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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivos avaliar a inter-relagdo entre a
suplementacdo alimentar com 0,3% de parede celular de levedura e
vacina¢gdo com extrato oleoso de Streptococcus agalactiae sobre o
desempenho produtivo, parametros fisiopatologicos e componente celular
inflamatdrio em tildpia do Nilo. Oitenta e quatro tilapia com peso médio
inicial de 125,0 + 1,5g foram distribuidas em 12 caixas de fibra, seguindo o
esquema fatorial 2x2x3, correspondente a dois niveis de parede celular de
levedura (0,0 e 0,3% parede celular), dois tratamentos (solug¢do salina e
vacina) e trés coletas apos o desafio com a bactéria viva (seis, 24 ¢ 48h)
com sete repeticdes. Os peixes foram alimentados durante 77 dias. A
vacinac¢do foi realizada 60 dias apds o inicio da alimentac¢do, por meio da
inoculagdo intraperitoneal de 0,5 mL da vacina contendo 10° UFC/mL.
Apos 15 dias da vacinagdo, todos os peixes foram submetidos ao desafio
com Streptococcus agalactiae vivo, por meio da inoculago intraperitoneal
de 10® UFC/mL, veiculadas em 0,5 mL de solucdo salina (0,85%). As
analises do desempenho produtivo mostraram que a suplementagdo
dietética com parede celular de levedura associada a vacinagdo ndo
influenciou o desempenho produtivo da tildpia do Nilo e o melhor
desempenho ocorreu na utilizacdo da parede celular de levedura. Os
parametros hematolégicos mostraram que a suplementacdo com 0,3% de
parede celular de levedura associada a vacinacdo contra Streptococcus
agalactiae em tilapia do Nilo foi essencial para incrementar a
hematopoiese. A suplementacdo alimentar com 0,3% de parede celular de
levedura associada a vacinagdo melhorou a resposta de defesa dos peixes,
no que se refere a inflamacao aguda e destaca a importancia da vacinagdo.

Palavras Chave: Saccharomyces cerevisiae, vacinagdo, Streptococcus
agalactiae, nutri¢do ¢ saude, inflamagao.
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ABSTRACT

The work evaluates the interrelation between supplementation diets with
0,3% of cellular wall of yeast and vaccination with oily extract of
Streptococcus agalactiae in the growth performance, phisiopathological
parameters and inflamatory cellular component of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). Eighty four tilapia with initial average weight of
125,0 £ 1,5g were distributed in 12 fiber aquaria, following the factorial
design 2x2x3, corresponding to two levels of cellular wall of yeast (0,0 and
0,3% cellular wall), two treatments (saline solution and vaccine) and three
collections, after challenge with bacteria (six, 24 and 48h) with seven
repetitions. Fish were fed during 77 days. The vaccination was
accomplished 60 days after the beginning of the feeding, through
inoculation intraperitoneal of 0,5 mL of the vaccine containing 10°
UFC/mL. After 15 days of the vaccination, all fishes were challenged with
Streptococcus  agalactiae, through inoculation intraperitoneal of 10°
UFC/ml, diluted in 0,5 mL of saline solution (0,85%). The analyses of the
pattern performance showed that supplementation diets with cellular wall
of yeast associated to vaccination did not influence the growth performance
of Nile tilapia and the best growth performance was obtained using cellular
wall of yeast. The phisiopathological parameters showed supplementation
diets with 0,3% of cellular wall of yeast associated to the vaccination
against Streptococcus agalactiae in Nile tilapia were essential to increase
the hematopoiesis. The supplementation diets with 0,3% of cellular wall of
yeast associated to the vaccination improved the immune response of fish,
in relation to the sharp inflammation and it detaches the importance of the
vaccination.

Keywords:  Saccharomyces cerevisiae, vaccination, Streptococcus
agalactiae, nutrition and health, inflammation.



CAPITULO I

CONSIDERACOES INICIAIS



1. INTRODUCAO

A piscicultura mundial € o setor da producdo de alimentos de maior
expansdo, com média anual de crescimento de 8,9% (BONDAD-
REANTASO et al., 2005). A tilapia € o terceiro grupo de peixe mais
cultivado no mundo, com perspectiva de se tornar um dos produtos
aquicolas de comércio internacional mais importante do século 21

(DALTON et al., 2005).

O aumento da producdo de tilapia caracteriza-se por altas
densidades de estocagem e nivel de arragoamento, favorecendo
enfermidades infecciosas e parasitarias. A septicemia causada por
Streptococcus spp. ¢ um importante problema sanitdrio em sistemas de
criagdo intensiva de tilapia (Oreochromis spp.) (SURESH, 1998). Dentre as
espécies de estreptococos, o Streptococcus iniae e o Streptococcus
agalactiae sao considerados os mais importantes patdgenos de tilapia

(SHOEMAKER e KLESIUS, 1997).

A resisténcia de bactérias frente ao uso irracional de antimicrobianos
e o aumento na incidéncia de infec¢des microbianas impulsiona pesquisas
com novos compostos que podem favorecer os mecanismos de defesa nos
animais. Neste contexto, destaca-se a levedura seca (Saccharomyces

cerevisiae), produto secundario oriundo do processo de produgido de alcool



etilico, como importante alternativa para a composicdo de dietas,
especialmente na regido sudeste, em decorréncia da atual tecnologia do
setor sucro-alcooleiro. Além da alta disponibilidade e preco acessivel, em
comparagdo com ingredientes protéicos de origem animal, sabe-se que a
levedura seca é 6tima fonte de nutrientes e adicionalmente possui em sua
composicdo glicanos e fosfomananos, responsaveis por aumentar a
eficiéncia produtiva, melhorar a atividade do sistema de defesa ndo
especifico e a resisténcia do peixe contra patégenos (NIKL et al., 1991;

ANDERSON, 1992; ROBERTSEN et al., 1990).

Nos ultimos anos a vacinagdo tem se tornado importante ferramenta
para a prevencdo de doencas infecciosas em peixes marinhos e de agua
doce. Virias pesquisas com vacinas estreptocococicas, referem-se ao
Streptococcus iniae (ELDAR et al., 1997; KLESIUS et al., 2000; EVANS
et al., 2004), isolado com frequéncia de regides com temperaturas entre

15°C e 16°C (BUNCH e BEJERANO, 1997).

No norte do Parana, Brasil, estreptococos isolados de tilapia
cultivadas em sistema intensivo e com historico de elevada mortalidade
apresentaram caracteristicas fenotipicas semelhantes ao Streptococcus
agalactiae, sugerindo ser esta a espécie envolvida na limitagdo da

tilapicultura brasileira (SALVADOR et al., 2005). Além disso, ndo se



encontra na literatura disponivel artigos que considerem a eficacia do
emprego da parede celular da levedura na dieta de peixes associada a

vacinagdo contra este patogeno.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta de
tilapia do Nilo a inter-relagdo entre a suplementagdo alimentar com 0,3%
de parede celular de levedura e vacinagdo com extrato de Streptococcus
agalactiae, sobre o desempenho produtivo, pardmetros hematoldgicos e

componente celular inflamatorio, apos o desafio com o microrganismo.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A relevancia da piscicultura

A piscicultura ¢ um recurso alimentar importante, fonte protéica
acessivel pela exploragdo direta dos recursos naturais. Embora parecam
inesgotaveis, assim como os peixes, a agdo do homem contribui para que se
tornem escassos, dai a necessidade da criagdo artificial de peixes (PEREZ,
1999).

Dados da FAO (2006) indicam que a produgdo total de pescado
(pesca extrativa e aqiiicultura) em 2003 foi de 132 milhdes de toneladas,
sendo que a aquicultura contribuiu com 32% desse total. Em 2004, a
producdo mundial, somente pela aqiiicultura, foi de 59,4 milhdes de
toneladas, gerando US$ 70,3 bilhdes.

O Brasil € um dos paises com grande potencial para a piscicultura,
gracas ao seu vasto territorio e condigdes climaticas que favorecem a
criacdo de peixes de dgua doce. Mais de 80% do territério brasileiro estd na
regido inter-tropical drenada pelas bacias Amazonica e do Parana-Paraguai.
Nesta ultima e na bacia do rio Sdo Francisco existem mais de 100 grandes
reservatorios e barragens, para fins de geracdo de energia e armazenamento
de 4gua, compreendendo mais de 5 milhdes de hectares de area alagada
com potencial para piscicultura semi-intensiva ou  intensiva

(CASTAGNOLLI, 1995).



As tilapias compdem o grupo de peixes que mais cresce na
comercializa¢do mundial, especialmente pelo aumento de sua producdo na
China e outros paises emergentes como o Brasil (HEMPEL, 2002). Das 70
espécies conhecidas, quatro ganharam destaque na aqiiicultura mundial,
todas do género Oreochromis: a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), a
tilapia de Mogambique (Oreochromis mossambicus), a tilapia azul ou aurea
(Oreochromis aureus) ¢ a tilapia de Zanzibar (Oreochromis urolepis
hornorum). A tilapia do Nilo é a mais cultivada e¢ sera o mais importante
produto da aqiiicultura no século XXI, por suas caracteristicas zootécnicas,
rusticidade, qualidade da carne, amplo conhecimento de fisiologia e
biologia, bem como pela evolugdo da tecnologia de criagdo
(FITZSIMMONS, 2000).

Dados do Ibama (2005) revelam que a produgdo brasileira da
aquicultura continental, nos anos de 2002 a 2004, teve incremento de
18.065 toneladas, tendo aumentado de 162.665,5 para 180.730,5 toneladas.
A produgio de tildpia incrementou em 38,22% a producio total de pescado
oriunda do cultivo. Entre os peixes cultivados, ¢ a espécie que apresenta
maior produc¢do aqiiicola, seguida da carpa, Cyprinus carpio (24,99%), e do
tambaqui, Colossoma macropomum (13,98%).

O sistema de criagdo intensiva praticado pelas pisciculturas

industriais, caracteriza-se por elevada densidade de estocagem e nivel de



arracoamento  (SHOEMAKER et al., 2000). Em decorréncia deste
panorama, ¢ cada vez maior a ocorréncia de situagdes que prejudicam o
equilibrio do sistema hospedeiro-parasito-ambiente, evidenciados por
deficiéncias nutricionais, enfermidades infecciosas e parasitarias e ma
qualidade de 4gua com perdas na produtividade. Outros fatores podem
facilitar a ocorréncia de doencas e a proliferacdo de patdgenos oportunistas,
entre eles a incorreta escolha da espécie a ser criada em funcdo do sistema
de producdo empregado, programa nutricional e sanitario inadequados

assim como negligéncias com o ambiente aquatico (MARTINS, 2000).

2.2. Estreptococos em peixes

Dentre as enfermidades de etiologia bacteriana em sistemas de
criagdo intensiva de tilapia, destaca-se a septicemia por Streptococcus spp.
(SURESH, 1998). Outras bacterioses de importancia sdo causadas por
Aeromonas sp., Pseudomonas sp., Vibrio sp., Flavobacterium columnare e
por Edwardsiella sp. (ROBERTS e SOMMERVILLE, 1982).

A infecg@o de peixes por estreptococos foi inicialmente descrita por
HOSHIMA et al. (1958), em truta arco iris (Oncorhynchus mykiss), no
Japao. O primeiro relato do isolamento de Streptococcus spp. em tildpia foi
descrito por WU (1970) e desde entdo, este patdgeno tem sido identificado

como responsavel por elevados prejuizos, particularmente no Japdo



(KITAO et al., 1981), Taiwan (MING-CHEN et al.,, 1985), Israel
(HUBERT, 1989), Arabia Saudita (AL-HARB, 1994) e recentemente nos
Estados Unidos e América Central (PLUMB, 1997). Mundialmente,
estima-se que as perdas anuais por estreptococose sejam de 150 milhdes de
délares (SHOEMAKER e KLESIUS, 1997).

O Streptococcus iniae foi descrito pela primeira vez em 1976, por
PIER ¢ MADIM (1976), que isolaram esta bactéria de abscessos sub-
cutaneos de golfinhos (Inia geoffrensis) de agua doce capturados na
Amazodnia. Desde entdo, este agente tem sido isolado de diversas espécies
de peixes, de varias partes do mundo (KITAO et al., 1981; OHNISHI e JO,
1981; UGAIJIN, 1981; KAWAHARA e KUSUDA, 1987; SAKAI et al.,
1989), sendo considerado o mais importante patdgeno na criagdo de tilépias
pela AMERICAN TILAPIA ASSOCIATION (1998). Varios autores
apontam o S. iniae como um dos agentes mais freqiientes do género em
tilapia (PERERA e JOHNSON, 1994; ELDAR et al., 1995; BOWSER et
al., 1998; EVANS et al., 2000), que pode colonizar a superficie corporea do
peixe ou causar doenca invasiva com mortalidade de 30,0 a 50,0%
(WHITTINGTON et al., 2005).

ELDAR et al. (1994) descreveram duas novas espécies de
estreptococos, examinando tilapia e truta com meningoencefalite. Uma

delas ndao hemolitica e a outra alfa hemolitica, denominadas,



respectivamente,  Streptococcus difficile e  Streptococcus shilloi.
Posteriormente, ELDAR et al. (1995) determinaram homologia genotipica
de 70,0% a 100,0% entre as cepas de S. iniae e S. shilloi, sugerindo que S.
shilloi poderia ser considerado sindnimo do S. iniae.

O S. difficile ¢ a espécie prevalente em cria¢des intensivas de tilapia
em Israel, responsavel por mortalidade de aproximadamente 30,0%
(ELDAR et al., 1995). BUNCH e BEJERANO (1997) observaram que em
criagdes de tildpia do Nilo em baixas temperaturas (15,0°C a 16,0°C)
predominava o S. iniae e em temperaturas mais altas (26,0°C a 28,0°C) o S.
difficile.

VANDAMME et al. (1997) observaram que o S. difficile apresentava
o antigeno capsular Ib e proteina celular indistinguivel do S. agalactiae.
BERRIDGE et al. (2001) também verificaram homologia significativa
(97,7%) na seqii€éncia de acidos nucléicos, entre o 16S-23S rDNA, do S.
difficile e S. agalactiae. KAWAMURA et al. (2005) por meio de técnicas
de biologia molecular sugeriram que S. difficile é sinonimo de S.
agalactiae.

No Brasil, o primeiro isolamento de estreptococos foi realizado por
SALVADOR et al. (2005), a partir de tildpia do Nilo com sinais
neuroldgicos, criadas em sistema intensivo. A classificacdo do isolado

demonstrou homologia dos perfis bioquimicos com a cepa referéncia de S.



difficile (ND 2-22), sugerindo sua participagdo como agente da
meningoencefalite em tildpia do Nilo na Regido Norte do Estado do

Parana.

2.2.1. Caracteristicas da bactéria

As espécies de estreptococos do grupo B de Lancefield, assim como
outras do género, sdo células esféricas ou ovoides Gram-positivas, catalase-
negativas, que se apresentam aos pares ou em cadeias. Sdo imodveis, nao
esporuladas e anaerdbias facultativas. Obtém energia por meio da
fermentacdo de carboidratos como a glicose, que resulta na maior parte em
acido latico (HARDIE e WHILEY, 1997; KILLIAN, 1998).

O género Streptococcus sofreu varias alteragdes taxondmicas desde
sua primeira descrigdo. Muitas modificagdes foram baseadas em técnicas
moleculares apds a publica¢do do segundo volume do “Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology” em 1986 (LIU e NIZET, 2004).

As primeiras classificagdes foram baseadas unicamente na atividade
hemolitica e nas reagdes soroldgicas com anticorpos de Lancefield. A
utilizagdo de agar sangue como meio de cultura, iniciada por
SHOTTMULLER (1903), possibilitou a diferenciacio do padrio de
hemdlise, com avango na diferenciagdo dos estreptococos (FACKLAM,

2002).
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LANCEFIELD (1933) classificou os estreptococos com base nas
caracteristicas antigénicas do carboidrato C da parede celular; em 1934
diferenciou, por sorologia, o estreptococo hemolitico bovino, classificando-
o no Grupo b. SHERMAM (1937) classificou os estreptococos nos grupos
piogénicos, viridans, lactico e enterococos.

KAWAMURA et al. (1995) determinaram seqiiéncias de rRNA 16S
de amostras de Streptococcus sp. com interessantes relagdes filogenéticas
entre as espécies, sugerindo mudangas na classificacdo do género. Essa
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analise comparativa subdividiu o género nos grupos “bovis”, “salivarus”,
“mutans”, “mitis”, “anginosus” ou “milleri” e o “piogénico”, que inclui,
entre outras, as espécies S. pyogenes e S. agalactiae.

A especificidade dos estreptococos ¢ conferida pelo polissacarideo
capsular e pelos antigenos protéicos. Os antigenos polissacaridicos
capsulares sdo denominados, Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII e VIII, ¢ o
antigeno protéico é designado pela letra C (VON HUNOLSTEIN et al.,
1993). Dois subtipos do antigeno protéico (o ¢ ) sdo encontrados na
totalidade ou em mais de 90,0% das cepas pertencentes aos sorotipos Ib, Ia
e V, em cerca de 50,0% das cepas sorotipos II e em menos de 5,0% das
cepas sorotipos III (STALHAMMAR-CARLEMALM et al., 1993).

Estreptococos do grupo B isolados de tildpias criadas em sistema

intensivo no Brasil apresentaram o mesmo perfil bioquimico descrito para a
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cepa referéncia de S. difficile (ND-2-22) (SALVADOR et al., 2005). Sao
microrganismos piruvato, PAL (2-naftil fosfato), LAP (L-leucina-2-
naftilamida) e ADH (arginina dihidrolase) positivos. Também sdo
incapazes de fermentarem a arabinose, manitol, sorbitol, lactose, trealose,
inulina, rafinose, amido e glicogénio (ELDAR et al., 1994, VANDAMME

etal., 1997).

2.2.2. Fatores de viruléncia

Os estreptococos patogénicos possuem vdrias caracteristicas que
contribuem para sua viruléncia. Assim, aderéncia as superficies epiteliais,
invasao celular do epitélio e endotélio e injuria direta a tecidos sdo algumas
conseqiiéncias da infeccdo (NIZET e RUBENS, 2000).

A céapsula promove a aderéncia as superficies epiteliais para
posterior invasdo. Porém seu papel mais importante como fator de
viruléncia ¢ a capacidade de seus polissacarideos inibir a fagocitose por
macréfagos e neutrofilos do hospedeiro (NIZET, 2002). O acido sialico ¢
fator essencial para a patogenicidade, pois impede a deposicdo do
componente C3b do sistema complemento, impedindo a fagocitose
(JARVA et al., 2003).

A beta-hemolisina/citolisina produzida pelas cepas beta-hemoliticas

¢ uma proteina extracelular, oxigénio-estavel e ndo imunogénica. Sua
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producdo esta associada a lise de células vermelhas ¢ ampla variedade de
tipos celulares eucarioticos (MARCHLEWICZ ¢ DUNCAN, 1981),
incluindo fibroblastos (TAPSALL e PHILIPS, 1991), células endoteliais
pulmonares (NIZET et al., 1996; GIBSON et al., 1999) e macréfagos
(RING et al., 2000). As células injuriadas demonstram perda da densidade
citoplasmatica, fragmentacdo das membranas citoplasmaticas e nucleares,
dilatacdo das organelas e agrupamento da cromatina nuclear (NIZET et al.,
1996). Adicionalmente, a beta-hemolisina/citolisina em ratos estd associada
com o aumento dos niveis de citocinas inflamatdrias (IL6, IL1a) e lesdo
hepatica (RING et al., 2000).

O “fator CAMP” (CHRISTIE et al., 1944) ¢ uma proteina secretada
por estreptococos do grupo B que interage com a - hemolisina secretada
por Staphylococcus aureus, que produz sinergia e aumento da hemdlise.
Amplamente explorada nos laboratorios de diagndstico, o “fator CAMP”
representa importante fator de viruléncia (LIU e NIZET, 2004), pois causa
a morte de coelhos e ratos apds a injecdo (SKALKA ¢ SMOLA, 1981;
JURGENS et al., 1987).

A fragc@o C5a do sistema complemento ativa neutrofilos por meio de
ligagdo ao receptor Cr3 na superficie do fagocito. Estreptococos do grupo
B produzem a enzima C5a peptidase, capaz de quebrar a fracdo CSa,

reduzindo a atividade desta célula fagocitica. Além disso, ¢ observada a
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afinidade desta enzima para a fibronectina que facilita a invasdo tecidual
pelo microrganismo (KISHIMOTO et al., 1989).

A hialuronidase degrada o acido hialurénico da matriz extracelular,
facilitando a dissemina¢do da bactéria através dos tecidos do hospedeiro.
Um segundo substrato da hialuronidase ¢ o sulfato de condroitina,
envolvido na modificagdo de estruturas e macromoléculas de transporte,
facilitando a penetra¢do da bactéria em tecidos durante as infec¢des (QUI
et al.,, 1996). A oligopeptidase degrada peptideos, inclusive fatores
protéicos de defesa do hospedeiro, como a bradicinina e neurotensina (LIN
et al., 2000).

A toxina carboidrato CM 100 ¢ um polissacarideo ndo capsular, de
alto peso molecular, obtido a partir de estreptococos do grupo B. E capaz
de induzir quadro clinico semelhante a sepse quando injetado em animais,
incluindo hipertensdo pulmonar, aumento de permeabilidade vascular e
neutrofilia (HELLERQVIST et al., 1987). Entretanto, o mecanismo de a¢ao
desta toxina ¢ desconhecido (LIU e NIZET, 2004).

Os principais antigenos protéicos (C, R e X) expressos por alguns
sorotipos de estreptococos, juntamente com os polissacarideos capsulares
tipo especificos, podem ser requeridos para a viruléncia (FERRIERI,
1988). O alfa antigeno, assim como a capsula, protege a bactéria contra a

fagocitose na auséncia de anticorpo especifico, e tanto o alfa, o beta, como



o polissacarideo capsular, provocam resposta imune em camundongos
(HAUGE et al., 1996).

O antigeno R ¢ classificado em quatro tipos, R1 a R4, de acordo com
suas reacdes de imunoprecipitacdo em gel de agarose. O antigeno R4 ¢
predominante em amostras humanas e encontrado nos sorotipos II e III. As
amostras que possuem a proteina C, ndo tém proteina R e vice-versa e
produzem resposta imune em ratos, interferindo na fagocitose (FLORES e
FERRIERI, 1989).

O antigeno X ¢ pouco estudado como constituinte antigénico nas
amostras de S. agalactiae. Anticorpos formados contra o antigeno X
induzem a deposi¢cdo do C3 pela via cldssica e sdo capazes de estimular a
morte bacteriana por opsonizagdo na auséncia do C3 (RAINARD et al.,

1994).

2.2.3. Epidemiologia da estreptococose em peixes

Os estreptococos sdo bactérias oportunistas amplamente distribuidas
no ambiente aquatico e sua patogenicidade estd associada as condig¢des de
estresse do hospedeiro, tais como md qualidade da &4gua, manejo
inadequado ¢ condi¢des de criacdo intensiva (BUNCH e BEJERANO,

1997).
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Os estreptococos podem sobreviver mesmo em condi¢des ambientais
adversas. KITAO et al. (1979) descreveram a presenca de elevado nimero
de estreptococos na agua e em sedimentos de piscicultura durante os meses
de verdo, e que diminuiu durante o outono e inverno. PERERA et al.
(1997) baseados no padrio de mortalidade observado em algumas
pisciculturas de tildpia no Texas, sugeriram a existéncia de fonte
permanente de estreptococos no meio aquatico. Quando as condi¢des sdo
favoraveis, tais como grande quantidade de matéria orgénica, as bactérias
presentes na agua multiplicam-se € provocam surtos nos peixes.

EVANS et al. (2000) demonstraram que a mucosa do 6rgdo olfativo
€ em menor propor¢do, receptores da mucosa ocular sdo pontos em que se
pode processar o mecanismo de infec¢do com S. iniae em tilapia e robalo
hibrido (Morone chrysops x Morone saxatilis) imersos em aguas contendo
o microrganismo. Além disso, podem invadir a pele lesada, nadadeiras e
superficie corporal dos peixes (SANO e FUKUDA, 1987). No robalo
hibrido, o S. iniae pode invadir o epitélio dos filamentos branquiais,
penetrando na corrente sanguinea de modo a infectar o cérebro ¢ a
disseminar-se por todo o organismo (MCNULTY et al., 2003).

A estreptococose em peixes pode ocorrer apds a ingestdo de material
contaminado (BROMAGE e OWENS, 2002). Os peixes doentes e mortos

sdo as principais fontes de infeccdo (MINAMI et al., 1979; CLARK et al.,
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2000). Golfinhos capturados no rio Amazonas e que apresentavam
abscessos devido a infec¢do por S. iniae, provavelmente entraram em
contato com o patdgeno pela ingestdo de alimento contaminado (BONAR e
WAGNER, 2003).

Os surtos da enfermidade em peixes sdo importantes, devido a
capacidade do patdégeno em afetar outras espécies que coabitam o ambiente
aquatico. Assim, a infec¢do ¢ intensificada entre predadores de peixes
doentes ou mortos (ZLOTKIN et al., 1998).

A infec¢do por Streptococcus sp. introduzida diretamente no trato
digestorio, provavelmente ndo seja capaz de afetar populagdes de peixes
saudaveis. O agente pode penetrar na parede do intestino ou estobmago, se
anteriormente nestes locais houver solu¢do de descontinuidade produzida
por outras bactérias ou poluentes (RASHEED e PLUMB, 1984).

Segundo SHOEMAKER et al. (2000) a morbidade ¢ mortalidade de
peixes por estreptococos sdo influenciadas pela densidade de estocagem. A
auséncia de muco sobre a pele constitui-se em porta de entrada para
patdgenos obrigatérios ou oportunistas (PLUMB, 1997). CHANG e
PLUMB (1996) tiveram dificuldades em infectar tilapia com
Streptococccus sp. antes que a pele sofresse injuria mecanica. Em tanques
com altas densidades de estocagem, sdo observadas maiores taxas de

mortalidade de tilapia por S. iniae, devido provavelmente, a carga
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bacteriana mais elevada ¢ maior contato direto entre os peixes. O aumento
da densidade populacional determina maior ocorréncia de abrasdes de pele,
indicando ser esta importante via de infeccdo (CLARK et al., 2000).

Em robalo hibrido submetidos ao desafio por S. iniae por imersio,
foi constatada a capacidade do patégeno em atravessar a barreira hemato-
encefalica causando meningoencefalite e rapidamente disseminar-se para
nadadeiras, coracdo, rim e olhos (EVANS et al.,, 2000). Os peixes
infectados por estreptococos podem apresentar anorexia, natagdo erratica
com movimentos giratorios na superficie da dgua e escurecimento da pele.
Macroscopicamente encontram-se endoftalmos ou exoftalmos. Podem
ainda apresentar panoftalmite aguda com perda da visdo. Hemorragias
cutaneas difusas ou petéquias sdo frequentes e podem ser observadas em
todo o corpo, inclusive na regido cefélica e caudal. Outras consequéncias
da infec¢do sdo as meningites e as septicemias. No abdémem observa-se
ascite com liquido hemorragico e esplenomegalia; no cranio verifica-se
congestdo difusa cerebral com liquido cefaloraquideano hemorragico
(PLUMB, 1999). Histologicamente ocorre severa inflamacdo
granulomatosa, panoftalmite, meningoencefalite, necrose e vacuolizagdo de
hepatocitos e congestdo ¢ necrose esplénica (EVANS et al., 2000).

SHOEMAKER e KLESIUS (1997) relataram dificuldades na

utilizag¢do de antibiodticos para o tratamento de infec¢des por Streptococcus



sp., pois o patogeno pode sobreviver no interior de macrofagos onde as
drogas antimicrobianas nio os alcangam; os antibidticos podem eliminar os
sinais clinicos, mas ndo o agente; os peixes doentes ndo se alimentam da
racdo medicada e, portanto, determinam maior predisposicdo as linhagens
do microrganismo resistentes. Somente a utilizagdo de antibidticos ndo ¢
eficiente, devendo estar associada as praticas adequadas de manejo. Além
disso, existe a possibilidade de se desenvolverem estirpes bacterianas
resistentes, pouca aceitagdo dos consumidores a animais tratados e
impactos negativos no ambiente (NAKANISHI et al., 2002).

A vacinagdo em aquicultura surge como alternativa ao uso de
antibioticos e outros produtos quimicos, na prevencdo de infec¢des
(ROMANO e MEJIA, 2003). A habilidade dos peixes em desenvolverem
imunidade contra determinado microrganismo depende da idade do peixe,
da temperatura da agua, do agente de imunizacdo e do método de vacinacdo
(GUDDING et al., 1999).

A maioria das vacinas bacterianas ¢ inativada e administrada por
injecdo ou imersdo. A aplicagdo das vacinas pela via intraperitoneal ¢ o
método mais confidvel e eficaz, quando comparada a via oral e imersdo. As
desvantagens desta via incluem estresse extra para os peixes, custos,
segurang¢a ¢ tempo requerido para administracdo da vacina e para o

desenvolvimento de imunidade. Vacinas injetaveis ndo sdo adequadas para

19



peixes jovens, pequenos e frageis. Em contraste, a vacinagdo por imersao ¢
pratica para grande escala, principalmente para peixes pequenos, embora
seja necessario maior volume de vacina e a protecdo geralmente ¢ menos
eficaz quando comparada com as vacinas injetaveis (NAKANISHI e
OTOTAKE, 1997).

Os produtos celulares sdo importantes fatores de viruléncia de
patogenos e imunogénicos o suficiente para conferir protecdo (PASNIK et
al., 2005). ELDAR et al. (1995) desenvolveram duas vacinas contra S.
difficile, uma com células de estreptococos inativadas por formalina e outra
com concentrado de produtos extracelulares (CPE). Os peixes foram
vacinados pela via intraperitoneal (i.p.), com duas doses da primeira com
intervalo de quatro semanas e via intra-muscular (i.m.) com duas doses da
CPE, com intervalo de duas semanas. Nos dois experimentos, os peixes
foram desafiados com 10° UFC de S. difficile, ip. Nos peixes nio
vacinados a mortalidade foi de 100,0%. Nos vacinados com células nao
ocorreram mortes por 75 dias apds o desafio e nos vacinados com CPE a
mortalidade foi de 8,0%.

ELDAR et al. (1997) avaliaram a eficacia da vacina com S. iniae
inativado por formalina, administrada via i.p. em 150 truta arco-iris
mantidas em laboratorio e em outras 40.000, i.p., em criacdo com historico

de estreptococose e mortalidade de 60,0%. Nas condi¢des experimentais,
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os peixes foram desafiados com indculo de 10° UFC, i.p., um, trés e seis
meses apds a vacinacdo. Apresentaram 90,0% de sobrevivéncia mesmo
apés o segundo e terceiro desafio. Na propriedade, a mortalidade
acumulada dos peixes vacinados foi de 4,5%, enquanto que nos peixes nao
vacinados a mortalidade foi de 53,0%, apds quatro meses de avaliagao.

KLESIUS et al. (1999) desenvolveram bacterina modificada contra
S. iniae para tilapia, utilizando células inativadas adicionadas de ECP.
Tilapia de 25,0g e de 100,0g foram vacinadas com 4,0 x 10'° UFC/mL, i.p.
e desafiados 30 dias depois com inéculo de 10° UFC/mL. Demonstrou-se
que a vacina¢do eliminou os sinais clinicos em animais vacinados e que o
CPE de S. iniae poderia conter antigenos de superficie.

EVANS et al. (2004) pesquisaram duas vacinas elaboradas com S.
iniae e S. agalactiae inativados (4,0 x 10° UFC/mL) e ECP. Um grupo de
80 tilapia de 30,0g cada foi vacinado com S. agalactiae na concentracdo de
4,0 x 10° UFC/mL, 1.p. e desafiado com cepa homologa, 1,5 x 10*
UFC/peixe, i.p., 30 dias apds. Os peixes foram acompanhados por 14 dias e
a mortalidade foi de 15,0% no grupo vacinado e de 76,0% no controle. Para
avaliar a eficacia da vacina de S. agalactiae aplicada por imersdo foram
utilizados dois grupos. Um grupo com 65 peixes de 5,0g foi desafiado com
3,6 x 10° UFC/peixe e o outro com 23 peixes de 30,0g foi desafiado com

1,7 x 10° UFC/peixe, ambos por imersdo. Em um grupo vacinado com S.
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iniae, i.p. e desafiado com S. agalactiae pela mesma via, a mortalidade foi
100,0%, sugerindo ndo existir imunidade cruzada entre S. iniae e S.
agalactiae. A vacina contra S. agalactiae apresentou boa eficacia quando
inoculada 1.p. e a imersdo pode ser alternativa para vacinar peixes
pequenos.

SHOEMAKER et al. (2006) avaliaram a eficacia de vacina inativada
e liofilizada de S. iniae na concentracio de 4,0 x 10° células/mL
administrada via 1.p. e via oral incorporada a racdo utilizando a tecnologia
Oralject™™ (vacina protegida) em tilapia. A porcentagem de sobrevivéncia
relativa (PSR) dos peixes vacinados pela via oral foi de 63,1% e do grupo
vacinado i.p. de 100,0%. Sugere-se que a vacinagdo oral ¢ menos
estressante, eficaz e econdmica para grandes populacdes de peixes, embora
a vacina injetavel apresente a maior taxa de sobrevivéncia.

PASNIK et al. (2006) avaliaram a imunidade passiva de tilapia, por
meio de soro hiperimune de S. agalactiae obtido de peixes vacinados e
desafiados com S. agalactiae. Foi aplicado 0,1 mL do soro, i.p., em tilapia
com peso médio de 3,3g, desafiadas 72 horas depois com 1,5 x 10*
UFC/peixe. A mortalidade acumulada foi de 10,0% no grupo vacinado e
72,7% no controle, demostrando que a vacinagdo passiva poderia ser

considerada como ferramenta profilatica contra infec¢des por S. agalactiae.
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2.2.4. Resposta imune em peixes

A imunidade especifica é representada por reagdes mediadas pela
producdo de imunoglobulinas (Ig) com molécula tetramérica similar a IgM
de mamiferos e necessita de sensibilizagdo prévia (SCAPIGLIATI et al.,
1999). Alguns relatos demonstraram a existéncia de mais trés
imunoglobulinas, sendo elas, a IgD (HIRONO et al., 2003), IgZ
(DANILOVA et al., 2005) e a IgT (HANSEN et al., 2005). A IgM existe
sob duas formas alternadas, uma como receptor de membrana para
antigenos de superficie de células B e outra como proteina solavel
secretada como componente de fluidos corporais (LITMAN et al., 1999).

A imunidade inata ou ndo especifica responde a varios tipos de
estimulos quimicos, fisicos e biologicos por meio da inflamacdo da area
agredida. O acamulo de leucécitos no sitio lesado ¢ uma das principais
caracteristicas do processo inflamatorio (GARCIA- LEME, 1989).

A mobilizagdo adequada e em tempo hébil de leucocitos da
microcirculagdo para o foco inflamatorio pelo mecanismo de quimiotaxia ¢
uma das etapas fundamentais da reag¢do e se traduz na primeira acdo de
defesa do organismo e na principal caracteristica do fendomeno. Em
mamiferos a resposta inflamatéria ¢é relativamente bem conhecida,
claramente bifasica em relacdo aos tipos celulares que ocorrem no

exsudato. A fase aguda ¢ caracterizada por vasodilatagdo arteriolar, capilar
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¢ venular; aumento de permeabilidade vascular em vénulas de médio
calibre com formagdo de edema; marginacdo leucocitaria, diapedese,
quimiotaxia ¢ acumulo de leucodcitos no foco lesado e fagocitose por
células competentes. Inicialmente, nas primeiras 24 horas, predominam o0s
polimorfonucleares neutrofilos, sendo o fenomeno de cardter exsudativo e
agudo. Quando o agente persiste no sitio inflamado, a reacdo se cronifica e
passa a apresentar carater proliferativo, com o acumulo de leucoécitos
mononucleares como os macréfagos ¢ seus derivados epitelidides e
policariontes, linfécitos, plasmdcitos, fibroblastos, fibras colagenas,
neovasos e, na dependéncia do agente causal, eosindfilos. Este quadro pode
sofrer pequenas variagdes em funcdo do tipo de tecido afetado, do agente
causal e do nivel de especificidade da resposta. Todavia, ¢ estereotipado e
altamente complexo em fun¢do dos seus mecanismos de regulagdo
envolvendo mediadores quimicos autacoides e moduladores (GARCIA-
LEME, 1989).

O fenomeno tem como finalidade diluir, destruir ou circunscrever €
isolar o agente lesivo (GARCIA- LEME, 1989). Fenomeno semelhante,
mas com menor complexidade, ocorre em peixes teledsteos como
fagocitose por células competentes, produgdo de peptideos envolvidos no
controle microbiano, atividade de lisozimas, sistema complemento e outras

proteinas sanguineas (COLONNA et al., 20006).
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As proteinas de fase aguda incluem 30 tipos ndo relacionados
bioquimica e funcionalmente, as quais sofrem aumento de sua
concentragdo plasmatica e regulam a fun¢do imune atuando por meio de
efeitos supressivos ou estimuladores sobre o processo inflamatério ou
como proteinas transportadoras (WHITE et al., 1981).

A injecdo de endotoxina de bactérias gram-negativas em peixes
induz a producdo do fragmento C3 do sistema complemento e de proteina
C reativa (PCR), a primeira a aparecer no plasma da maioria dos animais
na vigéncia de inflamagdo com ou sem infecgdo e apds lesdes teciduais
(YANO, 1996).

A ocorréncia de infec¢do geralmente ¢ favorecida pela participagdo
de fatores genéticos do microrganismo e/ou fatores fisiolégicos do proprio
hospedeiro, que podem determinar a resisténcia ou suscetibilidade a
doenga. Desta forma, a predisposi¢do do individuo a determinada doenga,
pode ser maior ou menor, dependendo da sua resposta a agressdo. Esta
capacidade resulta da unido das respostas imunes especificas e nao
especificas, sendo influenciada pela freqiiéncia de determinados genes do
proprio hospedeiro (CALICH et al., 1998).

A propagacgdo do patogeno € freqiientemente contida pela resposta
inflamatoria que recruta moléculas e células efetoras do sistema imune

inato dos compartimentos de reserva. As respostas ndo imunes duram
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varios dias, enquanto a resposta imune adaptativa ¢ iniciada em resposta a
antigenos especificos. Este tipo de resposta pode ser direcionado para
caracteristicas proprias do patogeno e geralmente elimina a infeccdo e
protege o hospedeiro contra a reinfeccio (FEARON e LOCKSLEY, 1996).

Se o microrganismo atravessa a barreira epitelial e comega a se
replicar nos tecidos do hospedeiro, cle é, na maioria dos casos,
imediatamente reconhecido pelos macrofagos residentes, derivados de
monocitos circulantes que abandonam a circulagdo para migrar pelos
tecidos. Atuam como células de alarme e quando em contato com agentes
injuriantes, desencadeiam mecanismos de defesa (FERREIRA, 1980),
recrutando os neutrofilos para o sitio lesado (CUNHA ¢ FERREIRA, 1986;
SOUZA et al., 1988).

Os macrofagos sdo células multifuncionais, pois além de
participarem da fase cronica da reagdo inflamatoria desencadeiam e
modulam varios eventos da fase aguda (JOHNSTON JR, 1988). Quando
ativados por endotoxinas ou linfocitos T convertem a arginina em 6xido
nitrico que exerce agdes bactericidas, tumoricida e fungicida e secretam
mais de cem substancias biologicamente ativas (SECOMBES et al., 2001).

A segunda maior familia de fagocitos, os neutréfilos, sdo células
abundantes no sangue, porém ndo estdo presentes em tecidos saudaveis.

Sdo importantes na imunidade inata ja que podem reconhecer, fagocitar e

26



destruir varios patdgenos sem a ajuda da resposta adaptativa (KOLLNER et
al., 2002).

Nos peixes os trombocitos também sio referidos como células de
defesa, pois contém arsenal préprio para fagocitose, como glicogénio
associado ao fornecimento de energia devido ao aumento do metabolismo
dos carboidratos pela glicolise (ZINKL et al., 1991; AFONSO et al., 2000;
PASSANTINO et al., 2005; TAVARES-DIAS, 2006), fosfatase &cida
(SCHUTT et al., 1997) e alcalina (ZINKL et al., 1991; PASSANTINO et
al., 2005) e fagocitam bactérias e outros antigenos (SLIERENDRECHT et
al., 1995; KOLMAN et al.,, 2003). Em Colossoma macropomum nao
estimulados observou-se alteragdo da morfologia de trombdcitos portadores
de aglomerados de vacuolos de glicogénio e numerosas proje¢des da
superficie celular na forma de pseuddépodos ao redor de debris celulares. O
mesmo tipo celular apresentava vesiculas citoplasmaticas com a
internaliza¢do daquele material que era constituido por heterocromatina,
remanescente nuclear. Em outros, o mesmo material foi observado ja
degradado na forma de corpos eletron densos ou sem essa caracteristica.
Esses achados sugerem a endocitose ou fagocitose de células apoptdticas
por trombocitos (TAVARES-DIAS et al., 2007).

A fagocitose de eritrocitos de cobaia ¢ de Bacillus anthracis por

mononucleares peritoneais foi o primeiro fendmeno inflamatdrio descrito
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em peixes (METCHINIKOFF, 1893; 1905; MESNIL, 1895).
Posteriormente, varios autores procuraram caracterizar as células presentes
na inflamacao induzida por varios tipos de flogdégenos em diversas espécies
de peixes, tempos de observacdo ¢ modelos experimentais.

A injecdo intraperitoneal de querosene em truta arco-iris, Salmo
gairdneri, induziu acumulo local de neutréfilos (WEINREB, 1958),
enquanto que a inoculagdo intraperitoneal de Yersinia ruckeri, nessa
mesma espécie, provocou acumulo de 57,0% de linfécitos e 43,0% de
células polimorfonucleares (GRIFFIN, 1983). A injecdo intraperitoneal de
glicogénio de ostra ou Vibrio alginolyticus em Pleuronectes platessa
provocou acimulo de fluido na cavidade com presenga de neutrofilos e
macréfagos (MACARTHUR et al., 1984), enquanto a inje¢do de parafina
liquida na mesma cavidade de tilapias induziu a infiltragdo somente de
neutrofilos (SUZUKI, 1986).

JENKINS e KLESIUS (1998) injetaram esqualene, adjuvante
incompleto de Freund, soro de cabra, tioglicolato ou solugdo salina na
cavidade peritoneal de bagre do canal, Ictalurus punctatus, identificando
migragdo significativa de macrdofagos apos as injecdes dos dois primeiros
flogogenos. A inje¢do de carragenina na bexiga natatdria de tilapia induziu
congestdo vascular, acimulo predominante de trombocitos e macréfagos,

raros granuldcitos e edema. No exame de extensdes do exsudato e
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microscopia eletronica, foram encontrados 63,0% de trombdcitos ¢ 17,0%
de macréfagos, respectivamente, trés horas apos a injecdo (MATUSHIMA
e MARIANO, 1996). No mesmo modelo de estudo de inflama¢do em pacu,
Piaractus mesopotamicus, seis horas apos a inje¢do de carragenina, havia
79,0% de trombocitos e 31,0% de macrofagos acompanhados por numero
pouco expressivo de granulocitos e de linfocitos (MARTINS et al., 2006).

ENDO et al. (1997) observaram que apos a injecdo de
lipopolissacarideo (LPS) na bexiga natatéria de tilapia, ocorreu a formacao
de exsudato constituido principalmente por neutrofilos (96,0%) vinte e
quatro horas depois. A inoculagdo de Escherichia coli inativada com
formalina na bexiga natatoria de tilapia, demonstrou a degranulacdo de
células eosinofilicas no ponto de inje¢do, com posterior acimulo de
neutrofilos. Os eosinodfilos estdo diretamente relacionados com os
mecanismos de defesa, j4 que a degranulagdo dessas células ocorre apds a
inoculacdo de certos patogenos, além de estarem presentes em vasos
sanguineos de interfaces entre individuo e ambiente, tais como pele e
intestino (MATSUYAMA e [IDA, 1999).

BOZZO et al. (2007) estudaram a composi¢do celular do exsudato
inflamatorio na bexiga natatoria de pacu apds a injecdo de tioglicolato,
Aeromonas hydrophila inativada ¢ endotoxina (LPS) de E. coli, seis, 24 ¢

48 horas apds os estimulos. Os resultados demonstraram que as células
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predominantes no foco inflamado foram os trombdcitos, acompanhados de
menor quantidade de linfécitos, e, em menor nimero, macréfagos e
granulocitos desde as avaliagdes iniciais, independentemente do tipo de

estimulo inflamatorio.

2.3. Levedura Saccharomyces cerevisiae como alimento funcional

As leveduras sdo fungos unicelulares pertencentes a classe
Ascomycetos, tendo como maior destaque comercial a espécie
Saccharomyces cerevisiae. Possuem tamanhos variaveis, com reproducdo
sexuada ou assexuada por brotamento ou cissiparidade. Sdo cosmopolitas e
estdo amplamente distribuidas, no solo, na superficie de folhas, frutos e no
trato gastrointestinal de animais (FISHER e COOK, 2001).

A levedura desidratada Saccharomyces cerevisiae ¢ o extrato seco,
protéico e vitaminado, resultante da fermentacdo do caldo de cana de
aciicar com secagem por pulverizagdo a seco. Sua composi¢do quimica
depende da linhagem, natureza do substrato utilizado, concentragdo de sais
no meio, condi¢cdes da fermentagdo, processamento de secagem e
armazenamento (BUTOLO, 2002).

A utilizacdo da levedura S. cerevisiae na formulagdo de dietas para
diferentes espécies animais, inclusive organismos aquaticos, ocorre mais

frequentemente em fun¢do do seu alto valor nutritivo. Segundo HORI



(1997), as leveduras apresentam em sua composicdo quimica basica de
33,0 a 46,0% de carboidratos; 38,0 a 50,0% de proteinas; 3,0% de bases
nitrogenadas; 1,0% de amonia; 2,0% de lipideos e esterdis e 6,0 a 8,0% de
nitrogénio. Apresentam ainda, teor de 5,0 a 10,0% de minerais, sendo o
potassio e o fosforo seus principais componentes, além de calcio,
magnésio, sodio e enxofre na forma de sulfitos (COZZOLINO, 1982).

A levedura desidratada apresenta elevado nivel protéico devido ao
balanceamento de aminoacidos (GHIRALDINI e ROSSELL, 1997). Ainda
que os niveis das vitaminas A e C sejam reduzidos (DESMONTS, 1968),
sdo ricas em vitaminas do complexo B (KRONKA et al., 1991),
destacando-se os niveis de tiamina, riboflavina, niacina e acido
pantoténico. Portanto, constitui-se em importante suplemento vitaminico,
sendo que estudos t€ém demonstrado que as vitaminas das leveduras, em
quantidade equivalente, possuem efeitos superiores aos obtidos com as
vitaminas sintéticas (BUTOLO, 1997).

Segundo BUTOLO (2002) os pro-nutrientes sdo microingredientes
utilizados na alimentagdo animal, administrados em pequenas quantidades,
com a finalidade de incrementar o valor intrinseco da mistura de nutrientes.
Este elemento pode ser uma substancia organica ou inorganica e/ou de
origem vegetal ou animal em seu estado natural, fresco, conservado ou

ainda, derivado de processo industrial.
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Desta forma a levedura na sua forma inativa inclusa na dieta animal
caracteriza um pré-nutriente, atuando de forma positiva no incremento da
disponibilidade e da eficiéncia dos nutrientes da ragdo (HISANO et al.,
2004). Sua utiliza¢do pode nutrir melhor pela suplementacdo de nutrientes
essenciais ou ndo e de compostos como os oligossacarideos, constituintes
da parede celular e que possuem biofungdes especificas.

A atuacdo das leveduras e seus derivados podem ocorrer devido a
presenga de alguns componentes como polimeros de manose ligados a
peptideos (mananoproteinas), polimeros de glicose (glicanas) e quitina.
Estes compostos sdo encontrados na parede celular das leveduras
(KOLLAR et al., 1992; SGARBIERI et al., 1999; SCAPINELLO et al.,
2001 ab) e podem representar em sua composi¢cdo aproximadamente 58,0%
de glicanas, 40,0% mananoproteinas e 2,0% de quitina (RODRIGUEZ et
al., 2003).

Os P glicanos sdo polissacarideos estruturais presentes na parede
celular, relacionados a numerosos beneficios a satde humana e animal
(FREIMUND et al., 2003). Esta molécula ¢ um complexo de glicose unido
por ligacdes B-1-3 e B-1-6, constituindo respectivamente, 50,0 e 10,0% da
massa da parede celular (ROMERO e GOMEZ-BASUARI, 2003). Estes

compostos melhoram a resposta inflamatéria e, pela auséncia de efeitos
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adversos, ¢ utilizado na aqiiicultura para aumentar o patamar de saude das
populacdes criadas em cativeiro (FIGUERAS et al., 1998).

A ac¢do do glicano de levedura ocorre por meio da estimulagdo de
células responsaveis pela prote¢do do organisno. Algumas das respostas
sdo o aumento da atividade fagocitica, elevagdo da quantidade e ativagdo de
linfécitos, imunoglobulina plasmatica e de lisozimas e aumento da
producdo de anticorpos (GANNAM, 2005).

SAKAI (1999) relata que os imunoestimulantes podem proteger os
organismos aquaticos de diversas doengas infecciosas e desta forma,
reduzir a mortalidade. Neste contexto, os beta glicanos de levedura podem
incrementar a efetividade da resposta inflamatdria de diversas espécies de
peixes pela producdo de proteinas antimicrobianas (ENGSTAD et al.,
1992; ORTUNO et al., 2002) e estimulacio da atividade fagocitica de
macrofagos (ROBERTSEN et al., 1990; JORGENSEN et al., 1993a).

O aumento da resisténcia as doencas pela agdo do B-glicanos ocorre
por meio da resposta inflamatéria inespecifica (WHITTINGTON et al.,
2005). Tilapia do Nilo que ndo receberam B glicano de levedura e foram
imunizadas contra S. iniae apresentaram aumento na resposta humoral ¢
portanto, aumento na protecdo contra a infec¢do (KLESIUS et al., 2000;

SHELBY et al., 2000).
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Segundo BAGNI et al. (2005) os efeitos imunomoduladores dos
glicanos podem variar conforme a espécie de peixe, vias de administracéo,
doses, associagdo com outros imunoestimulantes e tempo de administragao.
Por curto periodo, a resposta inflamatéria pode ser favorecida apos a
administragdo de beta glicano de levedura. Porém, quando administrado
por longos periodos, provoca reducdo na resposta imune de truta arco-iris
(MATZUO e MIYAZONO, 1993) e bagre do canal (YOSHIDA et al.,
1995), sugerindo efeito retrogrado.

A injecdo intraperitoneal de B-1-3 e B-1-6 glicano de parede da
Saccharomyces cerevisiae no salmdo do Atlantico (Salmo salar L.), resulta
em aumento da resisténcia contra o V. anguillarum, V. salmonicida e
Yersinia ruckeri (ROBERTSEN et al., 1990). CHEN e AINSWORTH
(1992) observaram que a inoculagdo intraperitoneal de parede celular de
levedura em bagre do canal aumentou a resisténcia contra E. ictaluri.
Entretanto, THOMPSON et al. (1995) ndo observaram esse efeito na
infecc¢do por V. anguillarum.

O comportamento da parede celular da levedura como adjuvante foi
demonstrado nos peixes. A vacina¢do contra Aeromonas salmonicida
associada a administracdo de levedura ao salmio do Atlantico aumentou a
resposta imune humoral e protegeu os peixes contra a furunculose, em

comparagdo com os peixes que receberam somente a vacina (RORSTAD et
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al., 1993; AAKRE et al.,, 1994). BAULNY et al. (1996) observaram
melhora nos mecanismos de defesa em turbot (Scophthalmus maximus)
imersos em vacina contra V. anguillarum e submetidos a suplementagdo
dietética com glicano de levedura pela via oral. Somente a administracdo
oral de glicano de levedura ndo foi capaz de protegé-los contra a infecg¢do
pelo V. aguillarum.

Em concordancia, a administracdo de glicano de levedura aumentou
a atividade da lisozima no salmido do atlantico, truta arco-iris e turbot
(ENGSTAD et al., 1992; THOMPSON et al., 1995; BAULNY et al.,
1996), a atividade bactericida de macrofagos em truta arco-iris, salmio do
Atlantico e bagre do canal (CHEN e AINSWORTH, 1992) e a produgao de
superdxido por macréfagos em truta arco-iris, bagre do canal e salmdo do
Atlantico (SONG e HSIEH, 1994; YOSHIDA et al., 1995).

ORTUNO et al. (2002) elaboraram rag¢des contendo 1,5 a 10,0g de
levedura integra liofilizada/kg de dieta, tendo como objetivo definir a
influéncia da administracdo da levedura para Sparus aurata L como
estimulador de respostas de defesa celulares (nimero de fagocitos, surto
respiratorio de leucocitos, mieloperoxidase, e atividade cititoxica de
leucocitos) e humoral (soro). Os resultados obtidos com as doses de 5,0 e
10,0 gramas, administradas por quatro semanas, com taxa de alimentacao

equivalente a 1,0% do peso vivo ao dia, indicaram maior porcentagem de
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células fagociticas e aumento da quantidade de bactérias (Vibrio
anguillarum) eliminadas.

Segundo SIWICKI et al. (1994) em condi¢des de criagdo intensiva, a
via oral ¢ a eleita para a administracdo de beta glicanos em peixes.
Entretanto, pela via intraperitoneal ocorre maior resposta de proteinas da
fase aguda e atividade de macrofagos (CUESTA et al., 2007).

ROBERTSEN et al. (1990) observaram que a inje¢do intraperitoneal
de B-1,3 e B-1,6 glicanos no salmdo do Atlantico, resultou no aumento da
resisténcia contra infecgdes. Na tentativa de esclarecer os mecanismos
envolvidos no estudo anterior, ENGSTAD et al. (1992) concluiram que os
glicanos de levedura foram responsaveis pelo aumento de lisozimas e
atividade hemolitica mediada pelo sistema complemento.

JORGENSEN et al. (1993b), avaliaram a atividade bactericida de
macrofagos e producdo de anion superdéxido por macrofagos coletados do
rim cranial de trutas arco iris apds injecdo intraperitoneal de B-1,3 e B-1,6
glicanos ¢ observaram aumento na producdo dos ions superdéxido e da
atividade dos macréfagos.

Segundo ROBERTSEN et al. (1994), o aumento da resisténcia contra
bactérias patogénicas em peixes alimentados com B-glicanos ¢ explicado,
em parte, pelo aumento da atividade fagocitica dos macréfagos. O aumento

na producdo de intermedidrios reativos do oxigénio pelos
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mondcitos/macrdfagos e neutrofilos € considerado um dos indicadores da
ativagdo do sistema imune ndo especifico em peixes (JENEY e
ANDERSON, 1993; JORGENSEN e ROBERTSEN, 1995).

Os efeitos do B glicano de levedura a curto e longo prazo sobre a
resposta imune inata e especifica dos peixes foram avaliados. Pesquisas
demonstraram que o periodo de 30 dias (0,1% de B-glicano na dieta) foi
suficiente para melhor resisténcia para truta arco-iris submetidas a estresse
(JENEY et al., 1997; VOLPATTI et al., 1998). No entanto, o tempo de 42
dias de alimentacdo (250,0 mg B-glicano /kg dieta) foi necessario para a
carpa indiana apresentar maior atividade do macrdfago, lisozima e sistema
complemento quando desafiadas com A. hydrophila ¢ Edwardsiella tarda
(MISRA et al., 2006).

BAGNI et al. (2005) observaram no Dicentrarchus labrax que apos
15 dias da administracdo do B glicano, a atividade do sistema complemento
e lisozimas melhorou, ndo havendo influéncia apos 30 e 45 dias de
tratamento. Resultados semelhantes foram observados por VERLHAC et
al. (1996) em truta arco-iris, uma vez que os efeitos ocorreram apos duas
semanas da administracdo do B-glicano e ndo apds quatro semanas. Ainda
em concordancia, ENGSTAD et al. (1992) observaram o aumento da
atividade do sistema complemento e lisozimas apds sete e 28 dias da

aplicacdo intraperitoneal de B-glicano de levedura em salmonideos.
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A alimentag@o com 0,1% de B-glucano e 600,0 mg de vitamina C/kg
da dieta durante 15 dias, ou mais, proporcionou aumento da resisténcia
organica de tilapia do Nilo frente ao estimulo pelo frio, estresse por
transporte e desafio com Aeromonas hydrophila. A administra¢do dessa
dieta durante sete dias ndo foi suficiente para manter e/ou proporcionar
adequada resposta apds juvenis de tildpia do Nilo serem submetidos a

situagdes adversas (FALCON, 2007).
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CAPITULO I1

DESEMPENHO PRODUTIVO E PARAMETROS
FISIOPATOLOGICOS DE TILAPIA DO NILO VACINADAS COM
Streptococcus agalactiae E SUBMETIDAS A SUPLEMENTACAO

ALIMENTAR COM Saccharomyces cerevisiae.
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DESEMPENHO PRODUTIVO E PARAMETROS
FISIOPATOLOGICOS DE TILAPIA DO NILO VACINADAS COM
Streptococcus agalactiae E SUBMETIDAS A SUPLEMENTACAO
ALIMENTAR COM Saccharomyces cerevisiae

Resumo: O presente trabalho teve por objetivos avaliar a inter-relagdo
entre a suplementacdo alimentar com 0,3% de parede celular de levedura e
vacinagdo com extrato oleoso de Streptococcus agalactiae sobre o ganho
de peso, taxa de crescimento especifico, fator de condi¢do, parametros
hematologicos e concentracdo de proteina plasmatica total de tilapia do
Nilo. Oitenta e quatro tildpias com peso médio inicial de 125,0 + 1,5g
foram distribuidas em 12 caixas de fibra, com capacidade para 310L de
agua, seguindo o esquema fatorial 2x2x3, correspondente a dois niveis de
parede celular de levedura (0,0 e 0,3% parede celular), dois tratamentos
(solucdo salina e vacina) e trés coletas apds o desafio com a bactéria viva
(seis, 24 e 48h) com sete repetigdes. Os peixes foram alimentados durante
77 dias. A vacinacdo dos peixes foi realizada 60 dias apds o inicio da
alimentagdo, por meio da inoculagdo intraperitoneal de 0,5 mL da vacina
contendo 10° UFC/mL. Apés 15 dias da vacinacdo, todos os peixes foram
submetidos ao desafio com cepa viva de Streptococcus agalactiae, por
meio da inoculacdo intraperitoneal de 10* UFC/mL, veiculadas em 0,5 mL
de solugdo salina (0,85%). As maiores médias de ganho de peso ocorreram
nos peixes alimentados com dieta contendo levedura ou vacinados. Nestes,
acorreu aumento significativo do hematocrito, do volume corpuscular
médio e das proteinas plasmaticas totais. A interagdo entre os efeitos dieta
e vacina¢do determinou aumento no numero de eritrocitos e leucocitos. Na
contagem diferencial de leucocitos, os peixes alimentados com dietas
contendo levedura apresentaram linfocitose e neutrofilia, enquanto que os
vacinados, linfocitose, neutrofilia e monocitose. A suplementagdo com
parede celular de levedura associada a vacinacdo ndo influenciou o
desempenho produtivo da tilapia do Nilo, embora tenha sido importante por
incrementar a hematopoiese e leucopoiese.

Palavras Chave: Saccharomyces cerevisiae, Streptococcus agalactiae,
tilapia do Nilo, desempenho produtivo, pardmetros
fisiopatologicos
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GROWTH PERFORMANCE AND PHISIOPATHOLOGICAL
PARAMETERS OF NILE TILAPIA VACCINATED WITH
Streptococcus agalactiae AND DIETS SUPPLEMENTED WITH
Saccharomyces cerevisiae

This work evaluate the effects of supplementation diets with 0,3% of
cellular wall of yeast and vaccination with oily extract of Streptococcus
agalactiae on the individual weight gain, specific growth rate, condition
factor, survival, hemathological parameters and concentration of total
plasmatic protein of Nile tilapia. Eighty four fish with initial average
weight of 125,0 + 1,5g were distributed in 12 fiber aquaria, with capacity
for 310L of water, following the factorial design 2x2x3, corresponding to
two levels of cellular wall of yeast (0,0 and 0,3% cellular wall), two
treatments (saline solution and vaccine) and three collections after
challenge with the bacteria (six, 24 and 48h) with seven replicates. Fish
were fed during 77 days. The vaccination of fish was done 60 days after the
beginning of feeding, through intraperitoneal inoculation of 0,5 mL of the
vaccine containing 10° UFC/mL. After 15 days of vaccination, all fish were
challenged with Streptococcus agalactiae, through the intraperitoneal
inoculation of 10° UFC/mL, diluted in 0,5 mL of saline solution (0,85%).
The largest averages of weight gain were observed in fish fed diet
containing yeast or vaccinated. The vaccination enhanced significant
hematocrit levels increase and also higher increments in the corpuscular
volume and total plasmatic protein. The interaction between the effects
diet and vaccination determined increase in the erythrocytes number and
leucocytes number. In the differential countis of leucocytes, fish fed with
diets containing yeast showed increments of lymphocyte and neuthrophils,
while the vaccinated ones, showed increments of lymphocyte, neuthrophils
and decrease of macrophages number. The supplementation diets with
0,3% of cellular wall of yeast associated to the vaccination do not influence
the growth performance of Nile tilapia, although it is important to increase
fish hematopoiesis and leucopoiesis.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Streptococcus  agalactiae, Nile
tilapia, growth performance, phisiopathological parameters
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Introducao

A septicemia por Streptococcus sp. € enfermidade grave na criagdo
de tilapia (SURESH, 1998) e as principais espécies envolvidas sdo
Streptococcus iniae e o S. agalactiae (EVANS et al., 2002; SHELBY et al.,
2002). Este ultimo foi isolado de tildpia do Nilo criadas em sistemas
intensivos no Parana, Brasil, sugerindo seu envolvimento em perdas na
tilapicultura brasileira (SALVADOR et al., 2005).

O controle de infec¢des com antibidticos € pouco eficiente e favorece
a selecdo de microrganismos resistentes, com a possibilidade de
transferéncia de genes de resisténcia as bactérias nunca expostas ao
antibidtico (VERSCHUERE et al., 2000).

Alternativas ao uso de antibidticos tém sido propostas com sucesso
na aqiiicultura, entre elas, o uso de alimentos funcionais e vacina
(GILDBERG et al., 1997; GRAM et al., 1999; NIKOSKELAINEN et al.,
2001).

A levedura Saccharomyces cerevisiae destaca-se na composic¢do de
dietas animais (WATANABE, 2006), pois melhora a resposta imune € o
crescimento de varias espécies de peixes (SPRING, 2000). CARVALHO et

al. (2002) verificaram que o uso da S. cerevisiae integra ¢ seus derivados
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autolisado ou parede celular em dietas para tilapia do Nilo favorecem o
ganho de peso, consumo de ragdo e taxa de crescimento especifico.

LI e GATLIN III (2003) verificaram efeitos positivos da adi¢do de
1,0 a 2,0% de levedura autolisada sobre o crescimento, resposta imune e
resisténcia do “striped bass” (Morone saxatilis) a infec¢do por
Streptococcus iniae. A resposta imune melhorou com tendéncia de
aumento na atividade de macréfagos, resultando em maior sobrevivéncia
(73,0 — 90,0%), em relagdo ao grupo controle (53,3%).

Tilapia do Nilo vacinadas contra S. agalactiae e desafiadas apds 30
dias com cepa homdloga, apresentaram 15% de mortalidade contra 70% do
grupo controle apds 14 dias (EVANS et al., 2004).

Considerando o exposto acima, este trabalho teve como objetivos
avaliar o desempenho produtivo e os parametros hematologicos de tilapia
do Nilo submetidas a dieta contendo 0,3% de parede celular de levedura,

vacinadas ¢ desafiadas com cepa homologa de Streptococcus agalactiae.

Material e Métodos

Local e Acondicionamento dos peixes
O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista —
Unesp, Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos (Lapoa) do

Centro de Aqiicultura da Unesp (Caunesp), Jaboticabal, SP. Oitenta e
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quatro tilapia com peso médio inicial de 125,0 + 1,5g foram distribuidas
em caixas de fibra de 310 L, abastecidas com 4agua de pogo artesiano, vazao
de 1L/min e aera¢do continua. Diariamente, a temperatura (28,0 + 1,7°C)
da agua foi aferida e, semanalmente, o potencial hidrogeniénico (7,3 +0,3)
e o oxigénio dissolvido (5,54 + 0,82mg/L), permanecendo dentro dos
valores recomendados para o bem estar (SIPAUBA-TAVARES, 1994).
Em dias alternados, foi realizada a limpeza das caixas por meio de

sifonagens.

Grupos

Para a constituicdo dos grupos, foram utilizadas 12 caixas de fibra,
sendo trés por tratamento (n=7). O grupo 1 (G1) recebeu racdo basica ndo
suplementada com ingrediente teste (controle) e foi vacinado; grupo 2
(G2), dieta controle e ndo vacinado; grupo 3 (G3) racdo suplementada com
0,3% de parede celular e ndo vacinado e grupo 4 (G4) ra¢do suplementada
com 0,3% de parede celular e vacinado.

Cada caixa dos grupos de tratamento representou o tempo de

avaliacdo das variaveis estudadas apos seis, 24 e 48 horas o desafio.
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Confeccao e formulacio das racdes e manejo alimentar

As dietas foram confeccionadas no Laboratério de Nutricdo de
Organismos Aquaticos — AquaNutri, da Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Campus de Botucatu.

As ragOes foram formuladas conforme o NRC (1993), sendo
isoprotéicas (32,0% PD), isoenergéticas (3200 kcal de ED/kg),
isofosféricas (0,6 Pdisp.) e com mesmo nivel de fibra bruta (5,0%)
(BACCARIN e PEZZATO, 2001). O percentual de ingredientes e a
composicdo quimico-bromatoldgica das dietas estdo apresentados na

Tabela 1.
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Tabela 1. Composi¢do percentual e quimico-bromatologica das dietas experimentais.

INGREDIENTES %
Farelo de Soja 45,00
Gluten de milho 9,50
Farinha de Peixe 5,50
Fuba Milho 15,00
Farelo Trigo 8,00
Quirera Arroz 7,60
Alginato 0,30
Celulose 1,84
DL - Metionina 0,45
Treonina 0,40
Oleo de soja 0,50
Fosfato Bicalcico 3,00
Calcareo 2,00
Vit. ' 0,08
Sal Comum 0,10
Suplemento vitam/min’ 0,4
BHT’ 0,02
Levedura autolisada® 0,30
Energia digestivel (Kcal/kg) 3240,00
Proteina digestivel (%) 28,00
Fibra Bruta (%) 5,00
Extrato Etéreo (%) 3,00
Relagdo Ca: P 2,95

Vitamina C 35,0% ativa

2 Suplemento vitaminico e mineral (Supremais)/ kg de ragdo: vitA 1200000 UI; vitD3 200000 UI; vitE
12000 mg; vitK3 2400 mg;vitB1 4800 mg; vitB2 4800 mg; vitB6 48000 mg; B12 4800 mg; ac. folico
1200 mg; ac. pantoténico 12000 mg; vitC 56 mg; biotina 48 mg; colina 65 mg; niacina 24000 mg; Fe
10000 mg; Cu 600 mg; Mn 4000 mg; Zn 6000 mg; I 20 mg; Co 2 mg e Se 20 mg.

3 Antioxidante (B-hidroxi-tolueno)
Ausente na ragdo controle



Os ingredientes foram moidos e homogeneizados em misturador
automatico. Essa mistura foi submetida ao processo de peletizagcdo. As
dietas foram secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 55,0°C, durante
24 horas. Os peletes foram fracionados em didmetros compativeis com o
tamanho dos peixes e armazenados a 20,0°C negativos. Os peixes foram
alimentados ad libitum, trés vezes ao dia (9h00, 14h00 e 18h00), com

fornecimento de 3,0% da biomassa, durante os 77 dias.

Padronizac¢io do indculo vacinal e desafio

Amostras de Streptococcus agalactiae foram isoladas de tilapias
infectadas naturalmente com sinais de meningoencefalite e identificadas
segundo as caracteristicas culturais, morfoldgicas, tintoriais e bioquimicas
(VANDAMME et al., 1997; SALVADOR et al., 2005).

Para a determina¢do da concentragdo bacteriana letal para 50,0% dos
peixes (CLsy) e determinagdo do inoculo do desafio, foram utilizadas trés
caixas de fibra, contendo 10 peixes em cada, com peso médio inicial de
120,0 + 0,5g. Os peixes das caixas 1, 2 e 3 foram inoculados com as
concentracdes 10%; 10° e 10> UFC/mL de S. agalactiae, respectivamente.
Apos 15 dias os resultados da mortalidade didria foram submetidos a
analise estatistica pelo programa estatistico Spearman-Karber, e a CLs

determinada foi de 10® UFC/mL.
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Para a confec¢do da vacina, o microrganismo foi semeado em 500
mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO®). Apés cinco dias de
incubacdo a 29,0°C, em aerofilia, o meio foi centrifugado a 4000G (4,0°C),
durante 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado, a massa bacteriana foi
ressuspendida em 500 mL de PBS (tampdo fosfato) e novamente
centrifugada. Repetiu-se essa operagdo por mais trés vezes.

A massa bacteriana foi diluida em 100 mL de PBS de modo a conter
10* UFC/mL, correspondente ao grau oito da escala de MacFarland. A
solucdo foi incubada em banho-maria, por 30 minutos, a 40,0°C. Para a
confirmagdo da inativacdo do microrganismo, realizou-se a semeadura em
meio BHI, incubado a 29,0°C, por sete dias. Em auséncia de crescimento
bacteriano, o adjuvante incompleto de Freund, na dilui¢do 1:1 foi
incorporado a vacina e emulsionada em misturador elétrico. Com a solugdo
mantida em gelo, realizou-se o teste de emulagdo e preparacdo das doses.
Aliquotas de 0,5 mL foram transferidas para seringas de 1,0 mL e mantidas
em gelo até o momento da vacinagdo.

A vacinagdo (Gl e G4) foi realizada 60 dias apds o inicio da
alimentagdo dos peixes. Para isso, 0,5 mL da solucdo oleosa de S.
agalactiae, contendo 10® UEC, foi inoculada intraperitonealmente (i.p.).
Nos peixes ndo vacinados (G2 e G3), 0,5 ml de solucdo salina foi injetado

1.p. Apos 15 dias, todos os peixes foram desafiados com cepa homdloga de
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S. agalactiae, por inoculacio i.p. 10° UFC, veiculadas em 0,5 mL de

solug¢do salina (0,85%).

Avalia¢des biométricas

Os peixes que vieram a 6bito durante o periodo de observa¢do foram
encaminhados para tentativa de reisolamento do S. agalactiae. Foram
coletadas assepticamente amostras de rim e encéfalo. A semeadura foi
realizada em placas contendo 4gar Columbia (DIFCO™), suplementado com
1,0% de extrato de levedura (BUNCH e BEJERANO, 1997) ¢ 5,0% de
sangue de ovino desfibrinado, incubadas a 29,0°C, em aerofilia por cinco
dias. A identificagdo dos microrganismos foi efetuada segundo as
caracteristicas culturais, morfologicas, tintoriais e bioquimicas (HARMON
et al., 1990; KRIEG ¢ HOLT, 1984).

Seis, 24 e 48 horas apds o desafio, foi realizada a biometria dos
peixes. Para tal utilizou-se balanca digital com sensibilidade minima de
0,01 g e maxima de 1000g. De posse destes dados, determinou-se:

1) Ganho de peso (GP): Peso final — Peso inicial
2) Taxa de crescimento especifico (TCE):
100 x (In peso final — In peso inicial)/dias de experimento.

3) Fator de condig¢do (K): [Peso/(Comprimento)3] x 100
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Analises de parametros hematologicos e bioquimicos

Aliquotas de sangue foram colhidas por punc¢do do vaso caudal para
a confecgdo de extensdes coradas pancromicamente com May-Griinwald-
Giemsa-Wrigth (TAVARES DIAS e MORAES, 2003). A contagem de
eritrocitos, a taxa de hemoglobina e¢ os indices hematimétricos foram
determinados em contador automatico de células sangiiineas (Modelo
CC510, Celm®). Sob microscopia de luz os leucécitos totais e trombocitos
foram quantificados indiretamente nas extensdes contando-se o ndmero
destas células para cada 2000 células. Para a contagem diferencial de
leucocitos, nas mesmas extensdes foram contadas até 200 células. Proteinas
totais foram determinadas pelo método colorimétrico a partir do plasma

(Sistema de Proteinas Totais - Labtest”).

Distribuicdo dos grupos e analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste F, segundo PIMENTEL
GOMES (2000) e BARBIN (2003), ao nivel de 5,0% de probabilidade. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), no esquema
fatorial 2x2x3, correspondente a dois niveis de parede celular de levedura
(0,0 e 0,3% parede celular), dois tratamentos (solu¢do salina e vacina
oleosa de S. agalactae) e trés coletas apds o desafio com S. agalactie (6h,

24h e 48h), com sete repetigdes.
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Resultados

Pela andlise da Tabela 2 observa-se que as maiores médias de ganho
de peso ocorreram nos peixes submetidos a dieta com levedura ou
vacinados. Nos alimentados com a dieta suplementada, a média foi
significativamente maior em relacdo aos que receberam a dieta controle.

As médias da taxa de crescimento especifico (TCE) apresentaram
diferencas significativas no efeito dieta, sendo maior nos peixes
alimentados com dieta suplementada. O comprimento final e o fator de
condi¢do ndo sofreram interferéncia significativa dos efeitos dieta,

vacinagdo ou tempo.
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Tabela 02. Médias de ganho de peso, comprimento final, fator de condi¢do e taxa de
crescimento especifico (TCE) de tildpia do Nilo, submetidas a suplementacdo dietética

com 0,3% de parede celular de levedura e vacinadas contra Streptococcus agalactiae.

Tratamentos Ganho de Comprimento Fator de TCE
Peso (g) Final (cm) Condicao

Com Levedura 142,83 a 26,71 37,04 190,44 a
SemLevedura _______ 12909b 2605 33,70 .. 172,12b____

Com Vacina 137,70 26,17 31,35 183,59
_Sem Vacina 13699 2670 29,70 . 182,66

6 horas 139,57 26,82 30,92 186,10

24 horas 135,20 25,67 30,92 180,27

48 horas 137,23 26,82 29,70 182,98

F para:

Levedura (L) 21,0472 * 0,6926 ns 5,0104 ns 21,0472 *

Vacina (V) 0,0573 ns 0,4571 ns 0,0126 ns 0,0573 ns

Tempo (T) 0,7280 ns 0,9633 ns 0,0031 ns 0,7280 ns

LXV 0,0534 ns 1,7361 ns 0,0786 ns 0,0534 ns

LXT 0,3505 ns 1,0847 ns 0,0188 ns 0,3505 ns

VXT 0,9065 ns 1,3277 ns 0,0036 ns 0,9065 ns

LXVXT 0,3060 ns 2,9736 ns 0,0277 ns 0,3060 ns

C.V. (%) 8,94 12,30 20,20 8,94

Para cada variavel aferida, em cada fator de variagdo, médias seguidas de letras distintas diferem entre si
(P<0,05).

Com relagdo a avaliacdo hematoldgica e concentragdo de proteina
plasmatica total (PPT), as tabelas seguintes trazem os resultados das
analises estatisticas com os desdobramentos que se fizeram necessarios em
funcdo da significancia ou ndo das interagdes, para as variaveis estudadas.

O numero de eritrocitos, hematderito (Htc), volume corpuscular
médio (VCM) e taxa de hemoglobina (Hb) apresentaram diferenga

significativa entre os efeitos dieta ou vacinacdo. Os peixes alimentados



com dietas suplementadas com levedura ou vacinados apresentaram médias
significativamente maiores de numero de eritrécitos, Hct e Hb. A maior

média de VCM ocorreu nos vacinados (Tabela 3).

Tabela 3. Médias do numero de eritrdcitos, hematdcrito (Htc), taxa de hemoglobina
(Hb), volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) de tilapia do Nilo, submetidas a suplementagao
dietética com 0,3% de parede celular de levedura (PCL) e vacinadas contra
Streptococcus agalactiae.

Variaveis
Tratamentos Niimero de Htc Hb VCM CHCM
Eritrocitos (%) (g/dL) (fL) (%)
(10°/mm’)
0,3 % PCL 2,04 a 36.80 a 11,92 a 162,95 a 32,76
0,0% PCL 1,96 b 35,08 b 11,31b 169,91 b 33,54
Com Vacina 2,04 a 37,56 a 12,01 a 168,57 a 32,62
Sem Vacina 1,98 b 34,75 b 11,36 b 163,08 b 33,50
6 horas 2,04 34,47 a 11,44 a 173,29 a 3441 a
24 horas 2,00 36,00 b 11,68 ab 149,22 b 32,76 b
48 horas 1,99 37,80 c 11,90 b 174,32 a 32,09 c
F para:
Levedura (L) 5,65 * 8,71 * 17,50 * 23,16 * 1,19 ns
Vacina (V) 4,52 % 24,46 * 20,45 * 14,79 * 1,59 ns
Tempo (T) 0,95 ns 11,49 * 3,44 * 132,93 * 3,94 *
LXV 4,32 * 223,89 * 1,25 ns 54,40 * 11,69 ns
LXT 6,94 * 10,92 * 2,15 ns 62,11 * 1,93 ns
VXT 5,09 * 6,83 * 17,50 * 73,06 * 2,07 ns
Cv 6,28 6,60 5,15 3,58 8,8

Para cada variavel aferida, em cada fator de variacdo, médias seguidas de letras distintas
diferem entre si, no nivel de 5% de probabilidade
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A interagdo dieta x vacinag@o provocou diferencas significativas nos
valores do nimero de eritrécitos (Tabela 4). Os peixes alimentados com
dietas suplementadas e vacinados apresentaram maior numero. Entre os
alimentados com ragdo controle a vacinac¢ido nao influenciou os valores.

Durante as coletas (Tabela 5) o numero de eritrdcitos aumentou nos
peixes alimentados com dietas suplementadas ou vacinados. Nestes casos,
ocorreu discreta diminui¢do na segunda coleta (24h), seguida por aumento
acentuado na terceira coleta (48h). Nos alimentados com racdo controle ou

ndo vacinados, ocorreu significativa diminui¢do ao longo do tempo.

Tabela 4. Efeito da interag¢do entre os niveis de parede celular de levedura e vacinacio
sobre o numero de eritrocitos de tilapia do Nilo.

Niimero de Eritrécitos (10%/mm?) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 2,09 Aa 1,98 b
0,0% parede celular de levedura 1,95B 1,97

Médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maitisculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

Tabela 5. Efeito da interagdo entre tempo e niveis de parede celular de levedura ou
vacinag@o sobre o numero de eritrocitos de tilapia do Nilo.

Niimero de Eritrécitos (10%/mm?) 6 horas 24 horas 48 horas
0,3 % parede celular de levedura 2,03 1,99 2,09 A
0,0% parede celular de levedura 2,05a 2,00 a 1,86 Bb

Com Vacinagao 2,02 2,01 2,09 A
Sem Vacinagdo 2,05a 1,98 b 1,89 Be

Para cada fator, médias seguidas de letras distintas, mintisculas nas linhas e maitsculas nas colunas,
diferem no nivel de 5%
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Na interacdo dieta x vacinacdo (Tabela 6), a maior média de Hct
ocorreu nos peixes alimentados com ragdo controle e vacinados.
Entre os suplementados, a média do Hct foi significativamente maior nos
ndo vacinados. Nos alimentados com ragdo controle ¢ vacinados, houve
aumento significativo em relagdo aos ndo vacinados.

No decorrer das coletas (Tabela 7), a utilizagdo de dietas
suplementadas ou a vacinagdo determinaram aumento significativo nos
valores do Hct. Considerando o efeito dieta, as diferencas ocorreram a
partir da segunda coleta (24h). Com relacdo ao efeito vacinagdo, a

diferenca foi significativa somente na terceira coleta (48h).

Tabela 6. Efeito da interacdo entre os niveis de parede celular de levedura e vacinagdo
sobre o valor do hematdcrito de tilapia do Nilo.

Hematécrito (%) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 34,70 Aa 38,90 Ab
0,0% parede celular de levedura 42,19 Ba 28,93 Bb

Meédias seguidas de letras distintas, mintsculas nas linhas e maitsculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

Tabela 7. Efeito da interacdo entre tempo e os niveis de parede celular de levedura ou
vacinagao sobre o valor do hematocrito de tilapia do Nilo.

Hematécrito (%) 6 horas 24 horas 48 horas

0,3 % parede celular de levedura 3375 a 36,93 Ab 39,72 Ac
0,0% parede celular de levedura 35,60 34,54 B 35,12B
Com Vacinagao 3548 a 36,30 b 40,64 Ac

Sem Vacinagdo 35,55 35,72 34,96 B

Para cada fator, médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas ¢ maiusculas nas
colunas, diferem no nivel de 5%
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A interacdo vacinacdo x tempo interferiu significativamente na taxa
de Hb (Tabela 8). Os peixes vacinados apresentaram aumento significativo
em relacdo aos ndo vacinados, em que ocorreu diminui¢do destes valores.
As diferengas na taxa de Hb dos peixes vacinados e ndo vacinados foram
significativas, a partir da segunda coleta (24h) e acentuaram-se na terceira

(48h).

Tabela 8. Efeito da intera¢do entre os niveis de vacinagdo e tempo sobre o valor da taxa
de hemoglobina de tilapia do Nilo.

Hemoglobina (g/dL) 6 horas 24 horas 48 horas
Com Vacinagao 11,24 a 11,98 Ab 12,75 Ac
Sem Vacinagao 11,63 11,40 B 11,05B

Meédias seguidas de letras distintas, mintsculas nas linhas e maitsculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

A interagdo dieta x vacinagdo determinou diferenca significativa nos
valores de VCM (Tabela 9). A vacinacdo interferiu nos valores desta
variavel entre os peixes que receberam a dieta controle, sendo maior nos
peixes ndo vacinados (179,76).

Os efeitos dieta e vacinagdo sofreram interferéncia significativa do
tempo e apresentaram comportamentos semelhantes (Tabela 10). A
utilizagcdo da suplementagdo ou vacinag¢do determinou diminui¢do no valor

desta variavel, observada na segunda coleta (24h). Os peixes alimentados
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com racdo controle ou ndo vacinados, apresentaram aumento na terceira
coleta (48h).

Os valores de VCM ao longo das coletas apresentaram diferencgas
significativas nos efeitos dieta ou vacinagdo durante a primeira (6h) e
segunda coletas (24h). Na primeira, os maiores valores ocorreram nos
peixes alimentados com dietas suplementadas e nos vacinados. Na segunda
coleta, os maiores valores ocorreram nos peixes alimentados com racdo

controle e ndo vacinados.

Tabela 9. Efeito da interacdo entre os niveis de parede celular de levedura e vacinacio
sobre o valor do volume corpuscular médio de tilapia do Nilo.

Volume Corpuscular Médio (fL) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 164,59 A 161,30
0,0% parede celular de levedura 161,37 Ba 179,76 b

Meédias seguidas de letras distintas, mintsculas nas linhas e maitsculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

Tabela 10. Efeito da interagdo entre tempo e os niveis de parede celular de levedura ou
vacinagdo sobre o valor do volume corpuscular médio de tilapia do Nilo.

Volume Corpuscular Médio (fL) 6 horas 24 horas 48 horas
0,3 % parede celular de levedura 178,12 Aa 138,35 Ab 172,37 ¢
0,0% parede celular de levedura 165,77 Ba 166,12 Bb 177,05 ¢

Com Vacinagao 188,11 Aa 142,25 Ab 174,69 ¢
Sem Vacinagdo 159,7 Ba 159,80 Bb 173,95 ¢

Para cada fator, médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maitsculas nas
colunas, diferem no nivel de 5%
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O numero de leucdcitos totais, trombocitos e PPT total podem ser

observados na Tabela 11.

Tabela 11. Médias de leucdcitos totais, trombocitos e concentracdo de proteina
plasmatica total (PPT) de tilapia do Nilo, submetidas a suplementacio
dietética com 0,3% de parede celular de levedura e vacinadas contra
Streptococcus agalactiae.

Variaveis
Tratamentos Leucécitos totais Trombécitos PPT
(10%/mm’*) (10%mm’*) (g/dL)

0,3 % parede celular 0,21 a 0,028 a 4,94
0,0% parede celular 0,13b 0,026 b 4,90
Com Vacina 0,20 a 0,027 a 4,99
Sem Vacina 0,15b 0,025 b 4,87
6 horas 0,14a 0,027 471 a
24 horas 0,21Db 0,027 5,04b
48 horas 0,18 ¢ 0,027 5,06 ¢
F para:
Levedura (L) 99,29 * 16,50 * 0,18 ns
Vacina (V) 40,58 * 7,49 * 1,58 ns
Tempo (T) 35,05 * 0,88 ns 5,04 *
LXV 72,31 * -0,75 ns 13,27 *
LXT 32,51 * 10,13 * 4,11 *
VXT 18,08 * 2,92 ns 537 *
(Y 16,27 6,43 7,92

Para cada variavel aferida, em cada fator de variacdo, médias seguidas de letras distintas

diferem entre si, no nivel de 5% de probabilidade

O maior namero de leucdcitos totais ocorreu nos peixes alimentados

com dietas suplementadas com levedura e vacinados. O menor ocorreu nos
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peixes com dieta controle e ndo vacinados (Tabela 12). Entre os peixes
alimentados com dietas suplementadas, a vacinag¢do ndo provocou
diferencas significativas. Entre os peixes alimentados com ragé@o controle, o
numero de leucdcitos totais foi significativamente maior nos peixes
vacinados em comparagdo aos ndo vacinados.

No decorrer das coletas, o comportamento desta variavel foi
semelhante entre os peixes alimentados com dietas suplementadas ou
vacinados. Nestes, ocorreu expressivo aumento na segunda (24h), e
redu¢do na terceira coleta (48h). Nos alimentados com rag¢do controle
houve reducdo na terceira coleta (48h). Nos ndo vacinados ocorreu

aumento na segunda coleta, ¢ manutencao destes valores (Tabela 13).

Tabela 12. Efeito da interag¢@o entre os niveis de parede celular de levedura e vacinagio
sobre o valor de leucdcitos totais de tilapia do Nilo.

Leucécitos totais (10%/mm®) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 0,21 0,20 A
0,0% parede celular de levedura 0,20 a 0,08 Bb

Médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maitisculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

Tabela 13. Efeito da interagdo entre tempo e os niveis de parede celular de levedura ou
vacinacao sobre o valor de leucdcitos totais de tilapia do Nilo.

Leucocitos totais (10°/mm?) 6 horas 24 horas 48 horas
0,3 % parede celular de levedura 0,13 a 0,25 Ab 0,22 Ab
0,0% parede celular de levedura 0,15a 0,15 Ba 0,11 Bb

Com Vacinagéo 0,15a 0,27 Ab 0,18 a
Sem Vacinagao 0,13 a 0,16 Bb 0,16 b

Para cada fator, médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maiusculas nas
colunas, diferem no nivel de 5%
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Nao houve interagdo significativa entre dieta x vacinagdo e
vacinagdo x tempo, em relacdo ao numero de trombdcitos. Ao longo das
coletas, os peixes alimentados com dietas suplementadas apresentaram
aumento significativo. Comportamento oposto foi observado nos
alimentados com racdo controle. As diferen¢as no numero de trombdcitos
durante as coletas foram significativas somente na terceira coleta (48h).
Neste caso, o maior nimero ocorreu nos peixes alimentados com dietas

suplementadas (Tabela 14).

Tabela 14. Efeito da interacdo entre os niveis de parede celular de levedura e tempo
sobre o valor de trombdcitos de tildpia do Nilo.

Trombécitos (10°/mm”*) 6 horas 24 horas 48 horas
0,3 % parede celular de levedura 0,026 a 0,027 b 0,028 Ac
0,0% parede celular de levedura 0,026 a 0,025b 0,024 Bc

Meédias seguidas de letras distintas, mintsculas nas linhas e maitsculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

A analise da concentragdo de PPT demonstrou que a vacinagdo foi
capaz de interferir significativamente no grupo de peixes alimentados com
racdo controle (Tabela 15). Entre os vacinados, as maiores concentragdes
de PPT ocorreram nos alimentados com rag¢do controle. Entre os ndo
vacinados, os maiores valores ocorreram nos peixes alimentados com
dietas suplementadas.

As concentragdes de PPT durante as coletas aumentaram nos peixes

alimentados com dietas suplementadas ou vacinados, entretanto, com
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diferencas significativas somente nos vacinados. Nos peixes alimentados

com racdo controle ou ndo vacinados, houve discreto aumento (Tabela 16).

Tabela 15. Efeito da interacdo entre os niveis de parede celular de levedura e vacinagdo
sobre o valor da proteina plasmatica total de tilapia do Nilo.

Proteina Plasmatica Total (g/dL) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 4,86 A 5,02 A
0,0% parede celular de levedura 5,19 Ba 4,65 Bb

Médias seguidas de letras distintas, mintisculas nas linhas e maitsculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

Tabela 16. Efeito da interagdo entre tempo e os niveis de parede celular de levedura ou
vacinagdo sobre o valor da proteina plasmatica total de tilapia do Nilo.

Proteina Plasmatica Total (g/dL) 6 horas 24 horas 48 horas
0,3 % parede celular de levedura 4,87 A 493 5,03
0,0% parede celular de levedura 4,48 Ba 4,80b 5,00 ¢

Com Vacinagao 4,55a 5,16 b 5,22 Ac
Sem Vacina¢do 4,86 4,93 497 B

Para cada fator, médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas ¢ maiusculas nas
colunas, diferem no nivel de 5%

A contagem diferencial de leucdcitos sanguineos revelou
significativa diferenca no numero de linfdcitos, neutrofilos e mondcitos,
nas interagdes dieta x vacinagdo, dieta X tempo e vacinacdo X tempo

(Tabela 17).
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Tabela 17. Numero total de linfocitos, neutréfilos e mondcitos de tilapia do Nilo,
submetidas a suplementagdo dietética com 0,3% de parede celular de
levedura e vacinadas contra Streptococcus agalactiae.

Variaveis
Tratamentos Linfécitos Neutrofilos Monécitos
(10*/mm>) (10*/mm>) (10*/mm>)
0,3 % parede celular 14,39 a 11,05 a 1,19b
0,0% parede celular 8,00b 727D 2,60 a
Com Vacina 12,85 a 10,75 a 2,02 a
Sem Vacina 10,87 b 8,39b 1,51b
6 horas 7,93 ¢ 7,62 ¢ 1,99 a
24 horas 14,60 a 11,45a 1,62 ¢
48 horas 12,93 b 9,54 b 1,66 b
F para:
Levedura (L) 142,77 * 99,29 * 111,71 *
Vacina (V) 14,23 * 40,58 * 15,47 *
Tempo (T) 57,82 * 35,05 * 3,07 ns
LXV 54,02 * 72,31 * 373,27 *
LXT 58,35 * 32,51 * 9,86 *
VXT 10,53 * 18,08 * 12,37 *
Ccv 8,75 21,48 22,01

Para cada variavel aferida, em cada fator de variacdo, médias seguidas de letras distintas
diferem entre si, no nivel de 5% de probabilidade

Os peixes alimentados com dietas suplementadas e ndo vacinados
apresentaram maior numero de neutrofilos e linfécitos. Os menores
numeros de neutréfilos e linfocitos ocorreram nos alimentados com ragado
controle e ndo vacinados. Entre os ndo vacinados o oferecimento da
suplementacdo quase triplicou o numero de linfocitos e neutrofilos em

relagdo aos alimentados com racdo controle (Tabelas 18 e 19).
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Tabela 18. Efeito da interag¢@o entre os niveis de parede celular de levedura e vacinagio
sobre o valor de neutréfilos de tilapia do Nilo.

Neutréfilos (10*/mm”*) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 10,84 11,25 A
0,0% parede celular de levedura 10,61 a 4,38 Bb

Meédias seguidas de letras distintas, mintsculas nas linhas e maitsculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

Tabela 19. Efeito da interacdo entre os niveis de parede celular de levedura e vacinagao
sobre o valor de linfdcitos de tilapia do Nilo.

Linfécitos (10*/mm?) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 13,66 Aa 15,12 Ab
0,0% parede celular de levedura 11,55 Ba 4,92 Bb

Meédias seguidas de letras distintas, mintsculas nas linhas e maitisculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

O numero de neutréfilos no decorrer das coletas aumentou
significativamente nos peixes alimentados com dietas suplementadas ou
vacinados (Tabela 20). O maior aumento foi verificado na segunda coleta
(24h), nos peixes vacinados. Nos alimentados com ragdo controle, ocorreu
aumento na segunda coleta e diminui¢cdo na terceira. Nos ndo vacinados,
ocorreu aumento significativo na segunda coleta. Considerando o efeito
vacinagdo, diferencgas significativas no numero de neutréfilos ocorreram na

segunda coleta.

Tabela 20. Efeito da interagdo entre tempo e os niveis de parede celular de levedura ou
vacinagao sobre o valor de neutrdfilos de tilapia do Nilo.

Neutroéfilos (10*/mm®) 6 horas 24 horas 48 horas
0,3 % parede celular de levedura 7,39 a 13,62 ADb 12,13 ADb
0,0% parede celular de levedura 798 a 8,08BDb 591 Ba
Com Vacinacdo 8,10 a 1435AD 9,89 a
Sem Vacinag¢ao 7,18 a 8,79BDb 9,19b

Para cada fator, médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maiusculas nas colunas,
diferem no nivel de 5%
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O ntmero de linfocitos nos peixes alimentados com dietas
suplementadas ou vacinados aumentou significativamente na segunda
coleta (24h). Na terceira (48h) houve discreta diminui¢do nos alimentados
com dietas suplementadas, enquanto que nos vacinados, esta reducdo foi
significativa. Nos alimentados com racdo controle, ocorreu diminuigao,
inclusive com diferencas significativas em relagdo aos alimentados com
dietas suplementadas a partir da segunda coleta (24h). Nos ndo vacinados,

ocorreu aumento significativo entre a primeira (6h) e segunda coletas

(24h) (Tabela 21).

Tabela 21. Efeito da interag@o entre tempo e os niveis de parede celular de levedura ou
vacinacdo sobre o valor de linfécitos de tilapia do Nilo.

Linfocitos (10*/mm”) 6 horas 24 horas 48 horas

0,3 % parede celular de levedura 7,22 a 18,63 ADb 17,33 Ab
0,0% parede celular de levedura 9,02 8,33 B 6,78 B
Com Vacinacdo 8,13 a 17,43 Ac 12,98 b

Sem Vacinag¢ao 7,74 a 12,01 Bb 12,88 b

Para cada fator, médias seguidas de letras distintas, mintsculas nas linhas e maitsculas nas
colunas, diferem no nivel de 5%

Entre os peixes alimentados com dietas suplementadas, a vacinagdo
esteve associada ao menor nimero de monocitos. Entre os alimentados com
racdo controle, a vacinacdo determinou o maior numero desta célula
(Tabela 22).

Os peixes alimentados com dietas suplementadas apresentaram

discreta diminuicdo entre a primeira (6h) e segunda (24h) coletas, seguida
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por aumento na terceira (48h). Nos alimentados com racdo controle,
ocorreu reducdo significativa no numero de mondcitos; mesmo

comportamento observado na interagdo vacinagdo x tempo (Tabela 23).

Tabela 22. Efeito da interacdo entre os niveis de parede celular de levedura e vacinagao
sobre o valor de mondcitos de tilapia do Nilo.

Monécitos (10*/mm?) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 0,45Aa 1,94 ADb
0,0% parede celular de levedura 456Ba 0,91Bb

Médias seguidas de letras distintas, mintisculas nas linhas e maitsculas nas colunas, diferem no nivel de
5%

Tabela 23. Efeito da interagdo entre tempo e os niveis de parede celular de levedura ou
vacinagdo sobre o valor de mondcitos de tilapia do Nilo.

Monécitos (10*/mm?) 6 horas 24 horas 48 horas
0,3 % parede celular de levedura 1,38 Aa 0,82 Ab 1,39 Aa
0,0% parede celular de levedura 2,94 Ba 2,88 Ba 2,05 Bb
Com Vacinagéo 2,55 Aa 2,08 Ab 1,48 ¢
Sem Vacinagdo 1,47 Ba 1,20 Bb 1,15b

Para cada fator, médias seguidas de letras distintas, mintisculas nas linhas e maitsculas nas colunas,
diferem no nivel de 5%

Discussio

De modo geral o emprego da levedura e seus derivados melhoram a
produtividade da tilapia, devido a maior eficiéncia alimentar e incremento
dos mecanismos de defesa. Entretanto, a resposta dos peixes € variada
(BURRELS et al., 2001; SAHHO ¢ MUKHERJEE, 2002; BRIDLE et al.,

2005).
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No presente estudo, as maiores médias de ganho de peso ¢ TCE
observadas nos peixes submetidos a suplementagdo dietética com levedura
podem ser parcialmente justificadas pelo conteudo de glicanos ¢ manano
proteinas (SGARBIERI et al.,, 1999; SCAPINELLO et al.,, 2001ab),
preconizados para aumentar o desempenho produtivo (ROMERO e
GOMEZ-BASAURI, 2003; GRIESHOP, 2003; FLICKINGER, 2003).
Resultados semelhantes foram verificados por CARVALHO et al. (2002),
que constataram maiores ganho de peso e TCE em modelo similar.

No presente trabalho, durante a alimentagdo dos peixes alimentados
com racdo suplementada, observou-se maior apetite ¢ consumo da ragao,
embora ndo quantificados. O 4cido glutdmico presente em altas
concentragdes na parede celular de levedura, juntamente com nucleotideos,
deve ser o principal responsavel pela palatabilidade da dieta. Portanto, a
parede celular utilizada como ingrediente da dieta neste estudo pode ter
melhorado o sabor e incrementado o consumo e consequentemente,
promovido o melhor desempenho dos peixes. Provavelmente esta seja a
razao do melhor resultado da suplementacdo com parede celular em relagao
a levedura integra e autolizada, observado por REQUE (2005).

O aumento das taxas de hematocrito e hemoglobina nos peixes
alimentados com dietas suplementadas e vacinados, reforca a idéia de que o

polissacarideo, juntamente com a vacina contribua para o equilibrio
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organico da tildpia, por meio de provavel estimulagdo eritropoiética. Nos
peixes alimentados com a racdo controle, o desafio esteve associado a
diminui¢do nos valores destas variaveis.

TAVARES-DIAS et al. (2001) relataram significativa redu¢do no
valor do hematdcrito de tambaquis (Colossoma macropomum) submetidos
a agentes estressores, como a captura e o manejo. No presente trabalho, o
estresse representado pelo desafio com a bactéria S. agalactiae, provocou
reducdo significativa no hematdcrito nos peixes alimentados com ragdo
controle e ndo vacinados. Isto sugere que o fornecimento de dietas
suplementadas com levedura ou a vacinagdo sejam capazes de minimizar,
em parte, os efeitos nocivos do estresse em relagdo ao hematdcrito.

O maior valor de VCM e o menor hematocrito observado nos peixes
alimentados com a racdo controle e ndo vacinados corroboram o fato de
que quanto maior o numero de eritrdcitos, maior a taxa de hemoglobina,
porém, menor o VCM (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

O valor do VCM ao longo das coletas dos peixes alimentados com a
racdo controle ou ndo vacinados aumentou significativamente, embora o
valor do hematdcrito ndo tenha apresentado diferenga significativa.
Portanto, nos peixes submetidos a agentes incapazes de estimular o
aumento da populacdo eritrocitaria, ¢ possivel que a presenca de eritrdcitos

macrociticos represente importante mecanismo de compensagdo em
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condi¢des adversas para aumentar a eficiéncia do transporte de oxigénio e
manter a demanda energética (PULSFORD et al., 1994).

Varios estudos demonstraram que em teleosteos, os niveis de PPT
podem variar com a espécie e idade dos peixes (HRUBEC et al., 2000).
BAGNI et al. (2000) ndo encontraram variagdo na concentracdo de PPT em
robalos submetidos a suplementacido com [B-glicano. Resultados
semelhantes foram observados neste estudo, pois os efeitos da dieta ou
vacinagdo separadamente ndo foram capazes de influenciar a concentragao
de PPT. Os maiores valores foram observados nos peixes alimentados com
racdo controle e vacinados. Além disso, ao longo das coletas, foi observado
aumento significativo nos vacinados. Segundo JENEY et al. (1997), a baixa
quantidade de proteinas plasmaticas pode ser relacionada a atividade nao
especifica do sistema imune. Portanto, resultados do presente trabalho
sugerem que o aumento na concentracdo de PPT seria uma resposta das
proteinas de fase aguda propia do fendmeno inflamatério (TAVARES-
DIAS e MORAES, 2004). Além disso, poderia estar relacionado com o
aumento de atividade de linfécitos, em resposta a administra¢ido da vacina,
que pode aumentar a resposta proliferativa desta célula (SIWICKI et al.,
1994).

Os niveis de PPT no plasma podem ser modificados poucas horas

apés o inicio da reacdo inflamatéria por varios dias, dependendo da
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intensidade do estimulo (WHITE et al., 1981; QUINTANA, 2002). Foi
observado e esperado o aumento no valor desta variavel ao longo das
coletas, devido a provavel acentuacdo das respostas de defesa pela
vacinag¢ao.

Nos peixes, a composicdo sanguinea ¢ dependente de fatores
fisiologicos e ecologicos, tais como o sexo, estagio de desenvolvimento
gonadal, estresse, infec¢des e desequilibrios ambientais (MARINO et al.,
2001; TAVARES-DIAS et al., 2002). Neste contexto, o numero de
leucocitos varia entre familias, géneros e espécies, ¢ de acordo com o
ambiente (RANZANI — PAIVA, 1995).

A analise dos parametros hematoldgicos demonstrou que os peixes
alimentados com dietas suplementadas ou vacinados demonstraram médias
de leucocitos e trombocitos superiores aos peixes alimentados com a ragdo
controle ou ndo vacinados, respectivamente. Estes dados refor¢am as
observacdes de KOLLNER et al. (2002), de que quando ocorre a invasio
de microrganismos, o sistema imune inicia a ativagdo e proliferagdo de
leucocitos e trombdcitos. Estas ultimas também envolvidas na defesa do
organismo (JORGENSEN et al., 1993; HILL e ROWLEY 1996; BOZZO
et al., 2007).

O maior aumento do numero de leucdcitos foi observado nos peixes

alimentados com dietas suplementadas e vacinados. Estes resultados
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suportam a hipdtese de que a parede celular da levedura favoreca a
inflamag¢ao melhorando as a¢des defesa do organismo (GANNAN, 2005;
REQUIE, 2005).

A avaliagdo do leucograma nos peixes alimentados com dietas
suplementadas mostrou que apds o desafio por S. agalactiae, ocorreu
aumento no numero de linfocitos a partir da segunda coleta, seguida por
discreta reducdo na terceira.

Os monocitos ¢ macrofagos sdo as células primarias responsaveis
pela captura, processamento e apresentacdo dos antigenos aos linfdcitos,
resultando na sua proliferagdo e ativagdio (ANDERSON, 1992). Portanto, o
aumento no numero de linfécitos observados a partir da segunda coleta,
pode ter sido conseqiiéncia do periodo que ¢é requerido até que esse
mecanismo se complete.

A demanda energética durante o processo de ativacdo linfocitaria é
decisiva na resposta imune dos peixes (SPRINGER, 1990). Neste ensaio,
os alimentados com a rac¢do controle ndo apresentaram alteracdes nestes
valores. Assim, os efeitos da levedura contida na dieta sugere que ela seja
capaz de incrementar o nivel nutricional e portanto, melhorar o patamar de
saude dos peixes.

Segundo MANNING (1994) os neutréfilos sdo células de defesa

sensiveis a desnutri¢do protéica energética e seus valores podem variar
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conforme a composicdo da dieta do peixe. O presente trabalho confirmou
essa observagdo, pois os maiores valores de neutréfilos foram observados
nos peixes alimentados com dietas suplementadas.

Os mondcitos além de produzirem citocinas, sdo células primarias na
apresentagdo do antigeno em teledsteos (VALLEJO et al., 1992). Inumeros
autores comprovaram o aumento da populacdo e atividade de fagdcitos,
quando o glicano ou a vacinagdo foi utilizada (JORGENSEN e
ROBERTSEN, 1995; BAULNY et al., 1996; DUNCAN e KLESIUS,
19964, b). Neste trabalho, o0 maior nimero de mondcitos ocorreu nos peixes
submetidos exclusivamente a vacina¢do. Este resultado corrobora os de
ROITT et al. (1998), pois pode estar relacionado a ativagcdo de linfdcitos
determinada pela vacinagdo e conseqiientemente producdo de citocinas tais
como GM-CSF (fator estimulatorio de colonias de granuldcitos e
monocitos), que resultaria no aumento de resposta por meio de monocitos.

Segundo LORENZI (1999) os mondcitos sdo células de defesa em
transito no sangue periférico. O seu numero durante as coletas revelou
diminui¢do na segunda, seguido de aumento na terceira coleta, nos peixes
alimentados com dietas suplementadas com levedura. Estes resultados
sugerem que estas células poderiam estar sendo recrutadas para a cavidade
abdominal, devido a inflamacgdo local (PILARSKI, 2006). O aumento no

numero de mondcitos observado nos peixes alimentados com dietas
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suplementadas sugere que a parede celular auxiliou no desenvolvimento de
respostas de defesa. Entretanto, ocorreria em fase tardia da infec¢do. Por
outro lado, a vacinagao foi eficiente em tempo mais curto.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a
suplementacdo da dieta com parede celular de levedura associada a
vacinag¢do contribuiu para a manutengdo de parametros hematoldgicos,
embora, ndo tenha sido capaz de melhorar o desempenho produtivo.

Portanto, essas evidéncias apontam no sentido de que a
suplementacdo com levedura favoreca patamares mais elevados de
equilibrio organico, favorecendo as respostas de defesa nao especificas. Por
outro lado, a vacinacdo contribui para a estimula¢do da resposta imune
especifica. Como as moléculas de glicano e manano proteinas sdo
quebradas no processo de digestdo, ¢ improvavel que estimulem receptores

de leucocitos.
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SUPLEMEl\jTACAO ALIMENTAR COM Saccharomyces cerevisiae E
VACINACAO CONTRA Streptococcus agalactiae EM TILAPIA DO
NILO: INFLAMACAO E DESAFIO

Resumo: O presente trabalho teve por objetivos avaliar a inter-relagdo
entre a suplementacdo alimentar com 0,3% de parede celular de levedura e
vacinag¢do com extrato oleoso de Streptococcus agalactiae inativado sobre
o componente celular inflamatério em tilapia do Nilo. Oitenta e quatro
tilapia com peso médio inicial de 125,0 + 1,5g foram distribuidas em 12
caixas de fibra, seguindo o esquema fatorial 2x2x3, correspondente a dois
niveis de parede celular de levedura (0,0 e 0,3% parede celular), dois
tratamentos (solugdo salina e vacina) e trés coletas apos o desafio com a
bactéria viva (seis, 24 e 48h) com sete repeticdes. Os peixes foram
alimentados com as rag¢des teste durante 77 dias. A vacinacao foi realizada
60 dias ap6s o inicio da alimentacdo, por meio da inoculagdo
intraperitoneal de 0,5 mL da vacina contendo 10° UFC/mL. Apés 15 dias
da vacinacdo, todos os peixes foram submetidos ao desafio com
Streptococcus agalactiae, por meio da inoculag¢do intraperitoneal de 10°
UFC/mL, veiculadas em 0,5 mL de solu¢do salina (0,85%). Nenhuma
ocorréncia de mortalidade foi observada nos peixes alimentados com dieta
contendo levedura. Nos peixes submetidos a dieta controle, ocorreu
percentual de mortalidade entre 30,0 e 40,0%, sendo maior entre os peixes
ndo vacinados. A suplementacdo alimentar com a levedura associada a
vacina¢do induziu maior migracdo de leucdcitos totais, trombocitos e
linfécitos para o foco inflamatorio. A maior migracdo de neutréfilos
ocorreu nos peixes submetidos a dieta com levedura, enquanto que a de
macrofagos, nos peixes vacinados. Os resultados deste trabalho sugerem
que a suplementag¢do alimentar com 0,3% de parede celular de levedura
associada a vacinacdo, além de minimizar os problemas relativos a
administragdo da substancia isoladamente, melhora a resposta de defesa
dos peixes, no que se refere a inflamagdo aguda e destaca a importancia da
vacinag¢ao.

Palavras Chave: Saccharomyces cerevisiae, vacinagdo, Streptococcus
agalactiae, inflamacéo.
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SUPPLEMENTATION DIETS WITH Saccharomyces cerevisiae AND
VACCINATION AGAINST Streptococcus agalactiae IN NILE
TILAPIA: INFLAMMATION AND CHALLENGE

This work evaluate the interrelation between supplementation diets with
0,3% of cellular wall of yeast and vaccination with oily vaccine against
Streptococcus agalactiae in the inflammatory cellular component of Nile
tilapia. Eighty four fish with initial average weight of 125,0 + 1,5g were
distributed in 12 fiber aquaria, following the factorial design 2x2x3,
corresponding to two levels of cellular wall of yeast (0,0 and 0,3% cellular
wall), two treatments (saline solution and vaccine) and three collections
after the challenge with the bacteria live (six, 24 and 48h) with seven
replicates. Fish were fed with tests diets during 77 days. The vaccination of
fish was done 60 days after the beginning of feeding, through
intraperitoneal inoculation of 0,5 mL of the vaccine containing 10°
UFC/mL. After 15 days of vaccination, all fish were challenged with
Streptococcus agalactiae, through the intraperitoneal inoculation of 10°
UFC/mL, diluted in 0,5 mL of saline solution (0,85%). No mortality was
observed in fish fed diet containing yeast. Fish submitted to control diet
presented a mortality rate ranging from 30,0 to 40,0%, beeing larger among
vaccinated fish. The supplementation diets with yeast associated to the
vaccination induced larger migration of total leucocytes, thrombocytes and
lymphocytes for the inflammatory focus. In fish submitted diet with yeast
was observed a large neuthrophils migration, while in vaccinated fish,
occurs macrophages migration. The results of this work suggest that
supplementation diets with 0,3% of cellular wall of yeast associated to the
vaccination, besides minimizing problems caused by administration of
isolate substance, improves immune response of fish, in relation to the
sharp inflammation and it detaches the importance of the vaccination.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, vaccination, Streptococcus
agalactiae, inflammation
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Introducio.

O Streptococcus sp. € responsavel por elevada morbidade e
mortalidade em varias espécies de peixes (PASNIK et al., 2006). WU
(1970) relatou o primeiro isolamento desta bactéria em tilapia e desde
entdo, ¢ responsabilizada por elevadas taxas de mortalidade no Japao
(KITAO et al., 1981), Taiwan (MING-CHEN et al.,, 1985), Israel
(HUBERT, 1989), Arabia Saudita (AL-HARB, 1994), EUA e América
Central (PLUMB, 1997).

Estreptococos isolados de tildpia do Nilo criadas em sistemas
intensivos no Parand, Brasil, apresentaram o mesmo perfil bioquimico de
referéncia de Streptococcus agalactiae, sugerindo seu envolvimento na
limitacdo da tilapicultura, dentre outros patogenos (SALVADOR et al.,
2005).

Alimentos funcionais como Saccharomyces cerevisiae sdo utilizados
como suplemento alimentar para melhorar a eficiéncia do sistema de defesa
dos peixes (SAKAI, 1999; FREIMUND et al., 2003; REQUE, 2005) ¢ a
vacina¢do ¢ boa alternativa a utilizacdo indiscriminada de antibioticos e
outros produtos na prevencio de infeccdes (ROMANO e MEJIA, 2003).

A inflamagdo dilui, destréi e circunscreve agentes estranhos ao
organismo. A mobilizacdo adequada e em tempo habil de leucédcitos da

microcirculagdo para o foco inflamado € uma das suas etapas fundamentais,
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primeira acdo de defesa do organismo e principal caracteristica do
fenomeno (GARCIA-LEME, 1989).

A avaliagdo do componente celular na inflama¢do induzida por
tioglicolato, lipopolissacarideo (LPS) ¢ Aeromonas hydrophila inativada
em Piaractus mesopotamicus, demonstrou que o primeiro induziu o maior
acumulo de células totais, seis horas apos aplicagdo. A inoculagdo de A.
hydrophila inativada proporcionou acimulo progressivo de células totais,
que foi maximo apds 24 horas ¢ maior que nos outros grupos. O LPS
provocou maior acumulo de células que o do grupo controle, porém menor
que o induzido pelos outros dois flogdgenos. A contagem diferencial
demonstrou predominancia de trombocitos e menor numero de linfocitos e

macréfagos (BOZZO et al., 2007).

Na inflamagdo de tildpia com dietas suplementadas com
Saccharomyces cerevisiae, houve maior acimulo de células totais em
relacdo aquelas alimentadas com rag¢do ndo suplementada. O acumulo foi
maior nas tildpias alimentadas com dietas suplementadas com parede
celular do que nas que receberam levedura integra. A contagem diferencial
evidenciou predominancia de trombdcitos € menor nimero de neutrofilos,
macréfagos e linfécitos nos peixes alimentados com a ragdo controle. A
variacdo na contagem de trombocitos e leucdcitos sangiiineos sugerem que

o estimulo inflamatério tenha provocado seu recrutamento dos
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compartimentos de reserva. Assim, as duas formulagdes foram benéficas
para o sistema de defesa organica dos peixes, facilitando a resposta de
defesa (REQUE, 2005).

Com base no exposto, este ensaio teve como objetivo avaliar o
componente celular inflamatério de tilapias alimentadas com dietas
suplementadas com 0,3% de parede celular de levedura, vacinadas e

desafiadas com cepa homologa de S. agalactiae.

Material e Métodos

Local e Acondicionamento dos peixes

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista —
Unesp, Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos (Lapoa) do
Centro de Agqiiicultura da Unesp (Caunesp), Jaboticabal, SP. Oitenta e
quatro tilapias com peso médio inicial de 125,0 + 1,5g foram distribuidas
em caixas de fibra de 310 L, abastecidas com dgua de pogo artesiano, vazao
de 1L/min e aeragdo continua. Diariamente, a temperatura (28,0 = 1,7°C)
da agua foi aferida e, semanalmente, o potencial hidrogenionico (7,3 £0,3)
e o oxigénio dissolvido (5,54 + 0,82mg/L), permanecendo dentro dos
valores recomendados para o bem estar (SIPAUBA-TAVARES, 1994).
Em dias alternados, foi realizada a limpeza das caixas por meio de

sifonagens.
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Grupos

Para a constituicdo dos grupos, foram utilizadas 12 caixas de fibra,
sendo trés por tratamento (n=7). O grupo 1 (G1) recebeu ragdo basica nao
suplementada com ingrediente teste (controle) e foi vacinado; grupo 2
(G2), dieta controle e ndo vacinado; grupo 3 (G3) racdo suplementada com
0,3% de parede celular e ndo vacinado e grupo 4 (G4) rag¢do suplementada

com 0,3% de parede celular e vacinado.

Confeccio e formulacio das racdes e manejo alimentar

As dietas foram formuladas e elaboradas no Laboratério de Nutri¢do
de Organismos Aquaticos — AquaNutri, da Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Campus de Botucatu.

As ragdes foram formuladas conforme o NRC (1993), sendo
isoprotéicas (32,0% PD), isoenergéticas (3200 kcal de ED/kg),
isofosféricas (0,6 Pdisp.) e com mesmo nivel de fibra bruta (5,0%)
(BACCARIN e PEZZATO, 2001). O percentual dos ingredientes e a
composicdo quimico-bromatoldgica das dietas estdo apresentados na

Tabela 1.
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Tabela 1. Composi¢do percentual e quimico-bromatologica das dietas experimentais.

INGREDIENTES %
Farelo de Soja 45,00
Gluten de milho 9,50
Farinha de Peixe 5,50
Fuba Milho 15,00
Farelo Trigo 8,00
Quirera Arroz 7,60
Alginato 0,30
Celulose 1,84
DL — Metionina 0,45
Treonina 0,40
Oleo de soja 0,50
Fosfato Bicalcico 3,00
Calcareo 2,00
Vit. ' 0,08
Sal Comum 0,10
Suplemento vitam/min’ 0,4
BHT’ 0,02
Levedura autolisada® 0,30
Energia digestivel (Kcal/kg) 3240,00
Proteina digestivel (%) 28,00
Fibra Bruta (%) 5,00
Extrato Etéreo (%) 3,00
Relagdo Ca: P 2,95

Vitamina C 35,0% ativa

2 Suplemento vitaminico e mineral (Supremais)/ kg de ragdo: vitA 1200000 UI; vitD3 200000 UI; vitE
12000 mg; vitK3 2400 mg;vitB1 4800 mg; vitB2 4800 mg; vitB6 48000 mg; B12 4800 mg; ac. folico
1200 mg; ac. pantoténico 12000 mg; vitC 56 mg; biotina 48 mg; colina 65 mg; niacina 24000 mg; Fe
10000 mg; Cu 600 mg; Mn 4000 mg; Zn 6000 mg; I 20 mg; Co 2 mg e Se 20 mg.

3 Antioxidante (B-hidroxi-tolueno)
Ausente na ragdo controle



Os ingredientes foram moidos e homogeneizados em misturador
automatico. Essa mistura foi submetida ao processo de peletizagcdo. As
dietas foram secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 55,0°C, durante
24 horas. Os peletes foram fracionados em didmetros compativeis com o
tamanho dos peixes e armazenados a 20,0°C negativos. Os peixes foram
alimentados ad libitum, trés vezes ao dia (9h00, 14h00 e 18h00), com

fornecimento de 3,0% da biomassa, durante os 77 dias.

Padronizac¢io do indculo vacinal e desafio

Amostras de Streptococcus agalactiae foram isoladas de tilapias
infectadas naturalmente com sinais de meningoencefalite e identificadas
segundo as caracteristicas culturais, morfoldgicas, tintoriais e bioquimicas
(VANDAMME et al., 1997; SALVADOR et al., 2005).

Para a determina¢do da concentragdo bacteriana letal para 50,0% dos
peixes (CLsy) e determinagdo do inoculo do desafio, foram utilizadas trés
caixas de fibra, contendo 10 peixes em cada, com peso médio inicial de
120,0 + 0,5g. Os peixes das caixas 1, 2 e 3 foram inoculados com as
concentracdes 10%; 10° e 10> UFC/mL de S. agalactiae, respectivamente.
Apos 15 dias os resultados da mortalidade didria foram submetidos a
analise estatistica pelo programa estatistico Spearman-Karber, e a CLs

determinada foi de 10® UFC/mL.
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Para a confec¢do da vacina, o microrganismo foi semeado em 500
mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO®). Apés cinco dias de
incubacdo a 29,0°C, em aerofilia, o meio foi centrifugado a 4000G (4,0°C),
durante 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado, a massa bacteriana foi
ressuspendida em 500 mL de PBS (tampdo fosfato) e novamente
centrifugada. Repetiu-se essa operagdo por mais trés vezes.

A massa bacteriana foi diluida em 100 mL de PBS de modo a conter
10* UFC/mL, correspondente ao grau oito da escala de MacFarland. A
solucdo foi incubada em banho-maria, por 30 minutos, a 40,0°C. Para a
confirmagdo da inativacdo do microrganismo, realizou-se a semeadura em
meio BHI, incubado a 29,0°C, por sete dias. Em auséncia de crescimento
bacteriano, o adjuvante incompleto de Freund, na dilui¢do 1:1 foi
incorporado a vacina e emulsionada em misturador elétrico. Com a solugdo
mantida em gelo, realizou-se o teste de emulagdo e preparacdo das doses.
Aliquotas de 0,5 mL foram transferidas para seringas de 1,0 mL e mantidas
em gelo até o momento de imunizagao.

A vacinagdo dos peixes (G1 e G4) foi realizada 60 dias apds o inicio
da alimentacdo dos peixes. Para isso, 0,5 mL da solug¢do oleosa de S.
agalactiae, contendo 10® UFC, foi inoculada intraperitonealmente (i.p.).
Nos peixes ndo vacinados (G2 e G3), 0,5 ml de solucdo salina foi injetado

1.p. Apos 15 dias, todos os peixes foram desafiados com cepa homdloga de
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S. agalactiae, por inoculacio i.p. 10° UFC, veiculadas em 0,5 mL de
solug¢do salina (0,85%).

Cada caixa dos grupos de tratamento representou um tempo de
avaliagdo do componente celular inflamatorio, ou seja, seis, 24 e 48 horas
apods o desafio.

A eficacia da vacinagcdo foi calculada como porcentagem de
sobrevivéncia relativa (PSR), segundo AMEND (1981):

PSR: [1-(% mortalidade de vacinados / % mortalidade de controle)] x 100

Avaliacio do componente celular inflamatorio

Os peixes foram sacrificados com solugdo de benzocaina, por
aprofundamento do plano anestésico, até perderem completamente os
movimentos operculares.

Apos dissecg¢do e visualizacdo dos Orgios internos, o interior da
bexiga natatéria foi lavado com a inje¢do de 0,5 mL de solucdo de PBS
contendo 0,01 ml de EDTA a 5%. O mesmo volume injetado foi recolhido
com pipeta Pasteur e transferido para tubos de centrifuga mantidos no gelo.
Uma aliquota desse volume foi transferida para camara de Newbauer para
contagem das células inflamatérias totais em microscopia de luz. Para a
contagem diferencial de trombdcitos, linfocitos, macréfagos e granuldcitos,

o exsudato foi centrifugado a 1000 rpm, por cinco minutos, em centrifuga
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clinica. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento total foi retirado com
pipeta Pasteur e colocado sobre lamina histolégica. Apds homogeinizagdo
foi feita a extensdo do exsudato. Deixou-se a lamina secar em temperatura
ambiente para posterior fixagdo em alcool metilico por um minuto. Depois
de secas foram coradas pancromicamente com corante May-Grunwald-
Giemsa-Wrigth (TAVARES-DIAS e MORAES, 2003) para posterior
contagem em microscopia de luz. Foram contadas até 100 células dentre os

diferentes tipos acumulados no foco inflamatorio.

Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste F, segundo PIMENTEL
GOMES (2000) e BARBIN (2003), ao nivel de 5,0% de probabilidade. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), no esquema
fatorial 2x2x3, correspondente a dois niveis de parede celular de levedura
(0,0 e 0,3% parede celular), dois tratamentos (solu¢do salina e vacina
oleosa de S. agalactae) e trés coletas apds o desafio com S. agalactie (6h,

24h e 48h), com sete repeti¢des.
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Resultados

Apbés o desafio com o S. agalactiae nenhuma ocorréncia de
mortalidade foi observada nos peixes alimentados com dietas
suplementadas, independente do efeito vacinagdo (PSR 100%). Entre os
submetidos a dieta controle, a mortalidade dos vacinados (G1) foi de
28,57% e a dos nao vacinados (G2) foi de 38,09%, correspondendo a PSR
de 25%. De todos os peixes que vieram a obito, foi possivel o isolamento
de S. agalactiae a partir de rim e encéfalo.

A contagem de células acumuladas no foco inflamatério demostrou
que ndo houve interferéncia significativa da interagdo tripla dos efeitos

dieta, vacinacdo e tempo (Tabela 2).
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Tabela 02. Numero médio de células totais ¢ nimero médio percentual de células
presentes no foco inflamado de tildpia do Nilo, alimentadas com dietas
suplementadas com 0,3% de parede celular de levedura e vacinadas contra
Streptococcus agalactiae.
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Variaveis
Tratamentos Células Tromb. Neutr. Macr. Linf. CGE
Totais (%) (%) (%) (%) (%)
Com Levedura 1775,47 a 24,13 1,05 0,45 56,76 17,58
Sem Levedura 778,03 b 21,01 2,53 1,27 64,08 11,08
Com Vacina 1517,64 a 22,88 1,25 1,04 57,73 17,07
Sem Vacina 1243,19 b 22,89 2,00 0,53 61,54 13,01
6 horas 1648,34 a 22,94 2,49 0,86 61,48 12,21
24 horas 1389,26 b 23,59 1,16 0,14 66,89 11,18
48 horas 1103,75 ¢ 25,03 1,29 1,32 51,07 21,28
F para:
Levedura (L) 407,37 * 0,44 ns 2,01 ns 2,01 ns 1,95 ns 1,82 ns
Vacina (V) 32,10 * 0,00 ns 0,54 ns 0,80 ns 0,55ns 0,74 ns
Tempo (T) 42,52 * 0,31 ns 0,67 ns 1,46 ns 3,31ns 1,87 ns
LXV 5,45 * 4,04 * 6,09 * 2,12 % 1,84 * 0,60 ns
LXT 39,14 * 1,26 ns 3,10 * 0,17 ns 4,02 * 1,33 ns
VXT 5,71 * 2,06 ns 1,54 ns 2,46 * 5,69 * 0,68 ns
LXVXT 23,34 ns 0,33 ns 0,17 ns 0,55 ns 0,34 ns 0,88 ns
(O\Y 14,7 74,36 61,2 85,77 35,95 131,9

Para cada variavel aferida, em cada fator de variagdo, médias seguidas de letras distintas
diferem entre si, no nivel de 5% de probabilidade

Ao analisar-se o numero de células totais na interagdo dieta X
vacinagdo, observou-se que o maior nimero de células ocorreu nos peixes
alimentados com dieta suplementada e vacinados, € o menor, nos
alimentados com rac¢do controle e ndo vacinados. O numero de células
totais foi significativamente maior nos peixes alimentados com dietas
suplementadas, independentemente da vacinagdo. Nos alimentados com a
dieta controle, o maior numero ocorreu entre os vacinados, com

significativa diferenca em relacdo aos ndo vacinados (Tabela 3).



Os peixes alimentados com dietas suplementadas apresentaram
diminui¢do no nuamero de leucdcitos totais ao longo das coletas,
comportamento oposto aos peixes alimentados com a ragdo controle. O
numero de células totais diminuiu com o tempo entre os vacinados e ndo
vacinados. Porém, independentemente do tempo da anélise, o valor desta

variavel foi significativamente maior nos vacinados (Tabela 4).

Tabela 3. Efeito da interacdo entre os niveis de parede celular de levedura e vacinagdo
sobre o valor de células totais de tilapia do Nilo.
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Células Totais Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 1824,76 A 1726,19 A
0,0% parede celular de levedura 1021,53 Ba 567,00 Bb

Médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maitisculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

Tabela 4. Efeito da interagdo entre tempo e niveis de parede celular de levedura ou
vacinagd@o sobre o valor de células totais de tilapia do Nilo.

Células Totais 6 horas 24 horas 48 horas
0,3 % parede celular de levedura 2292.85 Aa 1655,00 Ab 1378,57 Ac
0,0% parede celular de levedura 645,77 Ba 975,88 Bb 719,00 Be

Com Vacinagdo 1900,00 Aa 1520,00 Ab 1165,00 ¢

Sem Vacinagao 1417,66 Ba 1269,41 Bb 1042,50 ¢

Para cada fator, médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maiusculas nas
colunas, diferem no nivel de 5%

O maior nimero de trombdcitos foi observado entre os vacinados.
Nos nido vacinados a dieta esteve associada a diferencas acentuadas, porém,
ndo significativas. O maior nimero foi observado nos peixes alimentados
com dietas suplementadas € o menor nos submetidos a dieta controle

(Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito da interag¢do entre os niveis de parede celular de levedura e vacinacio
sobre o valor percentual de trombocitos de tilapia do Nilo.

Trombacitos (%) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 27,84 20,43
0,0% parede celular de levedura 26,33 14,87

Meédias seguidas de letras distintas, mintusculas nas linhas e maitsculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

O numero de neutrofilos foi significativamente maior nos peixes
alimentados com dietas suplementadas, sendo maior entre os vacinados.
Nos alimentados com a dieta controle, o maior numero de neutrofilos
ocorreu entre os ndo vacinados. Independentemente da dieta, o efeito
vacinagdo ndo determinou diferengas significativas no numero destas
células (Tabela 6).

Os peixes alimentados com dietas suplementadas apresentaram
numero de neutrofilos significativamente maior do que os que receberam
racdo controle, na primeira (6h) e segunda coleta (24h) (Tabela 7). Nos
primeiros, ocorreu significativa diminui¢do entre elas e nos alimentados

com a ragdo controle, ndo houve diferenca significativa.

Tabela 6. Efeito da interag@o entre os niveis de parede celular de levedura e vacinacdo
sobre o valor percentual de neutrdfilos de tilapia do Nilo.

Neutrofilos (%) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 431 A 3,65A
0,0% parede celular de levedura 0,48 B 1,75B

Médias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maitisculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%



Tabela 7. Efeito da interacdo entre tempo e niveis de parede celular de levedura ou
vacinagdo sobre o valor percentual de neutrofilos de tilapia do Nilo.

116

Neutrofilos (%) 6 horas 24 horas 48 horas
0,3 % parede celular de levedura 4,80 Aa 2,97 Ab 0,16c¢
0,0% parede celular de levedura 1,00 B 0,12B 0,14

Meédias seguidas de letras distintas, mintusculas nas linhas e maitsculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

O ntmero de macrofagos foi significativamente maior nos peixes
vacinados, independentemente do efeito dieta. Entre os ndo vacinados, o
maior nimero foi observado nos alimentados com rag¢do controle (Tabela
8).

A andlise desta variavel ao longo do tempo demonstrou que nos
peixes vacinados, houve diminui¢do significativa entre a primeira (6h) e
segunda (24h) coleta e aumento entre a segunda e terceira (48h). O mesmo
comportamento foi observado nos peixes ndo vacinados, porém sem
diferengas significativas. Embora o nimero de macréfagos tenha sido
maior em todas as coletas nos peixes vacinados, esta diferenca em relagdo

aos ndo vacinados somente foi significativa na terceira coleta (Tabela 9).

Tabela 8. Efeito da interag¢do entre os niveis de parede celular de levedura e vacinagdo
sobre o valor percentual de macréfagos de tilapia do Nilo.

Macrofagos (%) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 2,25a 0,51b
0,0% parede celular de levedura 2,09 a 0,56 b

Meédias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maitisculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%
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Tabela 9. Efeito da interagdo entre tempo e os niveis de parede celular de levedura ou
vacinacdo sobre o valor percentual de macrofagos de tildpia do Nilo.

Macrofagos (%) 6 horas 24 horas 48 horas
Com Vacinagao 1,21a 0,18Db 2,42 Ac
Sem Vacinagao 0,22 0,11 0,47B

Meédias seguidas de letras distintas, mintusculas nas linhas e maitsculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%

O maior nimero de linfocitos ocorreu nos peixes vacinados e
alimentados com dietas suplementadas. O menor nos alimentados com a
racdo controle e ndo vacinados. Entre os n3o vacinados, a dieta com
levedura influenciou positiva e significativamente o nimero de linfécitos
(Tabela 10). Nos peixes alimentados com dietas suplementadas, ocorreu
discreto aumento entre a primeira e segunda coleta, e significativa
diminui¢do na terceira. Nos vacinados, ocorreu significativa reducdo, mais

acentuada na terceira coleta.

Nos peixes alimentados com a ragdo controle ou ndo vacinados,
observou-se tendéncia de aumento no numero de linfdécitos entre a primeira
e segunda coleta e discreta diminui¢do na terceira, porém com valores

ainda superiores aos da primeira coleta (Tabela 11).

Tabela 10. Efeito da interagdo entre os niveis de parede celular de levedura e vacinacdo
sobre o valor percentual de linfocitos de tilapia do Nilo.

Linfocitos (%) Com Vacina Sem Vacina
0,3 % parede celular de levedura 66,84 a 61,69 Ab
0,0% parede celular de levedura 61,44 52,09 B

Meédias seguidas de letras distintas, minusculas nas linhas e maitisculas nas colunas, diferem no
nivel de 5%
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Tabela 11. Efeito da interagdo entre tempo e os niveis de parede celular de levedura ou
vacinagdo sobre o valor percentual de linfocitos de tilapia do Nilo.

Linfocitos (%) 6 horas 24 horas 48 horas
0,3 % parede celular de levedura 64,75 a 65,61 a 39,93 Ab
0,0% parede celular de levedura 56,41 68,85 66,66 B
Com Vacinagao 69,35 a 68,58 a 37,85 Ab
Sem Vacina¢do 54,27 66,10 64,26 B

Para cada fator, médias seguidas de letras distintas, mintsculas nas linhas e maitsculas nas
colunas, diferem no nivel de 5%

Discussio

A redug¢do da porcentagem de mortalidade sob condigdes de
imunossupressdo, devido a suplementacdo com levedura, foi descrita para a
carpa indiana (SAHHO e MUKHERJEE, 2002) e salmonideos infectados
com Vibrio anguillarum e alimentados com 0,2 % de parede celular
(BURRELS et al., 2001). Entretanto, nem sempre a suplementacdo
alimentar com levedura ¢ capaz de melhorar a resposta imune e aumentar a
resisténcia de peixes submetidos ao estresse (BRIDLE et al., 2005).

Os resultados deste trabalho diferem das observacdes de BRIDLE et
al. (2005), pois durante esta pesquisa nenhuma mortalidade ocorreu nos
peixes alimentados com dietas suplementadas, o que sugere aumento da
eficiéncia dos mecanismos de defesa. Glicanos e mananos presentes na
composi¢do da S. cerevisiae e derivados (autolisado e parede celular)
quando utilizados na alimentagdo, determinam incremento da resposta

inflamatdria, inclusive aumentando a resisténcia contra patégenos (SAKAI,



1999; SAKAI et al., 2001; SCAPINELLO et al., 2001ab; ORTUNO et al.,
2002; LT e GATLIN III, 2003; LI et al., 2004).

A menor mortalidade observada nos peixes alimentados com a ragao
controle e vacinados, em relacdo aos alimentados com a ra¢do controle ¢
ndo vacinados, sugere que a vacinagdo melhora a condi¢do organica,
tornando-os mais resistentes ao desafio. Estes dados corroboram com
KLESIUS et al. (2000) e EVANS et al. (2004) que observaram mortalidade
significativamente menor em peixes vacinados e desafiados por S.
agalactiae. Entretanto, a baixa porcentagem de sobrevivéncia relativa
(PSR) observada no presente trabalho entre os peixes que receberam dieta
controle (25%), em comparagdo aos peixes submetidos a suplementagdo
dietética (100%), sugere melhor eficacia da vacina na prote¢do dos peixes,
em associacdo com a suplementagdo dietética com parede celular de
levedura.

PRETTO-GIORDANO (2007) observou PSR de 83,6% em tilapias
vacinadas com apenas uma dose contendo 2,0 x 10° UFC /mL de
Streptococcus agalactiae inativado por formalina e desafiadas apds 30 dias
com a cepa homologa contendo 3,0 x 10° UFC /mL. Quando os peixes
foram vacinados com duas doses, a intervalo de 21 dias, a PSR foi de
96,4%. Portanto, ¢ provavel que o reforco vacinal no presente trabalho,

poderia contribuir com a protecdo dos peixes ao desafio experimental.
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Adicionalmente, varios fatores podem influenciar a eficacia da vacina,
sendo eles: composi¢cdo e concentragdo da vacina, via de inoculagdo, idade
dos peixes, temperatura da agua, concentracdo do indculo para o desafio,
periodo de observagdo pos-desafio, espécie e cepa de estreptococos, uso de
adjuvantes e dose refor¢o, entre outros.

O actimulo de leucdcitos no sitio lesado ¢ uma das principais
caracteristicas do processo inflamatorio. A mobilizacdo adequada e em
tempo habil de leucécitos da microcirculacdo para o foco inflamatorio pelo
mecanismo de quimiotaxia ¢ uma das etapas fundamentais da reacdo e se
traduz na primeira acdo de defesa do organismo e na principal caracteristica
do fenomeno (GARCIA-LEME, 1989). Entretanto, a literatura ¢&
controversa em relacdo aos tipos celulares que constituem o componente
celular da inflamacdo em peixes, particularmente nos processos nao
granulomatosos.

MACARTHUR et al. (1984) avaliaram o efeito da injecdo de
lipopolissacarideo B de Escherichia coli na cavidade peritoneal de
Pleuronectes platessa e verificaram aumento significativo no numero de
leucdcitos totais naquela cavidade. Tais observagdes foram confirmadas
neste trabalho, uma vez que apds a inoculagdo de S. agalactiae na cavidade
peritoneal, ocorreu acimulo significativo de leucocitos totais no foco

inflamado e significativamente nos grupos que receberam suplementagdo
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alimentar com parede celular de levedura. Esse fato sugere que a
suplementacdo incrementa a resposta inflamatdria, favorecendo a defesa do
organismo.

Outros autores comprovaram o aumento da resisténcia contra
patogenos em peixes que receberam o mesmo suplemento, demonstrando
sua ac¢do benéfica (FIGUERAS et al., 1998; ESTEBAN et al., 2000;
ORTUNO et al, 2002; GANNAM, 2005). Em modelo experimental
semelhante, REQUE (2005) verificou maior acumulo de células
inflamatoérias induzida por A. hydrophila inativada em tilapias alimentadas
com dietas suplementadas com 0,3% de parede celular de levedura do que
nas tilapias alimentadas com dietas suplementadas com 2,0% da levedura
integra autolisada ou com ra¢do sem levedura. Os resultados encontrados
nessa pesquisa confirmam essa observacao.

Segundo HILL ¢ ROWLEY (1996) os trombdcitos de peixes
possuem fungdes de defesa expressa pela fagocitose e hemostasia gracas
aos mecanismos de agregacdo, contribuindo para manter o hospedeiro livre
de microrganismos apds dano vascular. Estudos in vitro demonstraram que
Staphylococcus aureus foram fagocitados por trombocitos do exsudato
peritoneal de Cyprinus carpio (SUZUKI, 1986), o mesmo ocorrendo com

Edwardsiella tarda em Anguilla japonica (KUSUDA e IKEDA, 1987).
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Inimeros autores ndo fazem mencdo a presenca de trombocitos na
inflamacdo induzida por diferentes flogogenos, em diversas espécies de
peixes, com filogenética variada (BODAMMER, 1986; JENKINS e
KLESIUS, 1998). Todavia, outros obtiveram resultados semelhantes aos
encontrados neste trabalho. O exame de extensdes do exsudato e
microscopia eletronica revelou a presenca de 63,0% de trombdcitos e
17,0% de macrdéfagos, respectivamente, trés horas apds o estimulo por
carragenina (MATUSHIMA e MARIANO, 1996). No mesmo modelo de
estudo de inflamacdo em pacus, seis horas apos a injecdo de carragenina,
havia 79,0% de trombocitos e 31,0% de macrofagos acompanhados por
numero pouco expressivo de granulocitos e de linfocitos (MARTINS et al.,
2006). BOZZO et al. (2007) observaram a presenga marcante de
trombocitos na inflamagdo induzida na bexiga natatoria de pacus por A.
hydrophila inativada e por tioglicolato, seis e 24 horas apds o estimulo
lesivo, sendo o mesmo verificado por REQUE (2005), utilizando a mesma
bactéria como estimulo lesivo. A cepa utilizada por REQUE (2005) e
BOZZO et al. (2007) era a mesma e oriunda de carne bovina.

Neste trabalho o maior nimero de trombdcitos entre os peixes
vacinados, independentemente da dieta, sugere que a vacinagdo possa
contribuir com a atividade destas células, efeito que pode ser incrementado

na associacdo com a suplementacdo com parede celular de levedura. Esses
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achados reforcam a idéia de que os trombocitos, ao lado dos leucdcitos,
também atuem como célula de defesa do organismo em peixes, como ja
observado por TAVARES-DIAS ¢ MORAES (2004); REQUE (2005);
BOZZO et al. (2007) e TAVARES-DIAS et al. (2007).

Os neutrofilos sdo fagdcitos com atividade citotoxica ndo especifica
(SASAKI et al., 2002). WHITTINGTON et al. (2005) observaram que o
aumento da resisténcia as doencas pela acdo da parede celular de levedura
ocorre mais pela resposta inflamatéria inata do que pela resposta imune
adaptativa. Essa conclusdo em relacdo ao tipo celular referido € 6bvia, uma
vez que ndo participa de respostas relacionadas a memoria imune, seja qual
for a espécie de vertebrado considerada. Neste trabalho os peixes que
receberam dieta suplementada apresentaram numero de neutrofilos
significativamente maior do que os alimentados com a ragdo controle,
independentemente da vacinagao.

ELLIS (1976, 1977) descreveu o predominio de neutrdfilos no foco
inflamatdrio de peixes desafiados por diferentes flogogenos, até 48 horas
quando comecaram a ser substituidos pelos mononucleares. Nas condi¢des
do presente trabalho, foi verificada drastica diminuicdo de neutréfilos a
partir da segunda coleta (24h). Uma hipdtese ¢ que esta diminui¢do esteja
associada aos fatores de viruléncia do patdégeno, uma vez que este tipo de

resposta pode ser direcionada para as caracteristicas do microrganismo
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(FEARON e LOCKSLEY, 1996). Em mamiferos, ao contrario de peixes,
esse fato é muito claro (MORAES et al.,, 1987) e ocorre porque os
neutrofilos tém menor velocidade de quimiotaxia e vida média
relativamente curta, cerca de 24 a 48 horas no foco lesado (GARCIA-
LEME, 1989).

Quando o agente persiste na lesdo inflamatoria, a reagdo tende a
cronificar-se, com o acumulo de macréfagos inflamatorios, linfocitos,
plasmocitos, além de componentes de tecido conectivo como fibroblastos,
fibras colagenas, neovasos e, na dependéncia do agente causal, eosinofilos
(COTRAN et al., 1996). Paralelamente a diminui¢do do nimero de
neutréfilos, foi observado o aumento significativo do namero de
macrofagos, que ocorreu no grupo de peixes vacinados, independentemente
do efeito dieta. Entdo a suplementacdo alimentar foi importante na
estimulagcdo da resposta inespecifica aguda, enquanto que a vacinagdo, a
estimulacdo de resposta imune inespecifica tardia, representada pelo maior
numero de macréfagos. E possivel que os peixes submetidos a dieta com
0,3% de parede celular de levedura disponham de maior fonte de energia
para suprir a demanda imposta pela reacdo inflamatoria no que tange a
atividade de wvasos, células e liberacdo, sintese ou neo-formacdo de

mediadores farmacoldgicos que controlam o fenéomeno.
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A forma de atuacdo de imunoestimulantes sobre o fenomeno
inflamatorio foi sugerida por BRICKNELL ¢ DALMO (2005). Segundo
estes autores, diferentes leucdcitos podem apresentar configuracdes
distintas de receptores de reconhecimento, podendo ocorrer variagdes da
resposta de acordo com o tipo de ligagdo do receptor e dos eventos de
transmissdo dos sinais intracelulares. Todavia, ¢ uma hipotese de dificil
aceitacdo visto a necessidade da estimulacdo e diferentes receptores para
variados imunoestimulantes. Fato conhecido é que a reagdo inflamatoria
apesar de complexa ¢ esteriotipada em relacdo a estimulos de natureza
diversa, como bioldgicos, fisicos ou quimicos. Ou seja, independentimente
do tipo de estimulo ocorre vasodilatagdo, aumento da permeabilidade
vascular, aumento da viscosidade sangiiinea até¢ a estase, marginagdo
leucocitaria, diapedese, quimiotaxia e fagocitose por células competentes
(GARCIA - LEME, 1989; COTRAN et al., 1996).

Ratos alimentados com ragdo hipopoprotéica ou diabéticos
apresentam marcada diminui¢do da reagdo inflamatoria no que se refere as
respostas vasculares e celulares, porém sem alterar o padrdo morfologico
de resposta. O mesmo ocorre quando a concentracdo plasmatica de
costicosteroides adrenais estd alta (GARCIA LEME, 1989). Peixes
confinados, independentemente da densidade populacional, estdo em

ambiente diferente daquele para o qual foram selecionados pela evolucdo
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genética. Assim, ¢ possivel que mantenham alta demanda por energia
mesmo que os niveis de cortisol estejam em padrdes considerados normais.
Desta forma, ao terem sua dieta suplementada com vitamina C (PETRIC et
al., 2003; MORAES et al., 2003; BRUM, 2003), vitamina E (BELO, 2002),
parede celular de levedura ou levedura integra e autolisada (REQUE,
2005), consigam maior patamar homeostatico, reduzindo a estimulagdo do
eixo hipotdlamo-hipofise-interrenal com menor liberagdo de cortisol,
favorecendo ou facilitando a resposta inflamatoria de modo a tornar mais
eficientes as defesas contra o patogeno.

Necessario ter em mente que quando os imunoestimulantes sio
injetados nos peixes, independentemente da cavidade ou tecido e da
substancia empregada, ocorre a inflamacdo. Ao serem desafiados,
particularmente quando a mesma via ¢ utilizada, os macrofagos ja estardo
em estado de alerta e responderdo mais prontamente recrutando neutréfilos
para o foco inflamado (FERREIRA, 1980).

Neste ensaio, a vacinagdo pode ter produzido esse tipo de efeito,
apesar do tempo decorrido para desafio. Assim, para que fique
caracterizada a participacdo do sistema imune especifico, ¢ necessaria a
titulacdo de anticorpos. De fato, quando o imunoestimulante é oferecido
por via oral ocorre sua degradagdo pela digestdo, fato que tornaria dificil, a

sensibilizagdo de receptores de membrana celular de qualquer leucocito.
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Desse modo, o incremento da resposta inflamatoria gragas a um
maior patamar homeostatico facilitando a acdo dos elementos que
participam do processo torna-se idéia atraente e atende a um dos aspectos
da resposta do hospedeiro que ¢ a uniformidade. Essa padronizagdo
destaca-se quando se considera ndo s6 a inflamagdo, mas qualquer tipo de
lesdo celular em fun¢do da infinidade de tipos de agentes injuriantes de
natureza bioldgica, quimica e fisica.

Neste trabalho, o maior nimero de linfocitos ocorreu nos peixes
alimentados com dieta contendo levedura e vacinados, sendo assim,
verificado efeito sinérgico positivo entre estes fatores. KLESIUS et al.
(2000) e SHELBY et al. (2000) verificaram maior numero de linfécitos em
tilapias que foram vacinadas contra S. iniae, mas que ndo receberam f3
glicano de levedura. No presente trabalho, nos peixes exclusivamente
vacinados, também foi verificado aumento no niumero de linfécitos, porém
menor, em comparagdo aos peixes alimentados com dietas suplementadas e
vacinados. Mais uma vez, com base nessas informacgdes, a hipotese de que
as substincias ditas imunoestimulantes atuem por melhorar o patamar
homeostatico ¢ atraente, pois na producdo de anticorpos assim como na
mobilizagdo de leucdcitos, a demanda energética aumenta.

A presenca de linfocitos na cavidade peritoneal indica que o desafio

estimulou os mecanismos de defesa e a resposta ocorreu. Entretanto, a
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diminuicdo do numero destas células especialmente a partir da terceira
coleta nos peixes alimentados com dietas suplementadas ou vacinados,
sugere que a resposta inflamatoria foi eficiente no controle da infecgéo.
Portanto, é possivel concluir que, também em peixes, o acumulo de células
no foco inflamatdrio € fato relevante.

Os resultados deste trabalho sugerem que a suplementacdo alimentar
com 0,3% de parede celular de levedura associada a vacinacdo, além de
minimizar os problemas relativos a administracdo da substincia
isoladamente, melhora a resposta de defesa dos peixes, no que se refere a

inflamag¢do aguda e destaca a importancia da vacinagao.
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