacteriano mostraram que o
probidtico proporcionou maior resisténcia dos eritrocitocitos as diferencas osméticas
e a producéao de anion superoxido. Doses de 5 e 10g de probidtico por kg de ragéao
garantiu maiores taxas de sobrevivéncia contra A. hydrophila, e doses de 10g de
probiético por kg de ragdo, maior sobrevivéncia a infec¢ao S. iniae.

Palavras chaves: desempenho produtivo, hematologia, inflamacéao
granulomatosa, probidtico, resposta imune.
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Abstract

The probiotic activity of Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis and
Aspergillus oryzae was evaluated by including product levels in the diet of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus). Performance, inflammatory and immune response,
and protective effect against challenge infection with Aeromonas hydrophila and
Streptococcus iniae was evaluated. Three diets were formulated: without probiotic
(Control), T1, supplemented with 5g and T2, supplemented with 10g probiotic per
kg of diet. The diets contained protein levels indicated for nursery phase. After 1,
3, 7 and 14 days after the beginning of feeding, samples were taken,
gastrointestinal tract colonization was observed. 1.08 x 10°and 3.81 X10” CFU.g™
of B. subtilis and 1.0 x 10° and 1.06 x 10° of S. cerevisiae, were recovered from
the tract from fish fed 5 and 10g of probiotic respectively. It was unable to recover
A. oryzae. Performance data showed higher values, in 30 days of probiotic feeding
with 10g per kg of feed. The CBC and WBC of fish that received the probiotic
showed better changes and inflammatory response. These fish showed levels of
cortisol and reduced plasma glucose. The blood of the fish subjected to bacterial
challenge showed that the probiotic provided eritrocitécitos greater resistance to
the osmotic differences and the production of superoxide anion. Doses of 5 and
10g of probiotic per kg of ration ensured the highest survival rates against A.
hydrophila, and doses of 10 g probiotic per kg of diet increased survival against S.
iniae infection.

Key words: performance, hematology, granulomatous inflammation, probiotics,

immune response.
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Consideracoes iniciais

A producdo mundial de diversas espécies de peixes de agua doce e
marinha aumenta a cada ano (FAO, 2007). Os peixes criados usualmente séo
mantidos em espacos fechados, tais como tanques escavados, lagoas ou
tanques-rede, em busca do aumento da produtividade por unidade de espaco.
Esta superlotacdo influi na saude dos peixes, uma vez que as condi¢cées de
estocagem gera um ambiente degradado, compromete o estado fisiologico e
aumenta a susceptibilidade as infec¢coes (SAKAI, 1999).

Quando confrontados com o aparecimento de doengas, muitos produtores
recorrem as drogas antimicrobianas (KESARCODI-WATSON et al., 2007).
Diversos quimioterapicos s&o utilizados para tratar doencas infecciosas na
aquicultura. No entanto, a incidéncia de microorganismos resistentes a drogas
tem se tornado um grande problema na piscicultura (AOKI, 1992). A vacinacao é
um método eficaz de controle de doencas (SAKAI, 1999), porém nao deve ser
utilizada como meio Unico de prevencdo (AMABILE-CUEVAS et al., 1995; GRAM,
et al.,, 2001), pois promove imunidade contra um numero limitado de doencgas.
Além disso, vacinas contra uma vasta gama de agentes patogénicos ainda nao

foram desenvolvidas.

Os imunoestimulantes aumentam a resisténcia a doencas infecciosas
através da estimulagédo da imunidade nao especifica. O uso destes nutracéuticos
€ um meio eficaz de aumentar a imunocompeténcia e resisténcia a doencas de
peixes. Pesquisas nesta area estdo se desenvolvendo e muitos produtos estao

em uso na industria aquicola (SAKAI, 1999).

Os imunoestimulantes compreendem substancias que adicionadas a dieta
dos peixes beneficiam a resposta de defesa. Compreendem o grupo: vitaminas,
agentes quimicos, tracos minerais, componentes bacterianos, polissacarideos,
fatores nutricionais, citoquinas e produtos derivados de plantas e animais
(SIWICKI et al., 1990; SAKAI, 1999). Dietas com imunoestimulantes melhoram a
resisténcia ao estresse e consequentemente as infec¢des de etiologias variadas
devido ao incremento das respostas de defesa (VAL et al., 2006).

Dentre o grupo de imunoestimulantes encontram-se os probioticos. Estes
produtos sdo definidos como suplementos alimentares constituidos a partir de
microorganismos vivos que beneficiam a saude do hospedeiro através do
equilibrio da microbiota intestinal (FULLER, 1989; GATESOUPE, 1999;
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VERSCHUERE et al., 2000; IRIANTO & AUSTIN, 2002). O estado nutricional é
considerado um fator importante e que determina a capacidade do peixe em
resistir a doencgas. Neste contexto, tem se intensificado pesquisas objetivando a
nutricdo e o fortalecimento da resposta imune dos peixes a fim de definir a funcao
alimentos que influenciem na resisténcia a doencgas (LALL, 2000).

SCHREZENMEIRE e DE VRESE (2001) definem o termo como preparagdes
ou produtos que contém microorganismos viaveis que colonizam o sistema
gastrointestinal do hospedeiro produzindo efeitos benéficos para sua saude
(ANDLID et al., 1995). Para HOROWITZ e HOROWITZ (2000), probiético € um
suplemento bacteriano adicionado a um sistema de produgédo para modificar ou
manipular as comunidades microbianas na agua, sedimento, reduzir patégenos
selecionados e aumentar o crescimento e a sobrevivéncia de espécies cultivadas.
Excrecbes enzimaticas, competicao por nutrientes e por exclusdo, sdo algumas das
multiplas possibilidades dos efeitos dos probiéticos (GATESOUPE, 1999).

Existem hipéteses sobre o mecanismo de acdo desses compostos,
podendo ocorrer através de maior producédo de &cido latico (FULLER, 1977),
exclusdo competitiva do sitio de adesao no trato intestinal do hospedeiro (OZAWA
et al., 1978), competicado por locais de adesdo no aparelho digestorio (WATKINS
e MILLER, 1983), estimulo da imunidade especifica (INOOKA et al., 1986),
diminuicdo da producdo de aminas toxicas, aumento da disponibilidade de
aminoacidos nos locais de absorcao (KOZASA, 1989), economia de energia e
aumento da disponibilidade de vitaminas e enzimas (FULLER, 1989).

O estudo do uso de probidticos para organismos aquaticos tem aumentado
muito, principalmente devido a necessidade de se estabelecer um manejo
sustentavel da aquicultura (GATESOUPE, 1999). Os probidticos utilizados na
aquicultura incluem bactérias gram-positivas, negativas, bacteriéfagos (SAKAI, 1999;
IRIANTO & AUSTIN, 2002) e leveduras (MEURER et al., 2007).

A administracdo do suplemento pode ser via alimentagdo (FULLER, 1977,
IRIANTO & AUSTIN, 2002), imersédo ou aplicacdo (IRIANTO & AUSTIN, 2002).
Sao produtos constituidos de bactérias como Lactobaccillus acidophilus,
Micrococcus luteus, Streptococcus faescium, Bifidobacterium  bifidum,
Enterococcus faecium, Bacillus lincheniformis, Bacillus pumilus e Bacillus subtilis,
e leveduras como Saccharomyces cerevisiae (KRIZKOVA et al., 2001; LARA-
FLORES et al., 2003; HISANO et al., 2004; PEZZATO et al., 2006; MEURER et
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al., 2007; SIGNOR, 2010; ALY et al, 2008a; EL-RHMAN et al., 2009;
MARENGONI et al.,, 2010) e Aspergillus oryzae (MATHIEU et al., 1996;
BEHARKA e NAGARAJA, 1998; MACHIDA et al., 2005; DI FRANCIA et al., 2008).

Dentre as leveduras, a principal espécie cultivada é a Saccharomyces
cerevisiae (KURTZMAN e FELL, 2000; SIGNOR, 2010, MEURER et al., 2007).
Esta levedura tem sido utilizada para a obtencdo de enzimas, glucanos, mananos
e hidrolisados protéicos em processos industriais (KURTZMAN & FELL, 2000;
KRISKOVA et al., 2001; HEIRICH et al., 2006; PEZZATO et al., 2006; VILLAREAL
et al., 2006; SIGNOR, 2010).

A S. cerevisiae adicionada a dieta de tildpias, coloniza o seu intestino
(MEURER et al.,, 2007). A composicdo da sua parede celular apresenta
polissacarideos e acidos nucléicos de importancia para nutricao animal promovendo
acréscimo em seu desempenho produtivo (KRIZKOVA et al., 2001; LARA-FLORES
et al., 2003; HISANO et al., 2004; PEZZATO et al., 2006; MEURER et al., 2007;
SIGNOR, 2010; ABDEL-TAWWAB et al., 2008), promove aumento nas funcbes
imunoestimulantes (SAKAI, 1999) na resposta imune (KRIZKOVA et al., 2001;
VILLARREAL et al., 2006; SIGNOR, 2010) através do aumento benéfico da
porcentagem de mondcitos circulantes em juvenis de O. niloticus (CAIN et al., 2003)
e maior resisténcia a vibrioses (SCHOLZ et al., 1999). Em desfio com Aeromonas
hydrophila {ABDEL-TAWWAB et al. (2008) demonstraram alteracdo positiva nas
respostas fisiolégicas do organismo hospedeiro e maiores taxas de sobrevivéncia
(KRIZKOVA et al., 2001; VILLARREAL et al., 2006).

Aspergillus oryzae € um fungo muito utilizado na alimentacao animal por
seu efeito como probiético (MATHIEU et al.,, 1996, CHIQUETTE, 1995). O
microrganismo € muito utilizado como suplemento alimentar para ruminantes
em lactacdo e em engorda, por sua agdo como moduladores da atividade
ruminal (MATHIEU et al., 1996; YOON & STERN, 1996). O fungo promove o
equilibrio da flora e beneficia o crescimento de bactérias benéficas para o
trato gastro-intestinal, através da diminuicao os riscos de acidose (MATHIEU
et al., 1996; YOON & STERN, 1996), por intermédio de sua funcao
metabolizadora de nitrogénio (WARD et al., 2005).

Experimentos realizados com ruminantes, foi comprovado que o fungo tem
a capacidade de estabilizar o pH e favorece a absorcédo de nutrientes, melhora a
eficiéncia digestiva, além de beneficiar alguns fatores de crescimento (MATHIEU
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et al.,, 1996, BEHARKA e NAGARAJA, 1998, DI FRANCIA et al, 2008). Além
disso, seu fornecimento diminuiu os efeitos do estresse por calor
(HIGGINBOTHAM et al., 1993). A adicdo do fungo na alimentacao promoveu
aumento no desempenho produtivo leiteiro em bovinos lactentes (CHIQUETTE,
1995).

A industria alimenticia aproveita as fung¢des fermentativas do A. oryzae
para secretar grandes quantidades de proteinas no meio onde sao cultivadas,
como por exemplo as amilases, proteases, fitases e lipases (MULLER et al.,
2002; MACHIDA et al., 2005), e traz funcionalidade aos alimentos a base de
soja para a alimentagcdo humana, além de beneficiar os ingredientes

utilizados na nutricdo de animais de producédo (HONG et al., 2004).

O Bacillus subtilis € uma bactéria usualmente utilizada como probidtico
na aquicultura. Autores relatam aumento na absorcao de nutrientes, através do
incremento dos niveis de proteases em larvas (IRIANTO & AUSTIN, 2002),
influi no crescimento dos peixes (IRIANTO & AUSTIN, 2002, Al et al., 2011), na
taxa de sobrevivéncia (IRIANTO & AUSTIN, 2002; RAIDA et al.,, 2003;
SALINAS et al., 2005; Al et al., 2011) e atua na diminuicdo da quantidade de
bactérias patogénicas presentes no trato gastro intestinal (IRIANTO & AUSTIN,
2002; NEWAJ-FYZUL et al., 2007).

Em desafios bacterianos de infeccao experimental, a quantidade de A.
hydrophila patogénicas no trato gastrointestinal sofreu diminuicdo com a
administracdo de probioticos (ALY et al., 2008c), além disso, foi verificado seu
decréscimo no rim (PARK et al., 2000 in IRIANTO & AUSTIN, 2002), reducao da
producgéo de poliaminas e da atividade de enzimas digestivas (TOVAR et al., 2002
in IRIANTO & AUSTIN, 2002), e ocorreu a reducdao na administracdo de
antibidticos (IRIANTO & AUSTIN, 2002). Verificou-se 0 aumentou do apetite e
melhora no desempenho produtivo de espécies cultivadas (IRIANTO & AUSTIN,
2002), uma vez que o probiotico favoreceu o desenvolvimento do sistema imune
nao especifico, e consequentemente, aumentou a atividade dos fagdcitos
presentes no sangue e da lisozima (IRIANTO & AUSTIN, 2002; SALINAS et al.,
2005; NEWAJ-FYZUL et al., 2007; Al et al., 2011).

A ictio-hematologia € uma ferramenta util na avaliagdo do estado
nutricional e da sanidade de peixes (SVOBODOVA et al., 1991; NOGA, 2000).
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Dentre os efeitos da adigcdo dos probiéticos na dieta dos peixes, podemos citar

sua influéncia nos parametros hematologicos dos peixes.

Resultados de estudos envolvendo hematologia de tilapias demonstraram
que o numero de eritrcitos circulantes foi influenciado por niveis de inclusao de
probidtico na dieta contendo S. cerevisiae autolizada e zinco (SIGNOR, 2010). A
suplementacdo com B. subtilis e L. acidophilus aumentou os valores de
hematécrito (ALY et al., 2008a). O fornecimento de probiético contendo B. subtilis
e B. licheniformis promoveu aumento nos parametros hematoldgicos dos peixes
(MEHRIM, 2009). Além disso, a suplementagcédo dietética com B. pumilus agiu
aumentando os valores de hematdcrito e a quantidade de células brancas de
defesa de tilapias (ALY et al., 2008b).

ABDEL-TAWWAB et al. (2008) observaram que a suplementacao alimentar
com S. cerevisiae influenciou na migracdo de células de defesa para o foco de
infecgcéo por A. hydrophila.

Em resposta a infecgbes e injurias ao organismo, ocorre uma complexa
reacdo protetora (SUZUKI e IIDA, 1992). As etapas do processo inflamatério
incluem: alteracbes no sistema vascular, caracterizadas por vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade dos vasos; migracdo de células de resposta
inflamatoria, remocgao de debris celulares, resolugdo da ferida e cura (SUZUKI e
[IDA, 1992).

As alteragdes vasculares agem no mecanismo de migracao leucocitéria,
uma vez que, durante a vasodilatacdo, ocorre a rapida exsudagdo das proteinas
plasmaticas e consequentemente, libera mediadores quimicos, que incidem
diretamente sobre a imunidade inespecifica (SUZUKI e IIDA, 1992). Este sistema
imune inato tem crucial importancia na resisténcia as doencas, pois representa a
primeira barreira de protecao dos peixes (ROED et al., 1993, BALFRY et al., 1997 a,b).

Durante o processo inflamatério, os macrofagos desenvolvem-se em
resposta ao estimulo inflamatério (PAPENFUSS, 2010) e desempenham papel
determinante na defesa do organismo, pois a fagocitose representa importante
funcéo nos tele6steos (ADEYEMO et al., 2002).

Outros tipos de células sédo originadas a partir do estimulo inflamatério,
como por exemplo, as células multinucleadas gigantes, os macréfagos
epitelidides e os sinciciais (PAPENFUSS, 2010).
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Os macréfagos se aglomeram e formam granulomas, que se fundem e
formam células gigantes, que apresentam nucleos dispostos aleatoriamente no
citoplasma (PAPENFUSS, 2010). Durante o estimulo inflamatdério, o recrutamento
de novos macrofagos provenientes da migracdo de células responsaveis pela
fagocitose, induz a formacao de células gigantes tipo corpo estranho. Estas
células evoluem, durante o processo inflamatério, para células do tipo Langhans,
com nucleos deslocados para a periferia, conferindo o aspecto de coroa
(MARIANO e SPECTOR, 1974).

Segundo estudos realizados por MARIANO e SPECTOR (1974) estas
células gigantes do tipo Langhans possuem maior atividade de fosfatase acida e
de hidrogenase succinica, atuantes na defesa celular. Estas células possuem um
sistema de Golgi desenvolvido e tém melhor distribuicAo de organelas
intracelulares o que promove vantagem na reagao inflamatéria celular. ENELOW
et al. (1991) demonstraram que em humanos essas células gigantes possuem
maior atividade oxidativa, mostram melhores respostas contra infecgdes por

agentes patogénicos.

A maioria dos macréfagos inflamatérios surge a partir de mondcitos
recrutados do sangue (PAPENFUSS, 2010). Em muitas espécies de peixes,
durante a inflamacao, os neutréfilos migram mais rapidamente que os monécitos
e macréfagos (SUZUKI e 1IDA, 1992).

Em situacbes de inflamacdo aguda, os peixes estimulados
experimentalmente ou de forma natural, apresentaram maior quantidade de
neutrofilos e monacitos no sangue, e foi observado seu acumulo ao redor da area
afetada (ROBERTS, 1989; SUZUKI e IIDA, 1992).

No processo de fagocitose, ocorre o aumento do consumo de oxigénio
molecular, conhecido como atividade respiratoria ou burst oxidativo, onde séo
produzidas e liberadas espécies reativas de oxigénio (KLEIN, 1990). Produtos
originados do burst respiratério sao toxicos para as células do mesmo modo como
Sa0 para 0s organismos invasores, como as bactérias patogénicas (WEISS et al.,
2010).

As bactérias patogénicas apresentam-se em contato direto com o0s peixes
no meio ambiente. As doengas promovidas por elas causam grandes perdas
econdmicas (SHOEMACKER & KLESIUS, 1997).
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As principais doencas de origem bacteriana que afetam os peixes tanto de
agua doce quanto salobra sdo as causadas pelas espécies S. iniae e A.
hydrophila (BUCHANAN et al., 2005; ALY et al., 2008a; HARIKRISHNAN et al.,
2010, WU et al.,, 2010; AL-HARBI, 2011). Estas bactérias causam doencas
septicémicas (FIGUEIREDO et al., 2006), letargia (SHELBY et al., 2002;
MCNULTY et al.,, 2003), natagdo erratica, escurecimento da pele, opacidade
ocular e anorexia (SHELBY et al., 2002) além de promoverem altas taxas de
mortalidades, inferindo em perdas econdmicas significativas em uma producao
piscicola (SHOEMACKER & KLESIUS, 1997; KLESIUS et al., 2000, SALVADOR
et al., 2005; RUSSO et al., 2006).

A estreptococose promove grandes mortalidades entre o0s peixes
(BUCHANAN et al., 2005; HARIKRISHNAN et al.,, 2010, AL-HARBI, 2011) e é
causada por bactérias em forma de cocus de respiracao aerébica (PIER & MADIN,
1976). A septicemia causada pelas bactérias do género Streptococcus sp. afetam
peixes de vida livre e de cativeiro (AUSTIN e AUSTIN, 1999). Tratamento com
antibiéticos para infecgdes por S. iniae tém se mostrado ineficaz (KLESIUS et al.,

2000), por isso outros tipos de tratamentos sédo buscados.

O primeiro relato da doenca em peixes foi realizado em trutas arco-iris
(HOSHINO et al., 1958) e apds este relato, estudos identificaram espécies
patogénicas: S. disgalactiae, S. agalactiae, S. parauberis e S. Iniae
(DOMEENECH et al., 1996).

O Streptococcus iniae € uma bactéria Gram-positiva, hemolitica, capaz de
causar doengas invasivas e epidemias em pisciculturas (WEINSTEIN et al., 1997;
AL-HARBI, 2011). A infec¢do S. iniae em tilapias causa um decréscimo no valor
do hematdcrito e no numero de eritrocitos (MCNULTY et al., 2003), altas taxas de
mortalidade e reducdo do crescimento (SHOEMAKER e KLESIUS, 1997;
PERERA et al., 1994). Além disso, peixes assintomaticos podem disseminar a
doenca na producdo (SHOEMAKER et al., 2001; BUCHANAN et al., 2005). A
tilapia € uma das espécies mais susceptiveis a esta bactéria (SHOEMAKER e
KLESIUS, 1997; PERERA et al., 1994).

A aeromonose € outra doenca que causa graves perdas econdémicas na
producdo de peixes em cativeiro (YAMBOT, 1998; ALY et al., 2008a). E causada
por bactérias do género Aeromonas sp. Desde antes de 1975, infeccdes
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causadas por estas bactérias tém sido descritas por acometer organismos
aquaticos e terrestres (SOUSSY et al., 1975).

A A. hydrophila € uma bactéria em formato de bacilo, Gram-negativa,
movel, oxidase e catalase positivas que fermenta agucares (ALY et al., 2008). A
doenca causada pela A. hydrophila é caracterizada como uma enfermidade
epizodtica e oportunista, que acomete peixes com a saude comprometida
principalmente na época das chuvas, quando a temperatura da agua diminui
(YAMBOT, 1998). Os sinais clinicos mais comuns incluem septicemia
hemorragica, Ulceras na pele, exoftalmia e opacidade de cérnea (LARSEN e
JENSEN, 1977; LU, 1992; YAMBOT, 1998; ABD-EL-RHMAN, 2009;). As bactérias
podem ser isoladas de varios 6érgdos dos peixes (YAMBOT, 1998) e séo
altamente patogénicas (ALY et al., 2008).
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Objetivo

Avaliar o desempenho zootécnico, os parametros hematolégicos e a
resposta inflamatéria de tildpia do Nilo, alimentada com dietas suplementadas
com probidtico comercial, composto pela bactéria Bacillus subtilis, e leveduras
Aspergillus oryzae e Saccharomyces cerevisiae, e submetida a desafios de
infeccao experimental por Aeromonas hydrophila e por Streptococcus iniae.
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PROBIOTICO NA ALIMENTAGCAO DE TILAPIA DO NILO Oreochromis
niloticus: DESEMPENHO PRODUTIVO E RECUPERAGCAO DE BACTERIAS E
LEVEDURAS PROBIOTICAS DO INTESTINO

Resumo

Foi avaliado o efeito do probidtico constituido de trés microorganismos (Bacillus
subtilis 3x10® UFC, Saccharomyces cerevisiae 2X10® UFC e Aspergillus oryzae
4X10° UFC) no desempenho produtivo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).
270 peixes com peso médio de 25¢g, foram distribuidos aleatoriamente em 18
aquarios de vidro (40L) contendo agua desprovida de cloro e mantidas em
sistema semi-estatico, com aeragédo continua externa. Os grupos foram divididos
em trés tratamentos, com seis réplicas cada: dieta controle sem probiético, T1
com 5 g de probidtico por kg de racdo e T2 com 10 g de probibtico por kg de
racdo. Os peixes foram alimentados por 30 dias. Biometrias foram realizadas no
inicio da alimentacéo, e ao fim do periodo de 30 dias. Coletas do conteudo e
por¢cdes do intestino foram realizadas ao 3°, 7° e 14° dia de alimentacdo para
avaliar a colonizacdo e recuperagdo dos microorganismos probiéticos do
intestino. Foi possivel recuperar os microorganismos do trato intestinal dos peixes
que receberam a dieta com suplementagéo de 5 (T1) e 10g (T2) de probidtico,
respectivamente 1,08x10° e 3,81x10° UFC.g"' de B. subtilis e 1,0x10° e
1,06x10%e S. cerevisiae. Nao foi possivel recuperar o A. oryzae. Os peixes
alimentados com a mistura probiética apresentaram maiores valores de peso e
comprimento. Os resultados mostraram que o probiético na dose de 10g.kg™” de

racao influenciou o ganho de peso e o crescimento dos peixes.

Palavras-chave: Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis, crescimento, ganho de

peso, Saccharomyces cerevisiae.
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PRODUCTIVE PERFORMANCE OF NILE TILAPIA Oreochromis niloticus FED
WITH PROBIOTICS

Abstract

The effect of a probiotic consisted of three microorganisms (Bacillus subtilis 3x10®
CFU, Saccharomyces cerevisiae 2X10® UFC and Aspergillus oryzae 4X10° CFU)
was evaluated on productive performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
270 fish with average weight of 259, were randomly distributed into 18 aquaria
(40L) with chlorine deprived water and kept in semi-static system, with external
continuous aeration. The groups were randomly divided into three treatments with
six replicates each: control diet without probiotic, T1 with 5 g of probiotic per kg of
diet and T2 with 10 g probiotic per kg feed. The fish were fed for 30 days.
Sampling was done at the beginning of feeding, and at the end of 30 days.
Samples of intestine content and portions were performed at 3, 7 and 14 days of
feeding supply to assess colonization and recovery of the probiotic intestinal
microorganisms. It was possible to recover from fish’s intestinal tract 1,08x10° and
3,81x10” UFC.g" of B. subtilis and 1,0x10° and 1,06x10° of S. cerevisiae,
respectively, of fed diet supplemented with 5 (T1) and 10 (T2) of probiotic. It was
unable to recover A. oryzae. The fish fed the probiotic showed higher weight and
length. The results showed that at the dose of the probiotic 10g.kg™ feed influence
the growth and weight gain in fish.

Keywords: Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis, growth, Saccharomyces

cerevisiae, weight gain.
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Introducao

A demanda e o consumo de proteina de origem animal estdo em
ascensdo. O crescimento da aquicultura ambiciona vencer esta procura (LARA-
FLORES et al.,, 2003). Neste contexto, a saude dos peixes que servirdo de
alimento torna-se um quesito importante.

Alguns dos promotores de crescimento e saude mais utilizados incluem
horménios, antibidticos, iondforos, microorganismos e sais (FULLER, 1992).
Entretanto, o uso empirico e inadequado destes promotores pode resultar em
efeitos adversos, bem como levar a resisténcia de organismos patogénicos
(LARA-FLORES et al., 2003). O uso de quimioterapicos para o controle de
doencas e estimular o crescimento vém sendo condenado (RAWLING et al.,
2009), portanto, buscam-se alternativas para este fim. Neste contexto, estudos
que compreendem 0 uso de ingredientes e alimentos funcionais para promover
melhora na eficiéncia alimentar e no desempenho dos peixes intensificaram-se
nos ultimos anos (SANDERS, 1998; SAKAI, 1999, NAYAK, 2010). E dentre estes
suplementos estao os probioticos.

Os probiéticos sao definidos como aditivos alimentares compostos por um ou
mais culturas de microorganismos que beneficiam a saude do hospedeiro através
do equilibrio da microbiota intestinal (FULLER, 1989; SANDERS, 1998;
GATESOUPE, 1999; IRIANTO & AUSTIN, 2002). Experimentos sugerem que as
ingestées de microorganismos inofensivos promovem um efeito benéfico na flora
intestinal (TANNOCK, 1999). Adicionados a dieta, sdo capazes de modificar ou
manipular as comunidades microbianas, aumentar o crescimento e a
sobrevivéncia de espécies criadas (HOROWITZ e HOROWITZ, 2000).

O Bacillus subtilis atua promovendo o crescimento e a viabilidade das bactérias
benéficas do acido lactico no trato intestinal de humanos e alguns animais (ALY et
al., 2008). A bactéria forma esporos resistentes a passagem no interior do trato
grastro-intestinal (HOA et al., 2000). Uma vez no trato, aumenta a absorgéo de
nutrientes, incrementando os niveis de proteases, influenciando o desempenho,
além de aumentar o apetite das espécies criadas (IRIANTO & AUSTIN, 2002).

A Saccharomyces cerevisiae € uma levedura que, adicionada a dieta de
tildpias, coloniza o seu intestino (MEURER et al., 2007). Além disso, contém
varios compostos imunoestimulantes como os beta-glucanos, acidos nucléicos,

mananoligossacarideos, que melhoram as respostas imunes do hospedeiro

34



(SIWICKI et al., 1994, ORTUNO et al., 2002). Possui fungdes imunoestimulantes
(SAKAI, 1999), e estimula o crescimento e a digestibilidade dos alimentos
ingeridos (LARA-FLORES, et al., 2003, ABDEL-TAWWAB et al., 2008).

O Asperygillus oryzae € um fungo utilizado na industria alimenticia devido as
suas propriedades fermentativas e capacidade de secretar proteinas (MULLER et
al.,, 2002; MACHIDA et al., 2005). Experimentos realizados com mamiferos, o
fungo estabilizou o pH e favoreceu a absor¢cdo de nutrientes, melhorou a
eficiéncia digestiva, além de beneficiar alguns fatores de crescimento (MATHIEU
et al., 1996, BEHARKA e NAGARAJA, 1998, DI FRANCIA et al, 2008). Além
disso, diminuiu os efeitos do estresse por calor (HIGGINBOTHAM et al., 1993).

Deste modo, neste estudo avaliou a utilizagdo do probidtico contendo
Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus oryzae na alimentacao
de tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, como suplemento dietético, observou a
colonizacdo do trato intestinal dos peixes pelos microorganismos e verificou a
melhor dose administrada para obtengdo dos melhores resultados no
desempenho zootécnico.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Patologia de Organismos
Aquaticos do Instituto de Pesca de Sao Paulo, Brasil. Foram utilizados 270
exemplares de tildpia do Nilo, com peso de 25g + 5.41, distribuidos
aleatoriamente em 18 aquarios de vidro (40L), em um total de 15 peixes por
unidade experimental, contendo agua desprovida de cloro e mantidas em sistema
semi-estatico, com aeracdo continua externa. O delineamento utilizado foi

composto de trés tratamentos: controle, T1 e T2, com seis réplicas cada.

A dieta (Tabela 1) foi confeccionada utilizando ingredientes convencionais
de modo a atender as exigéncias nutricionais da tilapia do Nilo (NRC, 1993). O
probidtico foi incorporado a dieta com 6leo de soja na quantidade de 1%. Os
niveis de probiético foram: 0 (Controle), 5 g.kg™ (T1) e 10 g.kg™ (T2), composto
por Bacillus subtilis (3x10® UFC.g™"), Saccharomyces cerevisiae (2x10® UFC.g"") e
Aspergillus oryzae (4x10° UFC.g™).

Amostras de racao experimental foram enviadas ao Laboratério de Fungos
e Microorganismos Micotoxigénicos do Departamento de Microbiologia do
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Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo para analise
microbiolégica e verificacdo da incorporacao do probidtico a dieta.

Os peixes foram alimentados por um periodo de 30 dias. Semanalmente
foram avaliados os parametros fisicos e quimicos da agua: pH, amdnia total e
oxigénio dissolvido. A temperatura foi continuamente controlada durante o

periodo experimental através do uso de termostato e termdmetros.

Os peixes foram pesados e medidos ao inicio e ao final do experimento. Os
parametros de desempenho avaliados foram: ganho de peso total (GP) = peso
médio final - peso médio inicial; Peso Inicial e Final; Comprimento Inicial e Final;
Consumo de ragao; Conversdo Alimentar: (CA) = Média de Consumo de

racdo/ganho de peso.

A recuperacdo do probidtico do trato gastro intestinal dos peixes foi
realizado em seis animais de cada tratamento, selecionados aleatoriamente,
insensibilizados em agua gelada e gelo e mortos sem dor, por comocao cerebral.
Os peixes foram descontaminados externamente através de pulverizagdo com
alcool 70%. O trato gastro intestinal foi retirado de maneira asséptica, pesados e
macerados em tubos de ensaio estéreis e diluidos em 2 mL de agua destilada
estéril. Diluicdes seriadas (107", 102 e 107°) foram realizadas e semeadas em
placas contendo meio cultivo em duplicatas (MIRDAMADI et al., 1997;
HOLDEMAN et al., 1977; HUNGATE, 1969; IRIANTO e AUSTIN, 2002; CORSO e
ALMEIDA, 2009; TACHIBANA et al., 2011). As amostras foram incubadas em
estufa a 30°C por 48h para contagem das unidades formadoras de col6nias

(UFC) por grama de intestino.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada para averiguar a
colonizagao do intestino pelo probiético. A parte média do intestino de seis peixes
por tratamento foi coletada de maneira asséptica e acondicionada em frascos
contendo solugé@o conservadora de glutaraldeido 3%. Em seguida, lavagens em
solucdo tampéao de cacodilato 0,1 M pH 7,2 foram realizadas. As amostras foram
fixadas em solucéo de tetroxido de 6smio 1% e lavadas. Desidratacao em séries
crescentes de etanol foi realizada e o material seco foi metalizado com ions de

ouro-paladio e observado em MEV observacao da colonizagao.

Analise de Variancia (ANOVA) foi aplicada a fim de verificar diferengas
entre os tratamentos. Para as diferencas, foi realizado Tukey (ZAR, 2009). Os

resultados foram considerados significativos quando p< 0,05.
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Resultados e discussao

Os resultados da analise dos parametros fisicos e quimicos da agua foram
mantidos dentro da normalidade (BOYD, 1990; SIPAUBA-TAVARES, 1995)

durante todo o experimento e ndo influenciaram os tratamentos.

Alguns probiéticos podem desempenhar um papel significativo na
decomposicdo de matéria organica, reducdo nos niveis de nitrogénio e fésforo,
além de controlar a quantidade de aménia, nitrito e sulfeto de hidrogénio (BOYD e
MASSAUT, 1999).

Foi constatado que houve crescimento dos microorganimos pesquisados
nas dietas T1 e T2, resultado que confirma a incorporacdo do probidtico a dieta,
mantendo o0s niveis proximos aos adicionados a dieta. Nao foi observado
crescimento dos microorganismos probidticos na ragéo controle, demonstrando que

nao houve contaminacéo entre os tratamentos.

Em analise da colonizagdo do intestino pelos microorganismos probiéticos,
no grupo controle, ndo ocorreu colonizagdo, demonstrando que nao houve

contaminacao entre as dietas.

Os peixes alimentados com T1 (5 gkg') e T2 (10 gkg’), foram
recuperados, respectivamente, 1,08x10° + 0,8 e 3,81x10” + 1,01 UFC.g" de B.
subtilis e 1,0x10° + 0,5 e 1,06x10° + 0,3 de S. cerevisiae. Nao foi possivel
recuperar o A. oryzae. A levedura ndo colonizou o intestino neste ensaio,
possivelmente por atuar como prebibtico, e assim, atuou melhorando o meio
através da estabilizacdo do pH e aumento da disponibilidade e captacdo de
nutrientes (BEHARKA e NAGARAJA, 1998) para os demais microoganismos
probioticos.

Os resultados mostraram que o B. subtilis e a S. cerevisiae foram capazes
de colonizar o trato-intestinal das tilapias (Figura 1). Dados semelhantes foram
obtidos por TACHIBANA et al. (2011) na recuperagdo do B. subtilis do trato
intestinal de tilapias do Nilo. MEURER et al. (2008) verificaram a colonizagao do
intestino pela S. cerevisiae, porém estes autores nao realizaram a recuperacao da
levedura. ANDLID et al. (1995) comprovaram a capacidade das leveduras
colonizarem o intestino de trutas, ja SHELBY et al. (2002) demonstraram que a
populacao bacteriana fornecida as tilapias via alimentacao, permaneceram no trato
gastro intestinal dos peixes por mais de 48 horas apds cessado o fornecimento do
probidtico.
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As leveduras probidticas sdo encontradas no material em transito no
intestino, porém algumas encontraram-se aderidas a mucosa intestinal
(GATESOUPE, 2007). A contagem de UFC de S. cerevisiae no contelido intestinal
dos peixes foram altas, pois 0 microorganismo permanece no ambiente por mais
tempo (GATESOUPE, 2007). A recuperagao dos microorganismos probioticos é
importante para garantir a sua viabilidade ap6s o consumo via alimentagéo e a

passagem pelo trato gastrointestinal.

Os resultados da avaliacao do desempenho produtivo mostram que os
peixes alimentados com T2 (10g de probiético por kg de racdo) cresceram mais
rapidamente e ganharam mais peso (P<0,05) no intervalo de 30 dias (Tabela 2).
Resultados semelhantes foram encontrados por LARA-FLORES et al. (2003) na
avaliacao de tilapias alimentadas com probidtico contendo S. faescium, L.

acidophilus e S. cerevisiae.

Enzimas amiloliticas e proteolicas presentes no A. oryzae influenciam a
digestdo de nutrientes e auxiliam na digestibilidade da matéria seca (JONVEL,
1993, LEE et al., 2006). Aparentemente, o probiotico influencia a digestibilidade e
explica os melhores resultados de engorda dos peixes. Animais alimentados com
probi6ticos tém sua digestibilidade consideravelmente melhorada (BOUGON et al.,
1988).

O desempenho produtivo dos peixes alimentados com 10g de probidtico
por quilo de racdo mostrou-se melhor que os demais tratamentos. O probi6tico foi
eficiente como promotor de crescimento no periodo avaliado. Resultados
semelhantes de ganho de peso de tilapias alimentadas com probi6ticos séo
encontrados em estudos com M. luteus e espécies de Pseudomonas (EL-RHMAN
et al., 2009), S. cerevisiae (ABDEL-TAWWAB et al., 2008, MEURER et al., 2006),
S. faescium e S. cerevisiae (LARA-FLORES et al.,, 2003), B. subtilis, B.
lincheniformis e B. pumilus (MARENGONI et al., 2010), B. subtilis e L.
acidophilus (ALY et al., 2008).

Os peixes alimentados com o probiético consumiram maior quantidade de
racdo (Tabela 2), porém ndo foi observada diferenca estatistica entre os

tratamentos.

Os dados de Conversao Alimentar (CA), ndao mostraram diferengas
estatisticas entre os tratamentos. Resultados semelhantes na avaliagdo da CA
foram descritos por ALY et al. (2008) com tilapias alimentadas com L. acidophilus
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e B. subtilis, por EL-RHMAN et al. (2009) que alimentou os peixes com M. luteus
e espécies de Pseudomonas, por HE et al. (2009) em estudos com S. cerevisiae
e por LARA-FLORES et al. (2003) em pesquisas com S. faescium e S. cerevisiae.

Conclusao

A suplementacdo da dieta para tilapias do Nilo com a mistura probidtica
contendo Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus oryzae na
dosagem de 10g de probiotico por quilograma de racao, influenciou o desempenho
produtivo dos peixes, uma vez que 0s microorganismos probioticos Bacillus subtilis
e 0 Saccharomyces cerevisiae colonizaram o trato gastro-intestinal dos peixes e o
Aspergillus oryzae atua como pré-biético, com o melhor desempenho dos demais
microorganismos probidticos, porém nao influencia a conversdo alimentar dos

mesmos.
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TABELA 1. Composicao

percentual e quimico-

bromatologica das dietas experimentais fornecida

para tilapia do Nilo Oreochromis niloticus,

mantidas em aqudrios em sistema estético de

renovagao parcial de agua e aeracao continua,

alimentadas com niveis de inclusdo de probiético

(controle = 0, T1 = 5g.kg !, T2 = 10g.kg ') contendo

Aspergillus oryzae,

Bacillus subtilis e

Saccharomyces cerevisiae.

Ingredientes Porcentagem (%)
Farelo de soja 48,66
Fuba de milho 1,00
Farelo de trigo 8,00
Quirera de arroz 30,50
Farinha de peixe 8,50
Oleo de soja 1,00
Fosfato bicalcico 1,60
Suplemento vitaminico e mineral 0,50
BHT 0,02
Metionina 0,12
Sal 0,10
Total 100,00
Proteina digestivel (PD) 28,37
Energia digestivel (kcal/kg) 3.336,00
Fibra bruta (FB) 4,08
Extrato etéreo 3,06
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Figura 1. Fotomicrografia eletronica de varredura da
porcdo média do intestino de tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus, alimentada
com dieta experimental suplementada
com 10 g.kg' de probidtico contendo
Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis e
Saccharomyces cerevisiae, aos 14 dias

de alimentacao.
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Veterinary Pathology
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PROBIOTICO PARA TILAPIA DO NILO Oreochromis niloticus E SUA ACAO
NA HEMATOLOGIA, RECRUTAMENTO DE MACROFAGOS POLICARIONTES
E CELULAS DE LANGHANS

Resumo

A atividade probiética de trés microorganismos (Bacillus subtilis, Saccharomyces
cerevisiae e Aspergillus oryzae) foi avaliada por seus efeitos nos parametros
hematolégicos e sua influéncia na resposta inflamatéria crénica, através do
recrutamento de células policariontes e formacao de células de Langhans em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). 270 peixes foram distribuidos
aleatoriamente em 18 aquérios de vidro, perfazendo 15 peixes por aquario.
Foram designados trés tratamentos, com seis repeticdes cada: 0 (Controle), 59
(T1) e 10g (T2) de probiodtico por quilo de racdo. Os peixes foram alimentados
por 30 dias. Coletas de sangue foram 3, 7 e 14 dias apdés o inicio da
alimentagdo. Foram avaliados o hemograma, leucograma e contagem de
trombocitos. Laminulas de vidro foram inseridas no tecido subcutdneo dos
peixes no 30° dia de alimentacdo e retiradas apés trés, sete e 14 dias. Foram
avaliadas quantitativamente quanto as células da resposta inflamatéria. Coletas
de sangue foram realizadas em 30 peixes de cada tratamento, nos mesmos dias
designados. Dosagens de proteinas totais, glicose e cortisol foram realizadas
com o plasma. O hemograma nao apresentou diferencas estatisticas. No
leucograma, linfocitose foi observada em T1 e T2. Monocitose, eosinofilia e
trombocitose foram observadas no grupo controle. Os dados de resposta
inflamatoria mostraram migracdo de macrofagos e adesao nas laminulas a partir
do 3¢ dia, em maior quantidade nos grupos T1 e T2, porém sem formacao de
células de Langhans, que foram observadas a partir do 7° dia. Neste ensaio, os
peixes de T1 e T2 mostraram diferencas em RBC e Ht. No leucograma,
neutrofilia, leucocitose e trombocitose foram verificadas em T2. Intensa
eosinofilia foi observada no 14° dia no grupo controle. Niveis elevados de
cortisol e glicose plasmatica foram observados nos peixes do grupo controle no
32 e 7° dia. Os resultados mostram que a suplementacdo com o probibtico
influenciou na resposta inflamatéria dos peixes.

Palavras chave: hematologia, resposta inflamatéria, migracdo de macrofagos,
Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus oryzae
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PROBIOTICS FOR NILE TILAPIA Oreochromis niloticus AND ITS EFFECTS
ON HEMATOLOGY AND POLICARIONT MACROPHAGE RECRUITMENT AND
LANGHANS CELLS

Abstract

The activity of three probiotic microorganisms (Bacillus subtilis, Saccharomyces
cerevisiae and Aspergillus oryzae) were evaluated for their effects on
hematological parameters and on chronic inflammatory response by recruiting of
polycariont cells and formation of Langhans cells in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus). 270 fish were randomly distributed into 18 glass aquaria, totaling 15 fish
per tank. Were assigned three treatments with six replicates each: 0 (control), 5g
(T1) and 10 (T2) of probiotic per kg of diet. The fish were fed for 30 days. Blood
samples were 3, 7 and 14 days after initiation of feeding. We evaluated the blood
count, WBC and thrombocyte count. Glass slides were inserted into fishes’
subcutaneous tissue on the 30" feeding day and removed after three, seven and
14 days. Inflammatory response cells were quantitatively evaluated. Blood
samples were taken from 30 fish per treatment, in the designated days. Total
protein, glucose and cortisol was carried out with the plasma. The blood test
showed no statistical differences. Lymphocytosis was observed in T1 and T2.
Monocytosis, eosinophilia and thrombocytosis were observed in the control group.
The data showed inflammatory macrophage migration and adhesion on glass
slides in the 3" day, in higher quantity in groups T1 and T2, but without formation
of Langhans cells, which were observed from day 7. In this test, the fish fed T1
and T2 showed differences in RBC and Ht. In the WBC, neutrophils, leukocytosis
and thrombocytosis were observed in T2. Intense eosinophilia was observed on
day 14 in the control group. Elevated levels of cortisol and plasma glucose were
observed in fish from the control group 3 and 7 days. The results show that the

probiotic supplementation influences the inflammatory response of the fish.

Keywords: hematology, inflammatory response, macrophage migration, Bacillus

subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus oryzae
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Introducao

Os alimentos ingeridos tém uma relagao clara com a saude dos animais.
Além de fornecer os nutrientes e calorias necessarias para a manutengdo da
saude, eles podem contribuir para a prevencdo de uma gama de doencas
(SANDERS, 1998, OLIVEIRA et al., 2002). Os estudos no desenvolvimento de
alimentos funcionais e ingredientes que promovam o0 aumento da eficiéncia
alimentar e melhora no desempenho dos peixes intensificaram-se nos ultimos

anos (SANDERS, 1998). Dentre os alimentos funcionais, estdo os probibéticos.

Os probioticos sao definidos como aditivos alimentares compostos de um ou
mais microorganismos que beneficiam a saude do hospedeiro através do
equilibrio da microbiota intestinal (FULLER, 1989; SANDERS, 1998;
GATESOUPE, 1999; IRIANTO & AUSTIN, 2002).

Pesquisas sugerem que a ingestdo de microorganismos probidticos promove
efeito benéfico na flora intestinal (TANNOCK, 1999; IRIANTO e AUSTIN, 2002;
LARA-FLORES et al., 2003). Adicionados a dieta, os probidticos sdo capazes de
modificar ou manipular as comunidades microbianas, além de reduzir patégenos
selecionados por exclusdo competitiva (TOURNOT, 1989; HOA et al., 2000;
NAYAK, 2010), e aumentar o crescimento e a sobrevivéncia dos peixes (HOROWITZ
e HOROWITZ, 2000). A suplementagdo alimentar com probioticos influencia
positivamente o estado de saude de tilapias do Nilo, incrementando os parametros
imunoldgicos e melhorando os parametros hematoldgicos (ALY et al., 2008).

A avaliagdo dos parametros hematolégicos dos peixes determina a
capacidade fisioldgica e energética dos animais em responder a uma demanda
adversa. A alimentagdo com probioticos promove aumento no numero de
eritrocitos (RBC), no volume corpuscular médio (VCM), na taxa de hemoglobina
intracelular (Hb) e na quantidade de leucécitos em bagres africanos (AL-DOHAIL,
2009). Em tilapias, a suplementagdo com probidticos influencia no valor do
hematocrito (Ht) (ALY et al., 2008a), mondcitos e linfécitos (ALY et al., 2008c).

Os probioticos interagem com as células fagociticas de defesa, como os
macréfagos, mondcitos, leucocitos polimorfonucleares e neutréfilos, a fim de
melhorar a imunidade inata (NAYAK, 2010). Peixes alimentados com probiético
mostraram aumento na atividade fagocitica, através do incremento da fagocitose
e quimiotaxia (SAKAI, 1999). Assim, o uso de probidticos € uma alternativa
promissora para o controle de doencas em peixes (LUNDEN et al., 2002).
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O B. subtilis ¢ um microoganismo probidtico que atua promovendo o
crescimento e a viabilidade das bactérias benéficas no trato intestinal de humanos e
animais (ALY et al, 2008). Sua capacidade de produzir esporos garante sua
sobrevivéncia a passagem no trato grastro-intestinal do hospedeiro (HOA et al., 2000).

A S. cerevisiae é uma levedura que contém propriedades imunoestimulantes
(beta-glucanos, &cidos nucléicos e mananoligossacarideos) que melhoram as
respostas imunes (SIWICKI et al., 1994, SAKAI, 1999, ORTUNO et al., 2002), a
digestibilidade dos alimentos e promove o crescimento dos peixes (LARA-
FLORES, et al., 2003, ABDEL-TAWWAB et al., 2008).

O Aspergillus oryzae é um fungo utilizado na industria alimenticia pela sua
propriedade fermentativa e de secrecdo de de proteinas (MULLER et al., 2002;
MACHIDA et al., 2005). Em experimentos realizados com mamiferos, foi
comprovado que o fungo tem a capacidade de estabilizar o pH gastrico e
favorecer a absorgcao de nutrientes no trato gastro-intestinal, melhorar a eficiéncia
digestiva, além de beneficiar alguns fatores de crescimento (BEHARKA e
NAGARAJA, 1998, DI FRANCIA et al, 2008). Além disso, a levedura diminui os
efeitos do estresse por calor (HIGGINBOTHAM et al., 1993).

Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar a influéncia da
suplementacdo com probiéticos contendo Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis e
Saccharomyces cerevisiae sobre os parametros hematolégicos e na resposta
inflamatéria, através do recrutamento de macréfagos policariontes em tilapia do

Nilo, Oreochromis niloticus.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Patologia de Organismos
Aquaticos do Instituto de Pesca de Sao Paulo, Brasil. Foram utilizados 270
exemplares de tilapia do Nilo, com peso médio de 25¢, distribuidos aleatoriamente
em grupos de 15 peixes em 18 aquarios de vidro (40L), contendo agua desprovida

de cloro e mantido em sistema semi-estatico, com aeragao continua externa.

Os peixes foram divididos em trés tratamentos, com seis réplicas cada e
alimentados com dieta basal suplementada com niveis de probiético composto de
Bacillus subtilis (3x10® UFC.g"), Saccharomyces cerevisiae (2x10® UFC.g") e
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Aspergillus oryzae (4x10° UFC.g™"): 0 (controle), 5 g (T1) e 10 (T2) g de probiéticos

por quilograma de ragdo. Os peixes foram alimentados por um periodo de 30 dias.

Colheitas de sangue foram realizadas em 30 peixes de cada tratamento,
nos dias um, trés, sete e 14. Foram avaliados: numero total de células (RBC),
hematécrito (Ht), taxa de hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Extensbes sanguineas
foram confeccionadas e realizadas a contagem diferencial e total dos leucécitos e
contagem de trombdcitos. Com o plasma, foi mensurada a quantidade de proteina
plasmatica total (Pt) (FELDMAN et al., 2000).

Laminulas de vidro (9 mm de diametro) foram implantadas no tecido
subcutaneo, na regido latero-dosal esquerda de 30 peixes por tratamento,
escolhidos aleatoriamente, segundo modelo adaptado de GONCALVES (2009). O
procedimento foi realizado apés 30 dias de alimentagao.

Os animais foram anestesiados com solucdo aquosa de benzocaina
(1:20.000), e mantidos em plano anestésico até a perda do equilibrio e reducéo
dos movimentos operculares para realizacdo do procedimento cirdrgico
(WEDEMEYER, 1997; MATUSHIMA e MARIANO, 1996). Apos trés, sete e 14
dias, as laminulas foram retiradas em novo procedimento cirdrgico, lavadas em
solucdo salina 0,65% e em seguida, fixadas em solugdo de Bouin por cinco
minutos. Foram coradas com Rosenfeld e examinadas em microscopio de luz em
aumento de 100 vezes (GONCALVES, 2009) para avaliacdo quantitativa de
macréfagos aderidos. Avaliou-se quanto ao numero de macréfagos, quantidade

de nucleos e células do tipo Langhans.

Colheitas de sangue foram realizadas para observar possiveis alteragdes
no hemograma dos peixes submetidos a inflamagé&o crénica induzida. Com o
sangue restante, foi obtido o plasma, que depois foi utilizado para a analises de
cortisol (ELISA), glicemia e proteina plasmatica total (Pt) (FELDMAN et al., 2000).

Diferengas entre os tratamentos foram verificadas realizando-se andlise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (ZAR, 2009). Os resultados
foram considerados significativos quando p< 0,05.

Resultados e discussao

Na avaliacdo do hemograma dos peixes alimentados com a suplementacao

probidtica mostraram que nao ocorreram diferencas significativas nos resultados
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nesta etapa do experimento (Tabela 1). Entretanto, os valores de Ht e Hb foram
maiores (P<0,05) nos grupos T1 e T2 em todos os dias do ensaio.

O aumento nos valores de Ht e Hb, mesmo que pequeno, indicam que o
probidtico é seguro para os peixes (BLAXHALL, 1972; ALY et al., 2008).

Os resultados do leucograma nao mostraram diferengas estatisticas
(P=0,33) entre os peixes dos tratamentos (Tabela 2). Neutrofilia e basofilia foram

observadas no grupo controle no 1° dia.

Peixes expostos a estimulos estressantes, como o0 confinamento
experimental, demonstram aumento no numero de neutréfilos circulantes
(SILVEIRA e RIGORES, 1989). Os valores de basofilos encontrados estdo de
acordo com outros estudos realizados, e sdo raramente encontrados na espécie
(UEDA et al.,, 1997). Eosinofilia foi observada no mesmo grupo ao 7° dia e
monocitose no 14° dia (Tabela 2). Estes resultados remetem, possivelmente, a um
estimulo estressor cronico em decorréncia da resposta ao estresse de experimento
e/ou ma assimilacdo do aporte de nutrientes, situagéo que néo é vista nos animais

que receberam a suplementagéo probidtica.

A ma assimilacdo de nutrientes pode vir a gerar colite (ASTER, 2010). A
supressao desta alteracdo nos grupos alimentados com o probiético indica a

influéncia na manutencao da saude do trato gastro-intestinal (ASTER, 2010).

Linfocitose foi observada no 3° dia nos peixes de T1 e T2 (Tabela 2). Este
aumento sugere o probidtico influenciou no aumento dos valores de linfocitos,
uma vez que, o fornecimento de imunoestimulantes promove linfocitose nos
peixes (SAKAI, 1999). Além disso, o aumento dos valores dos leucdcitos como,
por exemplo, linfocitos, mesmo que sultil, reflete a intensificagdo do mecanismo de
defesa celular (SOPINSKA, 1985).

Eosindfilos foram encontrados com maior frequéncia no 14° dia nos grupos
controle e T2 (Tabela 2). Este aumento em sua quantidade pode estar
relacionado a um leve estimulo estressor, no caso do grupo controle ou com a
presenca do probiético na agua de cultivo dos peixes de T2. Estas células podem
atuar junto ao sistema de defesa do organismo através do processo de fagocitose
e funcao microbiocida (MESEGUER et al., 1994).

Trombocitopenia também foi observada no grupo controle (Tabela 3).

Aumento no numero de trombécitos € de grande valia para os peixes, uma vez
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que este tipo celular possui, dentro de suas acbes, funcbes de defesa
(MATUSHIMA e MARIANO, 1996). As células da série branca desempenham
papel importante no sistema imune inato dos peixes e a sua avaliacdo €
considerada um indicador do seu estado de saude (SECOMBES, 1990).

A avaliagdo da migragdo de macréfagos e formacgao de células gigantes foi
possivel a partir do 3% dia (Tabela 4) em todos os tratamentos. Foi observada a
presenca de macréfagos aderidos em toda a superficie da laminula e células com
mais de 1 nucleo. Com a evolugao do processo inflamatério em fungao do tempo,
a quantidade de células aderidas nas laminulas e a quantidade de nucleos foram

crescentes.

No 3° dia, os grupos alimentados com T1 e T2 mostraram maior quantidade
de macréfagos com um unico nucleo (P<0,05). Células com 11 a 20 nucleos e
células de Langhans nao foram observadas em nenhum grupo (Tabela 4).

A partir do 7° dia, células com 11 a 20 nucleos foram encontradas em T1 e T2
(Tabela 4). Além disso, diferencas significativas entre os tratamentos foram
encontradas em todos os grupos, exceto na contagem de células com 2 a 5 nucleos.

Os peixes alimentados com o probiético mostraram maior quantidade de
macréfagos no 14° dia (P<0,05), entretanto, diferencas foram observadas

somente na quantificacdo de células com 1 nucleo e do tipo Langhans (Tabela 4).

A aderéncia de células gigantes a partir do 7° dia de observacao neste
experimento corrobora aos resultados obtidos por JENSCH-JUNIOR et al. (2006)
em estudos de inflamacao com curimbata. Neste experimento de avaliacdo da
resposta inflamatéria, a quantidade de células de Langhans aumentou conforme o
tempo. Aos 14 dias de ensaio, os peixes alimentados com T2 apresentaram
maiores quantidades de células que os demais grupos (Tabela 4). O recrutamento
de macro6fagos, a formacao de gigantdcitos e seu processo de maturacao, para a
formacao de células de Langhans, refletem o bom desempenho da reacéo

inflamatéria em resposta a adi¢cao do probiético na alimentagao dos peixes.

A fagocitose promovida pelos macrofagos tem sido utilizada como
parametro imunoldgico para avaliar a saude e resposta imune de peixes
submetidos a diferentes fatores bibdticos e abidticos, como as dietas
experimentais (BLAZER, 1991). A administragdo de probi6ticos desencadeia a
ativacdo das células fagociticas e aumentam a sua atividade de eliminar

agentes patogénicos e debris celulares (RUTHERFURD-MARKWICK e GILL,
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2004). Apb6s duas semanas de alimentagdo com probidticos, foi observado
aumento significativo na atividade fagocitica em tildpias (PIRARAT et al., 2006).
Através desse aumento, a reacdo proliferativa de macrofagos € gerada em
resposta a um estimulo de remogao de debris necroéticos ou agentes infectantes
(WEISS, 2010). Com isso, a capacidade dos macrofagos em aderir a superficies
de vidro representa um bom modelo para o estudo da inflamacao em peixes
(GOODWIN e GRIZZLE, 1991, SUZUKI e IIDA, 1992).

Em camundongos, as células gigantes mostraram melhor desempenho na
fagocitose de bactérias patogénicas, inferindo que existe uma vantagem na
presenca deste tipo de célula frente a uma resposta inflamatéria (MARIANO e
SPECTOR, 1974). Em humanos, estas células mostram-se melhor preparadas
para agir contra patégenos por apresentar maior atividade oxidativa (ENELOW et
al., 1991). A presenca de células gigantes em peixes teledsteos sugere que a sua
formacao pode ser considerada um mecanismo nao especifico de defesa celular
(JENSCH-JUNIOR et al., 2006).

A avaliagdo dos parametros hematolégicos do processo de inflamacéo
crénica mostrou que a contagem de RBC dos peixes que receberam T1 e T2
apresentaram maiores valores quantitativos ao longo do experimento (Tabela 5).
Entretanto, diferencas significativas foram observadas unicamente no 3¢ dia, onde
o grupo controle mostrou maior valor de RBC. Os resultados mostrados neste dia
foram considerados fato isolado, uma vez que o0s peixes do grupo nao

apresentaram outros sinais clinicos que indicassem alteragdes fisiolégicas.

A administragdo de probidticos pode aumentar o numero de eritrocitos,
granulécitos, macréfagos e linfocitos em espécies de peixes (IRIANTO e AUSTIN,
2002; KUMAR et al., 2008). EL-RHMAN et al. (2009) encontraram valores de
eritrécitos maiores em tilapias do grupo controle em experimento com probibticos

contendo espécies de Pseudomonas.

Maiores taxas de Ht foram observadas nos grupos alimentados com o
probiético (Tabela 5). A suplementacdo com a mistura probiética agiu na elevacao
do Ht neste experimento. A partir do 3° dia de alimentagédo, os valores de Ht
foram maiores (P<0,05) nos grupos alimentados com T2.

Resultados semelhantes foram descritos por ALY et al. (2008) em tilapias
alimentadas B. subtilis e L. acidophilus, e por ABDEL-TAWWAB et al. (2008), que
as alimentou com S. cerevisiae.
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O aumento nos valores de hematécrito apés um més de alimentacao
mostra a seguridade do probidtico utilizado e sua eficacia em melhorar o estado
de saude, enquanto que valores reduzidos de Ht indicam que os peixes nao estao
comendo ou estao sofrendo com infeccdes (SCHIFFRIN et al., 1997).

A quantidade de proteinas totais nos peixes submetidos ao desafio
inflamatério foi maior nos peixes alimentados com o probidtico (Tabela 5). O grupo
controle apresentou maior quantidade de proteinas no soro somente no 3° dia. Esta
alteragdo nao mostrou trazer beneficios aos peixes do grupo e ndo promoveu

alteracdes clinicas.

A quantidade de proteinas totais € um reflexo da imunidade inata
(WIEGERTJES et al., 1996). A suplementacao probiotica é relacionada ao aumento
na quantidade de proteinas, que influencia a primeira barreira de defesa contra
patégenos (MAGNADOTTIR, 2006; ABDEL-TAWWAB et al., 2008). Além disso, bom
estado nutricional, a funcionalidade dos 6rgaos vasculares e as funcdes hepaticas
estdo relacionados com maiores niveis de proteinas em tilapias alimentadas com
probioticos (ABDEL-TAWWAB et al., 2008).

SHARIFUZZAMAN e AUSTIN (2009) observaram que trutas alimentadas
com o probidtico Kocuria SM1, apresentaram valores maiores de proteinas totais
em seu soro durante a 2% semana de alimentagdo. NEWAJ-FYZUL et al. (2007) em
estudos com B. subtilis, verificaram maiores valores de proteinas totais no soro em

peixes que receberam o probibtico.

Neste ensaio de inflamacao, os indices hematimétricos, VCM e CHCM, nao
mostraram alteragdes (Tabela 5). Os valores nao diferiram entre os tratamentos
durante o experimento (P<0,05). Estes resultados revelam que o probiotico
utilizado ndo promove alteragdo no tamanho das hemacias ou na quantidade de
Hb nos eritrécitos (Tabela 6). Os dados deste ensaio confirmam os resultados
encontrados por MEHRIM (2009) que nao observou alteragées em VCM e CHCM
em peixes alimentados com probidtico comercial.

Neutrofilia foi observada no grupo controle no primeiro dia de colheita
(P<0,05), e causou um aumento na quantidade de leucécitos no grupo (Tabela 6).

Linfocitose foi observada no 3° dia nos grupos que receberam o probidtico.
Apos esta observagao, os valores retornaram a normalidade para a espécie. Este
aumento de quantidades de células seguido de seu decréscimo foi atribuido ao
estresse do experimento.
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Resultados semelhantes foram observados em tilapias alimentadas com
fitobidtico (RAWLING et al., 2009) por 10 semanas. Em experimentos com trutas, O
mykiss e Salvelinus fontinalis, submetidas ao estresse de confinamento e
manipulacdo, ocorreu leve aumento seguido de diminuicdo no numero de células
brancas do sangue (BENFEY e BIRON, 2000). A suplementacao probidtica com L.
plantarum induziu a maior producao e/ou liberacdo de leucdcitos totais e linfocitos
circulantes em tilapias (JATOBA et al., 2008), influenciando a resposta imune
inespecifica, uma vez que o probidtico em contato com o epitélio intestinal induz a
ativacao e multiplicacdo das células responsaveis pela defesa (GILL, 2003).

Eosinofilia foi observada no grupo controle que recebeu o implante de
laminula, no 142 dia de ensaio de resposta inflamatéria (Tabela 6). Este aumento
esta possivelmente relacionado ao implante do corpo estranho, que induziu a
resposta inflamatéria no peixe. Por causa disso, infere-se que o probiético
atenuou os efeitos da reacao inflamatéria nas tilapias.

Os eosindfilos suprimem imediatamente as reacdes de hipersensibilidade,
e tém a capacidade de fagocitar particulas inertes apesar de ser menos eficientes
que os neutréfilos e outras células fagociticas e possuirem niveis mais altos de
peroxidase (YOUNG e MEADOWS, 2010).

No 14° dia, trombocitose foi observada nos grupos alimentados com o
probidtico (Tabela 7) (P<0,05). Este aumento na quantidade de trombdcitos associa-
se ao efeito de incremento na resposta do sistema imune, uma vez que este tipo de
células é responsavel pela defesa do organismo (MATUSHIMA e MARIANO, 1996).

Tilapias submetidas ao estresse de exposigdo toxica, mostraram a mesma
alteragé@o apos 2 semanas (ISHIKAWA et al., 2007).

Maiores valores de cortisol circulante foram observados no grupo controle no
3¢ dia e no grupo T2 ao 14° dia de ensaio de resposta inflamatéria induzida pelo

implante de laminula de vidro no subcuténeo (Tabela 8).

Em geral, os dados de cortisol plasmatico sdo valiosos, uma vez que o
horménio esta envolvido nos ajustes metabdlicos, e age sobre a mobilizacdo de
carboidratos, no metabolismo proteico e lipidico (PICKERING, 1993, WENDELAAR
BONGA, 1997). O cortisol é conhecido por aumentar glicose no sangue e junto com
os horménios ligados ao estresse, como as catecolaminas, cortisol pode ser
influenciado por fatores internos como o estresse nutritivo (REID et al. 1998).
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Porém, aumentos na glicose sanguinea podem ser observados mesmo quando a

secrecao do cortisol estd comprometida (COSTAS et al., 2008).

No 7° dia, o valor do cortisol no grupo T2 mostrou-se elevado e a glicose
estava estavel (Tabela 8). Ja foi demonstrado em estudos anteriores que as
catecolaminas podem agir nos niveis de glicose (WAGNER et al., 2003) devido
diferentes mecanismos que podem ser atribuidos ao modo de agédo do cortisol
(VIJAYAN et al. 1991, VIJAYAN e MOOM, 1994, TRENZADO et al. 2003).

No 142 dia, as taxas de cortisol e glicemia nao apresentavam diferencas
(P<0,05), possivelmente a adaptagao dos animais as condicbes experimentais.

Os valores de glicemia plasmatica mostraram que o0s animais que
receberam a mistura probidtica apresentaram menores valores de glicose
plasmatica. O aumento do valor de cortisol e glicose no sangue sao indicadores
muito utilizados para expressar condigdes de estresse (MORGAN e IWANA, 1997,
IWANA, 1997, WENDELAAR BONGA, 1997, WELLS e PANKHURST, 1999). Com

isso, € possivel afirmar que o probidtico suprimiu os efeitos do estresse.

Conclusoes

Com base nos dados analisados, conclui-se que a mistura probidtica
influencia os parametros hematoldgicos dos peixes submetidos a inflamagéo
induzida pelo implante da laminula em tecido subcutaneo de tilapia do Nilo. Os
resultados indicam que a suplementacdo dietética com a mistura probiédtica
contendo Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus oryzae,
favoreceu a melhora na saude dos peixes, incrementando sua resisténcia e

resposta inflamatoria.
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Capitulo 3

FISH AND SHELLFISH IMMUNOLOGY
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PROBIOTICOS PARA TILAPIA DO NILO, Oreochromis niloticus SUBMETIDAS
AO DESAFIO COM Aeromonas hydrophila E Streptococcus iniae

Resumo

Foi estudado o potencial probibdtico (Bacillus subtilis, Aspergillus oryzae e
Saccharomyces cerevisiae) sobre 0s parametros imunes e protecdo contra
Aeromonas hydrophila e Streptococcus iniae. 720 peixes foram distribuidos em 45
aquarios, em grupos de 16 peixes. Os peixes foram alimentados por 30 dias com
as ragdes experimentais: 0g de probiético (Controle), 5g (T1) e 10g (T2) por kg,
com cinco réplicas. Colheitas de sangue foram realizadas nos dias trés, sete e 14
do inicio da alimentacdo. Foram avaliados hemograma e fragilidade eritrocitéaria.
Com o plasma foram analisadas glicemia, cortisol, proteinas totais, e destas,
albumina e globulinas. O estado imunolégico foi considerado através da
quantificacao de espécies reativas de oxigénio. Os peixes foram infectados através
de inoculagdo em cavidade abdominal com A. hydrophila (2x10° mL™" UFC) e S.
iniae (1x10* mL™" UFC) e observados durante 21 dias. Os resultados ndo mostram
alteracbes nos parametros hematoldgicos. Ocorreu aumento na glicemia e no
cortisol nos peixes do grupo controle, e como consequéncia, aumento no RBC,
mostrando que o probidtico suprimiu os efeitos do estresse do experimento em T1
e T2. Além disso, a suplementacao probiodtica garantiu aos eritrocitos maior
resisténcia a hemolise. Os peixes de T1 e T2 apresentaram maior atividade de
espécies reativas de oxigénio, o que lhes determinou aumento na imunidade inata.
Maiores taxas de mortalidade causada pela infecgdo foram observadas nos peixes
do grupo controle. O probidtico, nas doses de 5 e 10 g.kg' garantiu maior

sobrevivéncia para as tilapias contra A. hydrophila e 10 g.kg™' contra S. iniae.

Palavras-chave: desafio bacteriano, imunidade inata, probioticos, sobrevivéncia.
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PROBIOTICS FOR NILE TILAPIAS, Oreochromis niloticus CHALLENGED
WITH Aeromonas hydrophila AND Streptococcus iniae

Abstract

It was studied the probiotic potential (Bacillus subtilis, Aspergillus oryzae and
Saccharomyces cerevisiae) on immune parameters and protection against
Aeromonas hydrophila and Streptococcus iniae. 720 fishes were distributed in 45
tanks, in groups of 16. The fish were fed for 30 days with experimental diets: 0Og
probiotic (Control), 59 (T1) and 10 (T2) per kg, with five replicates. Blood samples
were taken on days three, seven and 14 of beginning feed. Hemogram and
erythrocyte fragility were evaluated. With the plasma, glucose, cortisol, total
protein were analyzed and with these, albumin and globulins. The immune status
was considered by reactive oxygen species quantification. Fish were infected by
inoculation into the abdominal cavity with A. hydrophila (2x10° CFU mL™") and S.
iniae (1x10* mI" CFU) and observed for 21 days. The results show no changes in
hematological parameters. There was an increase in blood glucose and cortisol in
control group fishes, and as a consequence, increase in RBC, showing that the
probiotic stress suppression in T1 and T2. In addition, probiotic supplementation
increased erythrocytes resistance to hemolysis. T1 and T2 fishes showed higher
reactive oxygen species activity, which caused an innate immunity increase.
Higher mortality rates caused by infection were observed in fish in the control
group. The probiotic, at doses of 5 and 10 g.kg™ ensured higher survival for tilapia
against A. hydrophila and 10 g.kg™, against S. iniae.

Keywords: bacterial challenge, innate immunity, probiotics, survival.
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Introducao

Organismos aquaticos em sistemas de producao intensiva estdo expostos
a condicOes de estresse, doencas e deterioracdo das condi¢cdes do ambiente, o
que leva a grandes perdas econémicas (SUBASINGHE, 1997; FAO, 2004; ALY et
al., 2008a).

Infecgbes bacterianas s&o consideradas a maior causa de mortalidade em
pisciculturas (GRISEZ e OLLEVIER, 1995). A prevencdo e o tratamento de
doencas infectocontagiosas em animais aquaticos incluem um escasso numero
de antibidticos, quimioterapicos e uma quantidade limitada de vacinas (ALY et al.,
2008a), que nao devem ser utilizadas como meio Unico de prevencao a doengas
(AMABILE-CUEVAS et al., 1995; GRAM, et al., 2001). Além disso, o uso de
antibiéticos pode levar ao desenvolvimento de cepas bacterianas resistentes e
podem modular a resposta imune (LUNDEN et al., 2002; ALY et al., 2008a).

Esta crescente preocupacdo na aquicultura levou ao aparecimento de
novas medidas para o controle de doencas (GRAM et al., 2001). Uma alternativa
promissora para o controle de doengas em peixes € 0 uso de probidticos que
controlem os patbégenos atravées de uma variedade de mecanismos
(GATESOUPE, 1991; ROBERTSON et al., 2000; OLVERA et al., 2001; IRIANTO
e AUSTIN, 2002; ALY et al., 2008a).

Um consideravel interesse no uso de microorganismos probidticos tém se
desenvolvido, com a finalidade de se aumentar a resisténcia as doencas, o
crescimento dos peixes e melhorar a qualidade da agua na producao (BOYD e
MASSAUT, 1999; VERSCHUERE et al., 2000; MOHAMED e REFAT, 2011). A
eficacia dos probidticos em termos de protegdo contra agentes infecciosos é
muitas vezes atribuida ao aumento da imunidade (NAYAK, 2010).

Dentre os probidticos utilizados em aquicultura, destacam-se os do género
Bacillus, as leveduras e fungos. O Bacillus subtilis comprovadamente possuli
caracteristicas anti-tumorais e de imuno-modulacdo. Além disso, atua como
promotor de crescimento, garante a viabilidade de bactérias acido laticas no trato
gastro intestinal (HOA et al., 2000), melhora a qualidade da agua de cultivo (DE
SOUZA et al., 1996) e influencia a sobrevivéncia quando os animais sdo exposi¢ao
de patdégenos (RAIDA et al., 2003; ALY et al., 2008b).

Saccharomyces cerevisiae € um promotor de crescimento (LARA-FLORES

et al., 2003; ABDEL-TAWWAB et al., 2008) que contém muitos compostos
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imunomodulatérios como os beta glucanos, mananooligossacarideos e acidos
nucléicos que estimulam as respostas imunes. (SIWICK et al., 1990; SAKAI, 1999;
ORTUNO et al., 2002). Aspergillus oryzae na alimentacdo possui caracteristicas de
aumentar a digestibilidade dos nutrientes (BEHARKA e NAGARAJA, 1998; HAN et
al., 1999; DI FRANCIA et al.,, 2008), através da fermentagcdo de alimentos

funcionais para beneficiar o hospedeiro (HONG et al., 2004).

O presente estudo foi realizado para avaliar a eficiéncia de trés
microorganismos como potenciais probiodticos para tilapia do Nilo e seu efeito na
resposta imune, sobrevivéncia e possivel protecdo contra Aeromonas hydrophila

e Streptococcus iniae.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Doencas de Peixes do
Departamento de Fisheries and Allied Aquacultures, da Universidade de Auburn,
AL, EUA. Juvenis de tilapia do Nilo, com peso médio de 25¢g, foram distribuidos
em grupos de 16 peixes em 45 aquarios de 40L cada, totalizando 720 peixes. O
sistema possuia aeracao continua externa, temperatura controlada e renovacgao

continua de agua.

Os peixes foram alimentados com as dietas experimentais duas vezes ao
dia, até a saciedade, por 30 dias. As dietas continham ragdo comercial para tilapia
(PB 28%) sendo que 15 aquarios receberam a dieta controle, sem probiético; 15
aquarios receberam a dieta T1, com 5 g.kg™ de probiético; e 15 aquarios receberam

a dieta T2 com 10 g.kg™' de probiético.

Colheitas de sangue foram realizadas nos dias trés, sete e 14 apds o inicio
da alimentacdo. Os peixes foram anestesiados com solugdo de MS-222 (Tricaina
metano sulfonato) e colheitas de sangue foram realizadas através da puncéo do
vaso caudal, com o auxilio de seringas heparinizadas. Foram avaliados: numero
total de células (RBC), hematdcrito (Ht), taxa de hemoglobina (Hb), e calculo dos
indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Aliquotas de sangue foram adicionadas a solucées de NaCl (10 g.L") em

concentracdes crescentes para calculo da fragilidade eritrocitaria, avaliada como
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a taxa de hemdlise das hemacias segundo metodologia de SECOMBES (1990)
modificada por GUIMARAES (2009).

Para as analises de espécies reativas de oxigénio, 2 peixes de cada aquario
foram escolhidos aleatoriamente ao 29, 62 e 13° dia ap6s o inicio da alimentagdo com
a suplementacdo probidtica e injetados intraperitonealmente com 0.25mL de
esqualeno (Sigma Chemical) como atratante para macréfagos. Apos 24hs, os peixes
foram mortos por aprofundamento anestésico e a cavidade celomatica foi aberta e
lavada com solucao salina de tampao fosfato (PBS) para obtencédo do exsudato. O
fluido peritoneal dos peixes do mesmo aquario foram combinados e centrifugados. O
sobrenadante descartado, e os péletes foram ressuspensos em 1mL de solucdo de
Hank (HBSS) sem phenol red (Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA).

O numero de macréfagos em cada amostra foi contado por meio de
coloracdo e enumerado em hemocitdmetro para determinagdo da producao de
anion superodxido. Para tanto, foi medida através da redugcdo do nitrobule
tetrazolium (NBT), segundo metodologia de SECOMBES (1990) modificada por
GUIMARAES (2009). Quatro monocamadas de leucdécitos, contendo macréfagos
foram adicionadas a microplacas, na quantidade de 10° células/poco. Os
macréfagos foram incubados a temperatura ambiente em camara umidificada e
apos este periodo, os pogcos foram lavados e foi adicionado solugdo de NBT.
Metanol foi adicionado para parar a reagcdo de reducdo, e as placas foram
lavadas e deixadas para secar a temperatura ambiente. Aos pocos, foram
adicionados KOH 2M e DMSO. As placas incubadas foram lidas em densidade

colorimétrica de 630nm, usando KOH/DMSO como referéncia.

O sangue restante foi centrifugado para obtencdo do plasma para a
realizagdo das analises de cortisol por ELISA e glicemia, por meio de kit comercial.

A proteina plasmatica total (Pt) foi determinada em refratdmetro manual
Goldberg utilizando o plasma contido no capilar para microhematdcrito apos
leitura do hematocrito (FELDMAN et al. 2000).

A andlise do teor de albumina do plasma foi realizada com base no método
colorimétrico do verde de bromocresol utilizando kit comercial (GUIMARAES, 2009).
A fracédo globulina do plasma foi determinada pela diferenca entre a Pt e a
albumina (GUIMARAES, 2009).

Apds 30 dias de alimentacdo, cepas virulentas de A. hydrophila (2x10° mL™

UFC) e de S. iniae (1x10* mL" UFC) foram cultivadas e inoculadas nos peixes de 5
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aquarios de cada tratamento, totalizando 15 aquarios para cada espécie de bactéria,
e em 5 aqudrios de cada tratamento, solugdo fisiolégica foi inoculada
intraperitonealmente (IP) nos peixes. A avaliagdo da sobrevivéncia foi efetuada duas

vezes ao dia, juntamente com a alimentagao dos animais por 21 dias consecutivos.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e normalidade
(ZAR, 2009). Os valores médios foram submetidos ao teste de Tukey para
comparacdo de médias (P<0,05). Para avaliacdo das andlises estatisticas foi
utilizado o programa estatistico SAS (Statistical Analises System) versao 9.2.

Resultados e discussao

Os valores de RBC no grupo controle foram maiores (Tabela 1), porém
nenhuma alteracdo fisiolégica foi constatada, como por exemplo, a
hiperventilagdo e/ou mudancas comportamentais. E possivel que o dado
encontrado seja reflexo do estado nutricional anterior ao experimento. No 142 dia,
o grupo T1 apresentou maiores valores de RBC, assim como Ht, sem alteragbes
no VCM. Os resultados indicam uma maior quantidade de células circulantes sem
alterac6es morfolégicas nas mesmas, uma vez que o parametro indica o volume

celular.

Em Carassius auratus alimentados com suplementos herbais foram
encontrados resultados semelhantes por HARIKRISHNAN et al. (2010). Estes
dados revelam que a suplementacdo com o probidtico foi segura na alimentagao
dos peixes além de melhorar o seu estado de saude (ALY et al., 2008b).

As taxas de Hb e a CHCM neste experimento estavam dentro da
normalidade da espécie e demonstra que a inclusao de niveis de probidtico nao
exerceu influéncia na quantidade de Hb intra-eritrocitaria (Tabela 1). Tilapias
vermelhas alimentadas com probi6tico comercial demonstraram resultados
semelhantes (RAWLING et al., 2009).

No 7° dia, os valores de glicose mostrou-se elevado em T1 (P<0,05). Os
valores de cortisol plasmatico ndo mostraram diferencas entre os tratamentos,
entretanto, o0 grupo controle apresentou maiores quantidades de cortisol

plasmatico a partir do 7° dia de ensaio.

Este aumento na glicemia e no cortisol foram reflexos ao estresse do

experimento. A elevacdo da glicemia e do cortisol nos peixes influenciou a
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eritropoiese no grupo controle e T1, uma vez que o hormdnio influencia na
producdo de eritrocitos e na sua liberacdo no organismo (RANDOLPH et al.,
2010). Em situacbes de estresse, os peixes realizam contracdo esplénica com a
finalidade de liberar mais células vermelhas que possam oxigenar melhor os
tecidos no momento da fuga (ELLSAESSER e CLEM, 1986, 1987). A
suplementacao probidtica exerceu influéncia nos niveis de cortisol circulante,

suprimindo os efeitos negativos do estresse do experimento.

As quantidades de proteinas plasmaticas totais (Pt), a quantidade de
albumina e globulinas nao diferiram entre os peixes dos grupos distintos,
entretanto, no decorrer do ensaio, as quantidades de Pt e G foram maiores nos
peixes que receberam a suplementacdo probidtica (P=0,31). A proteina
plasmatica total refere-se a fracao albumina e globulina presente no plasma e no
soro sanguineo. As quantidades de albumina no plasma é mais abundante, e
também é responsavel pelo transporte de nutrientes e manutencédo do equilibrio
osmoético do sangue, enquanto que a globulina estd envolvida nos mecanismos
de defesa do animal (THOMAS, 2000).

Durante a avaliagao da fragilidade eritrocitaria, foi observado no 3° dia que
as hemacias dos peixes dos grupos T1 e T2 resistiram em concentracao salina
maior que os peixes do grupo controle, 0,70 e 0,60, respectivamente. As
hemacias dos peixes que receberam o probidtico apresentaram maior resisténcia

a hemolise que as hemacias dos peixes ndo suplementados (Figura 1).

No 7° dia, 50 % de hemodlise foi observada para T1 e T2 em concentragcéao
proxima a 0,45, e para o grupo controle, em torno de 0,35 (Figura 2). Observou-se
que 0s animais que nao receberam a suplementagdo probidtica apresentaram
hemacias mais frageis. Aos 14 dias de ensaio, n&o foram encontradas diferengas
entre os grupos quanto a fragilidade eritrocitaria (Figura 3).

As células em meio hipoténico, aumentam até atingir um volume critico de
hemdlise antes de sofrerem lise (JAIN, 1973). Desse modo, a fragilidade celular
varia conforme a concentragdo de sal e segue uma distribuicdo normal em
animais sadios (JAIN, 1973).

A fragilidade osmatica é influenciada por fatores como a forma, o volume e
o tamanho do eritrdcito, o tipo e a quantidade de hemoglobina, diferengas na
viscoelasticidade das membranas e na composicdo quimica e estrutural das
mesmas (PERK et al., 1964).
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O tempo de vida da célula também é muito importante ja que os eritrécitos
senescentes sao mais frageis que os jovens e correspondem a aproximadamente
30% da populacao eritrocitaria. Neste experimento, os valores de VCM estavam
dentro da normalidade para a espécie e estagio do desenvolvimento, o que
implica que ndo e se tratava de células jovens. A fragilidade das hemaéacias
expressa a habilidade das membranas manterem sua integridade estrutural
quando expostas a um estresse osmaético (ALDRICH, 2006).

Em humanos, os eritrocitos tornam-se mais resistentes quando a taxa de
colesterol circulante se eleva (MAEDE, 1980). O cortisol é produzido a partir do
colesterol (SILVA et al., 2000).

No presente estudo, com o passar do tempo, os niveis de cortisol
circulante se elevaram, garantindo eritrécitos mais resistentes independente da
suplementacao probiética. Entretanto, os animais que receberam o probidtico
apresentaram maior integridade de eritrécitos que o grupo controle. A destruicao
de eritrocitos resulta em hipdxia, que causa graves danos e lesdes celulares
(CARNEIRO et al., 2007) principalmente através da liberagédo de radicais livres.

Os peixes dos grupos T1 e T2 apresentaram maior producao de espécies
reativas de oxigénio que o grupo controle (Tabela 2). Esta maior produgéo foi
observada a partir do 3° dia. No 14° dia, foi observado que T2 mostrou maior
producéo de NO..

Peixes tratados com imunoestimulantes usualmente mostram maior
estimulo nos mecanismos de defesa o que leva a maior producédo de espécies
reativas de oxigénio (SAKAI, 1999; ZHOU et al., 2009; NAYAK, 2010). A
suplementacdo administrada ndo foi mais suficiente para influenciar os
macrofagos dos peixes. A atividade respiratoria dos leucdcitos mostra a
capacidade dos fagocitos em produzir espécies reativas de oxigénio com a
finalidade de destruir os patdogenos durante o processo de fagocitose
(BASHEERA-JOHN et al., 2002).

Os macréfagos sao bons modelos para o estudo das respostas imunes, por
serem as células mais primitivas do sistema imune dos vertebrados e
invertebrados (JENSCH-JUNIOR et al., 2006) e possuem muitas funcdes vitais na
resisténcia natural a infeccdes (ZELIKOFF et al., 1991; SILVA et al., 2001, 2002).

A influéncia do probidtico na resposta imune foi observada na primeira

coleta de amostras, pois atua na migracdo de macréfagos para o sitio de
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infeccdo. Os macrofagos respondem ao estimulo inflamatério através do
mecanismo de quimiotaxia, migrando para o local onde esta o estimulo, e uma

vez |4, entra em ag&do o mecanismo de exploséo respiratoria (WAKENELL, 2010).

A fagocitose e a atividade do burst respiratério de macréfagos ativados
coletados de cavidade abdominal, mostrou-se aumentada apo6s estimulo, como
também na implantacdo de laminulas de vidro no tecido subcutdneo (ENANE et
al., 1993), e na inoculacao de outros flogbgenos, como oligodeoxinucleotideos
(SAKAL 1999) e o esqualeno, neste experimento. Entre as muitas consequéncias
da fagocitose, a mais importante é a habilidade de eliminar patégenos (JENSCH-
JUNIOR et al., 2006).

A ativagédo dos macréfagos em trutas arco-iris esta relacionada diretamente
com os fatores de ativagdo, como o gamma interferon, que induz o aumento da
atividade do burst respiratdério e consequentemente, aumenta a capacidade
germicida (GRAHAM e SECOMBES, 1988).

Os peixes dos tratamentos T1 e T2, quando desafiados contra A.
hydrophila (Figura 4) e contra S. iniae (Figura 5) demonstraram maiores taxas de
sobrevivéncia ao desafio bacteriano. Sinais clinicos como natacao erratica foram
observados algumas horas apdés a inoculacdo da bactéria patogénica,

principalmente nos animais do grupo controle.

Muitos autores ja relataram os efeitos positivos da administracdo de
probi6ticos para o aumento da imunidade nos peixes contra patégenos bacterianos
(MORIARTY, 1998; ROBERTSON et al., 2000; NEWAJ-FYZUL et al., 2007; ALY et
al., 2008a; SHARIFUZZAMAN et al., 2009; MOHAMED e REFAT, 2011).

Experimentos in vitro mostram que o B. subtilis em associagdo com outros
microorganismos, como o L. acidophilus foi capaz de inibir o crescimento de A.
hydrophila (ALY et al., 2008a). Os Bacillus produzem polimixinas, bacitracinas e
antibiéticos que atuam contra o patégeno (MORIARTY, 1998). A suplementacao
com microorganismos probidticos como o L. acidophilus para tilapias (ALY et al.,
2008a), L. sakei para Epinephelus bruneus (HARIKRISHNAN et al., 2010), S.
cerevisiae para striped bass (Morone chrysops x M. saxatilis) (LI e GATLIN I,
2004) garantiram maiores taxas de sobrevivéncia em infecgdes induzidas com o
S. iniae. Foi descrito que S. cerevisiae adicionadas a alimentacao dos peixes
acelera a maturacao do sistema digestivo além de, em peixes adultos, estimular o

metabolismo e o crescimento (GATESOUPE, 2007). Tilapias alimentadas por 60
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dias com B. subtilis e L. acidophilus apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia
quando desafiadas contra A. hydrophila (ALY et al., 2008a). Trutas alimentadas
por 14 dias com probiético contendo B. subtilis foram mais resistentes a infeccoes
por A. hydrophila que os peixes que nao receberam a mesma suplementacéo
(NEWAJ-FYZUL et al., 2007).

A atividade antimicrobiana exercida através da suplementacdo com
probidticos, pode ser atribuida ao fato do B. subtilis e da S. cerevisiae serem
estimulados a competir por nutrientes com outras bactérias de crescimento rapido no
interior do trato gastro-intestinal dos peixes (GATESOUPE, 2007, ALY et al., 2008b).

O fornecimento do probidtico levou a protecdo contra doencas através da
estimulacao de parametros imunes (RINGJ et al., 1998; RUSSO et al., 2006;
ABDEL-TAWWAB et al., 2008; SHARIFUZZAMAN e AUSTIN, 2009). Os
resultados deste estudo sugerem que doses maiores do probibtico incorporadas
na alimentagdo promoveram taxas de sobrevivéncia maiores e melhorias na

imunidade ndo especifica.

Conclusao

O fornecimento do probidtico contendo Bacillus subtilis, Aspergillus oryzae e
Saccharomyces cerevisiae promoveu a melhora na imunidade inespecifica dos peixes.
Doses de 5 e 10 g de probidtico garantiu 0 aumento nas taxas de sobrevivéncia de
peixes expostos a infecgdo por A. hydrophila e 10g de probidtico por kg de racdo
garantiu maior sobrevivéncia de juvenis de tilapia do Nilo contra S. iniae.
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FIGURA 1 - Porcentagem de hemolise de hemécias de juvenil de
tilapia do Nilo, O. niloticus, apés 3 dias de alimentacao
com dietas suplementadas com niveis de probidtico
(controle = 0, T1 = 5g.kg”, T2 = 10 g.kg") contendo
Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis e Saccharomyces

cerevisiae.
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de tilapia do Nilo, O. niloticus, ap6s 7 dias de
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contendo Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis e

Saccharomyces cerevisiae.
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FIGURA 3 - Porcentagem de hemdlise de hemacias de juvenil de

tildpia do Nilo, O. niloticus, apés 14 dias de
alimentagdo com dietas suplementadas com niveis de
probiético (controle = 0, T1 = 5g.kg”, T2 = 10 g.kg™)
contendo Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis e

Saccharomyces cerevisiae.
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FIGURA 4 — Sobrevivéncia de juvenil de tilapia do Nilo, O.

niloticus, alimentada com dietas suplementadas

com niveis de probidtico (controle = 0, T1 = 5g.kg™,

T2 = 10g.kg") contendo Aspergillus oryzae,

Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisiae e

inoculadas com Aeromonas hydrophila.
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FIGURA 5 — Sobrevivéncia de juvenil de tilapia do Nilo, O.

niloticus, alimentada com dietas suplementadas
com niveis de probiético (controle = 0, T1=5g.kg™,
T2 = 10g.kg™) contendo Aspergillus oryzae, Bacillus
subtilis e Saccharomyces cerevisiae e inoculadas

com Streptococcus iniae.
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Conclusoes

e A adicao do probidtico a alimentagao de tilapia do Nilo resultou em maior
produtividade e salde dos animais;

e A inclusado do probiotico através da sua mistura com 6leo de soja na ragao
garante a aderéncia e colonizacao dos microorganismos na dieta;

e Os microorganismos probibticos S. cerevisiae e B. subtilis colonizaram o
trato gastro-intestinal de juvenis de tilapia do Nilo, e na dose de 10g por
quilograma de racéo e o Aspergillus oryzae atuou como pré-biodtico para os
peixes deste experimento;

e A suplementagdo com a mistura probiética influencia na quantidade de
células de defesa dos peixes, melhorando assim, seu estado de saude,
além de diminuir os efeitos deletérios do estresse de manejo;

e A suplementagdo probidtica na alimentagdo visa diminuir as taxas de
mortalidade promovidas por infeccées causadas por agentes patogénicos.

e Doses de 5 e 10 g de probiodtico por quilograma de racdo, garantem o
aumento nas taxas de sobrevivéncia de peixes expostos a infec¢do por A.
hydrophila;

e A suplementacdo com 10g de probiético por quilograma de racdo garantem
maiores taxas de sobrevivéncia de juvenis de tilapia do Nilo expostos a
infecgéo S. iniae.

e Com base no presente estudo, vé-se a necessidade de novas pesquisas
que elucidem de que forma os probidticos interferem no metabolismo e na
saude dos peixes.
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finais

93



Consideracoes finais

Na busca pela sustentabilidade e seguranca alimentar na aquicultura, o
uso de probidticos e outros imunoestimulantes na alimentacdo dos animais de
produgdo visam a diminuicdo do uso de antibiéticos e quimioterapicos. O uso
destes nutracéuticos tem como objetivos principais a melhoria da produgédo e o
controle das enfermidades.

Os efeitos benéficos promovidos pela adicdo dos probidticos estdo cada
vez mais acessiveis aos produtores e sdo encontradas informacdes disponiveis
para diversas especies de peixes. Além disso, uma ampla diversidade de
microrganismos considerados como probidticos ja sao utilizados na aquicultura e

ganham espaco e importancia na produgéo de um alimento rico e saudavel.

Todavia, nem todos 0s microrganismos exercem o efeito procurado, e por
isso, é vital a continuidade das pesquisas voltadas para a elucidagdo dos
mecanismos de acdo dos organismos que possuem caracteristicas probiédticas,
suas relagdes com o hospedeiro e 0 meio ambiente, além da maneira mais
indicada para o0 seu uso na aquicultura, visando lucratividade e sucesso

zootécnico do empreendimento piscicola.

Neste estudo, foi possivel observar os diversos efeitos benéficos
promovidos pela mistura probidtica de Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis e
Saccharomyces cerevisiae em tilapia do Nilo. Foi evidenciado que resultados de
melhora no desempenho produtivo, aumento nos parametros imunes, como o
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e migracao de
macrofagos, e o aumento da taxa de sobrevivéncia contra doengas infecciosas
causadas por duas espécies de bactérias patogénicas, a Aeromonas hydrophila e
Streptococcus iniae.

Estudos de prospeccao e analises de viabilidade econémica deverdo ser
realizados para validar a sua utilizagdo na producéo industrial e viabilizagdo do
seu acesso aos produtores de peixe. Os resultados deste estudo serviram para
aumentar o quadro de evidéncias sobre os efeitos benéficos dos probibticos na
tilapicultura e justificam o aprofundamento nas pesquisas sobre o seu modo de
acao e viabilizacao do seu uso na aquicultura.
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