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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito probidtico do Bacillus
amyloliquefaciens no desempenho produtivo, perfil hematologico, morfometria e
ultra-estrutura do intestino de tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) cultivadas
em tanque-rede. Foram utilizadas 936 tilapias-do-Nilo, distribuidas em 12
tanques-rede em delineamento inteiramente casualizado constituido por 4
tratamentos e 3 repeticdes. Os animais foram alimentados por 90 dias (3%
biomassa/dia) com as seguintes concentragcbes de probidtico incluidos a ragao
comercial: 0 (Controle); 1 x 106 UFC-g (T1); 5 x 106 UFC-g (T2); e 1 x 107
UFC-g™ (T3). Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e, quando significativos, ao teste de Tukey (P<0,05). Os resultados
demonstraram que nao houve diferenga no desempenho zootécnico e na
composicao centesimal. Os niveis de glicose e hemoglobina foram menores nos
grupos que receberam as maiores concentragbes de probidtico em relacdo ao
grupo controle, indicando que o mesmo induziu a elevagcdo do patamar
homeostatico. Os demais indices hematoldgicos nao tiveram alteragdes entre os
grupos. Foi observado aumento significativo no tamanho dos vilos e do numero
de células -caliciformes do intestino nos grupos que receberam maior
concentracao de probidtico o que implica em melhora na digestao e absorcao de
nutrientes pelos peixes. As microfotografias de varredura do trato gastrointestinal
nao mostraram presenca de B. amyloliquefaciens provavelmente pela baixa
quantidade de bactérias fornecidas e as condicbes ambientais adversas do
cultivo. Estes resultados permitem inferir que nas condigdes testadas, a
administracao de B. amyloliquefaciens nao apresentou efeito satisfatorio quanto
ao desempenho zootécnico. Contudo, o aumento das vilosidades intestinais e do
numero de células caliciformes e elevagao do patamar homeostatico observados

no presente estudo, podem indicar um estado de maior higidez do animal.

Palavras-chave: Aquicultura, morfologia intestinal, Oreochromis niloticus,

morfometria.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the probiotic effect of Bacillus
amyloliquefaciens on productive performance, hematological profile, morphology
and ultrastructure of the intestine in the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) reared
in cages. A total of 936 Nile tilapias were distributed in 12 cages in a completely
randomized design consisting of four treatments and three replications. The
animals were fed for 90 days (3% biomass / day) with concentrations of probiotic
included in commercial diets: 0 (control); 1 x 108 CFU-g -' (T1); 5 x 106 CFU-g"’
(T2); and 1 x 107 CFU-g' (T3). The results were subjected to analysis of
variance (ANOVA) and when significant by Tukey's test (P <0.05). There was no
difference in growth performance and proximate composition. The glucose level
and hemoglobin were lower in the group receiving the highest concentration of
probiotic compared to the control group indicating that it may have an effect in
increasing the homeostatic level. Others haematological indices presented no
differences. There was growth of the villi and the number of goblet cells of the
intestine in treated groups, which results in improved digestion and absorption of
nutrients by the fish. The scanning photomicrographs of the gastrointestinal tract
showed no presence of B. amyloliquefaciens. This may be especially the amount
of bacteria supplied with the environmental conditions of cultivation. These
results allow us to conclude that under the conditions tested, B.
amyloliquefaciens showed no sufficient effect on growth performance. However,
increased intestinal villi, goblet cell number and increased homeostasis level

observed in this study could mean a higher state of health in the animal.

Keywords: Aquaculture, intestinal morphology, Oreochromis niloticus,

morphometry.
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1. INTRODUGAO

A aquicultura é o setor de produgdo animal que mais cresce no mundo
(Jensen, Nielsen e Nielsen, 2014). Estima-se que desde 2010 a produgao
aquicola mundial cresceu em meédia 6,2% ao ano, chegando a produzir 70,5
milhdes de toneladas em 2013 (FAO, 2014).

Dentre as espécies mais cultivadas, a tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) é superada apenas pela carpa (Tsadik e Bart, 2007; Scorvo-Filho et al.,
2010). No Brasil, o cultivo de tilapia-do-Nilo apresenta grande importancia
econbmica, devido as suas Otimas caracteristicas de produgdao em regides
tropicais como: rapida taxa de crescimento, adaptabilidade a diversos sistemas
de criagao, rusticidade e boa aceitagdo de mercado (Tsadik e Bart, 2007; Brasil,
2010).

A falta de disponibilidade de locais para produgédo de organismos aquaticos
é fator limitante para manutencédo da atual taxa de crescimento da aquicultura
(OECD/FAO, 2013). Como alternativa, o uso de tanques-rede torna-se um meio
para o aproveitamento de corpos d’agua subutilizados pela piscicultura
convencional (Karnatak e Kumar, 2014). Apesar de recente, o cultivo de tilapia-
do-Nilo em tanques-rede cresceu ocupando lugar de destaque no Brasil,
principalmente pela vasta area hidrografica disponivel, aliada a facilidade do
manejo neste sistema e as caracteristicas bioldgicas da espécie (Degefu,
Mengistu e Schagerl, 2011; Garcia et al., 2014).

Embora vantajoso do ponto de vista produtivo (Kim et al., 2014), o cultivo
de peixes em tanques-rede € exercido sobre altas densidades de estocagem,
expondo os peixes a elevada condi¢cdo de estresse, comprometendo o sistema
imunoldgico e fazendo com que se tornem alvos de patdgenos como: virus,
bactérias, fungos e parasitas (Akoll et al., 2012; Cerezuela et al., 2012; Telli et
al., 2014).

Atualmente, a utilizagcdo de antibidticos como medida preventiva de
doencgas € bastante questionada por ser fonte de poluigdo ambiental (Ayandiran
et al., 2014), acumular-se na carne dos peixes (Lim e Webster, 2006) e
principalmente por promover a resisténcia de bactérias a estes farmacos (Wood,

1
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Gold e Moellring-Jr, 1996; Balcazar et al., 2006), representando sério risco para
a saude humana e animal (Kersarcodi-Watson et al., 2008).

Um método alternativo e promissor para o controle de doencas em peixes
€ 0 uso de microrganismos vivos que podem restringir o crescimento de
patogenos (Aly et al., 2008). Estes microrganismos que quando administrados
de forma adequada conferem efeitos benéficos a saude do hospedeiro séo
chamados de probioticos (FAO/WHO, 2001).

Além de representar uma medida ao combate de doencas, os probidticos
sao utilizados como promotores de sinteses vitaminicas (Lin et al., 2012; Lee et
al., 2013), melhorando o desempenho zootécnico de animais (Mohapatra et al.,
2014; Reyes-Becerril et al., 2014), elevando o percentual de sobrevivéncia (Xing
et al., 2013; Wu et al., 2014) e a qualidade de agua (Talpur et al., 2013; Chi et
al., 2014a).

A eficiéncia dos probidticos em peixes pode ser avaliada utilizando-se
varios parametros como: a capacidade de se estabelecer e multiplicar no trato
gastrointestinal do hospedeiro (Chi et al., 2014b; Lazado e Caipang, 2014),
apresentar propriedades antagonistas para um ou mais patdégenos (Balcazar, et
al.,, 2006), ser livre de genes de resisténcia a antibidticos e ndo deve ser
patogénico a espécie hospedeira e a outros organismos (Merrifield et al., 2010).
Além disso, é importante que as bactérias probidticas apresentem contribui¢cdes
nutricionais (Ringo e Gatesoupe, 1998) e promovam crescimento e bem-estar do
animal (Avella et al., 2010; Merrifield et al., 2010).

Os meios exatos pelos quais os probidticos melhoram o desempenho
produtivo ndo sdo bem conhecidos (Sun et al., 2010). Sabe-se que os mesmos
estimulam o desenvolvimento da superficie de absor¢do de nutrientes pela
modificacdo na estrutura intestinal, aumentam os nutrientes disponiveis para
absorgao e a quantidade de enzimas digestivas no trato gastrointestinal (Mello et
al., 2013). Além disso, as bactérias probidticas podem ser utilizadas como fonte

de nutrientes (Ten Doeschate e Coyne, 2008).

As bactérias do género Bacillus destacam-se entre os principais probioticos
utilizados na aquicultura. Estas bactérias apresentam facilidade de cultivo e
formacao de esporos resistentes a efeitos fisicos e quimicos, o que facilita sua

conservagao (Wang et al., 2008; Nayak, 2010a; Das et al., 2013; Han et al.,
2
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2015). Além disso, varias bactérias deste género apresentam capacidade de
segregar compostos antimicrobianos e diferentes exoenzimas que auxiliam na
digestéo (Nicholson et al., 2000; Rengpipat et al., 2000; Ziaei-Nejad et al., 2006).

Bacillus amyloliquefaciens (Fukomoto, 1943) é uma bactéria néo
patogénica em forma de bastonete, aerdbica, Gram-positiva e catalase positiva
(Loncar et al.,, 2014). Sua forma é semelhante ao Bacillus subtilis, porém
fermenta lactose e pode crescer em meio contendo NaCl (10%) (Welker e
Campbell, 1967). B. amyloliquefaciens apresenta grande resisténcia a variagao
nas condicdes ambientais (Mahdhi et al., 2012; Das et al., 2013), atividade
antibacteriana de largo espectro (Kaewklom et al., 2013) e € uma importante
produtora de a-amilase, enzima que atua na digestdo de carboidratos (Wang et
al., 2008).

Destacam-se na literatura, os seguintes estudos do uso probidtico do B.
amyloliquefaciens na aquicultura: Cao et al., (2011) observaram em Anguilla
anguilla atividade antagonista de B. amyloliquefaciens frente a Aeromonas
hydrophila. O mesmo efeito foi observado por Ran et al., (2012) em [ctalurus
punctatus, para Aeromonas hydrophila e Edwardsiella ictaluri. Ridha e Azad,
(2012) relatam em O. niloticus melhorias no desempenho produtivo e na
resposta imune, Reda e Selim, (2014) também em O. niloticus, observaram
alteragdes positivas na composigédo corporal e morfologia intestinal e Das et al.,

(2013) observaram aumento na resisténcia as doengas em Catla catla.

Como sua utilizagao como probidtico é recente, pouco se conhece sobre
seu efeito no organismo hospedeiro. Neste sentido, mais estudos séao
necessarios para definir o efeito desta bactéria no crescimento dos peixes e no
trato intestinal (Das et al., 2013). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito probidtico da inclusao de trés concentragbes de Bacillus amyloliquefaciens
sobre o desempenho produtivo, perfil hematoldgico, morfometria e ultra-estrutura
intestinal em tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus) cultivadas em tanque-rede.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S105046481400312X#bib25
http://ijs.sgmjournals.org/search?author1=Li-Ting+Wang&sortspec=date&submit=Submit

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e modelo experimental

O experimento foi realizado no lago do Centro de Aquicultura da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal (21°. 14.33" S,
48°.17.55 0O). Foi instalado um sistema de tanques-rede composto por 12
tanques (1,5m%). Em cada tanque, foram utilizadas 78 tilapias-do-Nilo
(Oreochromis niloticus) (35+5g) masculinizadas e provenientes da mesma
desova. Os tanques-rede foram distribuidos em 4 grupos experimentais em
triplicata em delineamento inteiramente casualizado.

Os animais foram aclimatados durante 10 dias e alimentados com ragao
comercial (NutriAcqua® 28%PB, 3600 kcal.kg™). A inclusdo do probidtico seguiu

a distribuicdo apresentada na tabela 1.

Tabela 1. Diferentes concentragdes de Bacillus amyloliquefaciens adicionados a
dieta basal de tilapias-do-Nilo.

Tratamento Incluséo de B. amyloliquefaciens
Controle 0
T1 1 x 108 UFC-g™"
T2 5 x 108 UFC-g™
T3 1 x 107 UFC-g™"

A taxa de alimentagao foi de 3% do peso vivo fornecida 3 vezes ao dia por
90 dias. Neste periodo foram realizadas duas biometrias aos 30 e 60 dias para
ajuste da quantidade da dieta fornecida. Diariamente a temperatura da agua e o
oxigénio dissolvido foram mensurados com aparelho YSI 53 (YSI Company,
USA). O pH e a condutividade elétrica foram mensuradas semanalmente com
auxilio do aparelho YSI 63 (YSI Company, USA). A transparéncia da agua foi
mensurada utilizando o disco de Secchi, no horario de 11:00 horas, em dias

alternados e com incidéncia de poucas nuvens.



2.2. Isolamento e identificagdao da cepa bacteriana probiética

O probidtico utilizado € derivado de um produto comercial que contém em
sua composi¢cao Bacillus amyloliquefaciens. Para confirmagdo da presenca
desta bactéria no produto, 1,0 g do probidtico liofilizado foi homogeneizando em
99 mL de tampéao fosfato salino (PBS) (pH 7,4). Desta solugdo, 1 mL foi
transferido para recipiente contendo solugdo peptonada (4%) (Sigma-Aldrich,
MO, USA) para realizagbes das diluigdes seéricas. De cada diluigdo, 100 pl da
solugdo foram distribuidos em placas de petri contendo meio de cultura
“Trypticase Soy Agar” (TSA). Cada placa foi montada em Spread plate em
triplicata e incubadas por 24 a 48h em aerobiose a 26°C. As colbnias de Bacillus
sp. foram identificadas observando suas caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e tintoriais (Priest et al., 1987). A partir das colénias isoladas foi
realizado o sequenciamento do gene 16S rDNA pelo método proposto por
Sanger, Niklen e Coulson (1977).

Para quantificacdo de bactérias probidticas aderidas a ragao nos
diferentes tratamentos, 1,0 g da dieta preparada com probidtico foi
homogeneizada em 99 mL de PBS (pH 7,4). A partir desta solugédo foram
realizadas diluicbes séricas e 100 ul foram distribuidos em placas de petri com
TSA e incubadas como descrito anteriormente. Por fim, foi realizada a
quantificacdo das colénias que apresentaram caracteristicas morfologicas,
bioquimicas e tintoriais compativeis com B. amyloliquefaciens, uma amostra
bacteriana de cada tratamento foi submetida novamente a identificacdo

molecular como descrito anteriormente (Priest et al., 1987).

2.3. Preparo da dieta

Foi utilizado o probiético liofilizado contendo B. amyloquifaciens, adicionado
a ragdo comercial (NutriAcqua 28%PB, 3600 kcal.kg™') nas concentragdes
anteriormente descritas. Para conseguir concentragdes finais homogéneas de
bactérias na dieta e facilitar a adesdao do probidtico a racdo, a suspensao
bacteriana foi adicionada a ragdo e homogeneizada manualmente com adigéo

de oleo vegetal comercial (4% do peso; 4000 kcal.L™'). Assim, segundo as



recomendacgdes de Das et al., (2013), o alimento foi preparado a cada 7 dias

para manter o nivel ideal de probidtico na ragao.

2.4. Avaliagao do desempenho zootécnico

Apos 90 dias de alimentacdo com dieta suplementada com probi6tico, os
grupos experimentais foram transferidos para o centro de Pesquisa em Patologia
e Parasitologia Animal (CPPar) e acondicionados em caixas de fibra de 250L
(n=16) abastecidas com agua corrente de pogo artesiano com vaz&o constante e
aeragao suplementar.

Os animais foram medidos (comprimento padrao) e pesados em balanca

digital para os calculos de desempenho:

Ganho de Peso = Peso final (g) — Peso inicial(g)

Consumo de racgéo (g)

Conversao alimentar aparente =
p Ganho de peso (g)

Ln massa final — Ln massa inicial x 100

Taxa de crescimento especifico = -
pecif nde dias

o ) Ganho de Peso (g)
Eficiencia Alimentar = — x 100
Consumo de ragao (g)

2.5. Avaliagao da composicao bromatolégica

Apos o periodo de alimentagdo com ragao suplementada com probidtico,
10 peixes de cada um dos grupos foram submetidos a eutanasia com o uso de
benzocaina diluida (0,5 g.L-') (Wedemeyer, 1970) e estocados em freezer a -
18°C para posterior analise da composi¢cao quimica corporal. As amostras ainda
congeladas foram moidas individualmente em moedor de carne, até obter uma
polpa homogénea. Esta polpa foi posteriormente seca em estufa a 55°C por 48
horas e moidas em moinho bola. A umidade foi entdo determinada através
de secagem em estufa a 105° C durante 24 horas. O teor de cinzas foi obtido

através da incineragdo em mufla a 550°C e a energia definida por meio de
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bomba calorimétrica. A proteina foi determinada pelo método de Kjeldahl e o
extrato etéreo pelo método Soxhlet (AOAC, 2000).

2.6. Avaliagao do perfil hematolégico e glicemia

Apo6s o término do periodo de alimentagdo, 10 animais de cada grupo
foram estocados em caixas de agua por 3 dias e posteriormente anestesiados
com benzocaina diluida (0,1g.L-"). O sangue foi coletado por pungéo do vaso
caudal com seringa descartavel e distribuido em microtubos contendo EDTA
(10%).

Foi determinado o hematdcrito (Goldenfarb et al.,, 1971), hemoglobina
(Collier, 1944) e contagem de eritrécitos (Campbell e Mader, 2006) utilizando a
solucdo de Natt & Herrick como diluente e corante (Natt e Herrick, 1952).

Com estas variaveis foram calculados o volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina

corpuscular média (CHCM), segundo as expressdes:

hematdcrito(%)

VCM =
RBC (milhdes / mm?)

X 10

Hb total (g%)
HCM = —— ==X 10
RBC (milhdes / mm~)

Hb total (g%)
CHCM(%) = T(OA)) x 100

Para contagem total e diferencial de leucécitos e trombdcitos, as
extensdes sanguineas foram confeccionadas e coradas com corante Panotico
Rapido (Laborclin; PR. Brasil). As contagens de leucdcitos e trombdcitos foram
realizadas em extensdes sanguineas considerando até 2000 eritrocitos para a
contagem total. De posse desses resultados e da contagem de eritrocitos em

camara de Neubauer, foi realizado o calculo:



Leucécitos (ML de sangue) = (numero de leucdcitos x contagem de

eritrocitos/pL)/ namero eritrécitos na extensao sanguinea

Trombdcitos (ML de sangue) = (numero trombodcitos x contagem de

eritrocitos/pL)/ namero eritrécitos na extensao sanguinea

A determinagao da glicemia foi realizada com uma aliquota de sangue e
avaliada no analisador rapido para glicose One Touch UltraMini® (Lifescan, CA,
USA).

2.7. Analise da morfometria intestinal

A coleta do intestino foi realizada nos mesmos peixes submetidos a
andlise do perfil hematolégico. Os peixes foram submetidos a eutanasia
conforme descrito anteriormente e realizada uma incisdo longitudinal no ventre
para exposi¢cao dos orgaos. O segmento do intestino coletado correspondeu a
porcao anterior localizada dois centimetros a partir do piloro.

Cada fragmento do intestino foi fixado em solugao de Bouin por 24 horas.
A desidratacdo posterior foi feita em alcool 70% até o momento do
processamento histologico de rotina (Honorato et al., 2011). Os fragmentos
foram divididos e separados em laminas diferentes e corados com Hematoxilina-
Eosina (HE) para analise da morfologia das vilosidades e com “Periodic Acid
Schiff” (PAS) para a contagem de células caliciformes.

As laminas foram analisadas no microscopio de luz com o auxilio do
analisador de imagem AxioVision Zeiss®. Foi realizada a mensuragdo da altura
da vilosidade desde a base do vilo até o apice, altura total da vilosidade desde a
serosa até o apice do vilo, largura da vilosidade, espessura do epitélio e
contagem das células caliciformes. As mensuragdes foram realizadas em dez

vilosidades de cada corte do intestino em objetivas de 5x e 10x.

2.8. Microscopia eletronica de varredura


http://www.zeiss.com.br/microscopy/pt_br/produtos/software-para-microscopia/axiovision-para-biologia.html

Para analise de microscopia eletrénica do trato intestinal foram utilizados
trés peixes por grupo. Um fragmento da porgao anterior do intestino de cada
animal foi coletado e acondicionado em frasco contendo glutaraldeido (3%).
Apos 24 horas de fixagdo, cada fragmento do intestino foi preso nas
extremidades a um papel cartdo e aberto no sentido longitudinal com auxilio de
um bisturi, expondo as vilosidades. Posteriormente, o fragmento foi lavado com
tampéao fosfato (0,1 M; pH 7,6) e pos-fixado em solugdo de tetroxido de ésmio
(1%). As amostras foram desidratadas em concentragcbes crescentes de alcool
etilico (30 a 100%) e o material levado ao secador de ponto critico com didxido
de carbono. O material foi recoberto com uma camada de 30nm de ouro e
finalmente, eletromicrografado em microscopio eletrénico de varredura (Modelo
Jeol JSM 5410) operando em 15 KV.

2.9. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA).
Quando encontradas diferencas estatisticas as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Os dados foram analisados pelo
programa R Statistic (versao 0.98.1) e apresentados como valor médio + desvio

padrao.



3. RESULTADOS
3.1. Parametros fisico-quimicos da agua

O experimento foi realizado entre os meses de Abril a Junho de 2014.
Durante o periodo experimental, com excecdo da temperatura, ndo foram
observadas alteragbes na qualidade da agua que possam ter interferido na
alimentacao das tilapias-do-Nilo (Boyd e Massaut,1990). Os valores dos
parametros fisicos e quimicos da agua mensurados nos meses do experimento

estao descritos na tabela 2.

Tabela 2. Valores médios * desvio padrao da variacdo dos parametros fisicos e
quimicos da agua no ambiente de cultivo.

Parametros da agua Média
Temperatura (°C) 24,35+ 2,43
Oxigénio (mg/L) 7,31+£0,48
pH 7,50 £ 0,30

Transparéncia (cm) 26,03 £ 2,10
Condutividade (pV) 45,54 + 10,40

A temperatura da &gua variou de 21,9°C a 27,1°C, reduzindo
gradativamente do inicio ao fim do experimento (Figura 1). Os demais indices se

mantiveram praticamente constantes durante este periodo.
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Figura 1. Temperatura da agua de cultivo durante o periodo experimental
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3.2. Desempenho zootécnico

Ndo houve diferenga estatistica entre o efeito das diferentes
concentracdes do probidtico e os indices zootécnicos avaliados. Portanto, nas
condigbes avaliadas, o B. amyloliquefaciens ndo apresentou eficacia no ganho
de peso, na conversao alimentar aparente, na taxa de crescimento especifico e
na eficiéncia alimentar para tilapia-do-Nilo (Tabela 3). Os valores da analise
bromatolégica da composigdo corporal dos peixes também ndo mostraram

diferencga significativa entre os grupos tratamento e controle (Tabela 4).

Tabela 3. indices de desempenho zootécnico de tilapias-do-Nilo alimentadas
com diferentes concentragdes do probiodtico na racdo. GP: Ganho de peso; CAA:
Conversao alimentar aparente; TCE: Taxa de crescimento especifico; EA:
Eficiéncia alimentar

Tratamentos GP (9) CAA (9) TCE (%) EA
Controle 86,84 + 36,532 1,80 + 0,52® 1,10+ 0,51 0,842+ 0,245
T1 83,47 + 30,84 1,79 + 0,50° 1,09+0,44% 0,864 + 0,245
T2 90,44 + 39,68 195+0,822 1,13+0,53% 0,791+ 0,300
T3 94,5 + 39,66 1,57 £ 0,41% 1,18+0,55* 0,906 + 0,2062

N&o houve diferenga estatistica (P>0,05) entre os tratamentos para as variaveis
apresentadas.

Tabela 4. Valores médios da composi¢cdo quimica corporal de tilapias-do-Nilo
alimentadas com diferentes concentragcdes de probiodtico na racdo. PB: Proteina
bruta; EE: Extrato etéreo; UM: Umidade; MM: Matéria mineral; E: Energia.

Tratamentos PB% EE % UM % MM % E (Kcal/kg)
Controle 43,1 £+ 0,32 258 +0,82 225+0,5% 11,8 + 0,72 5064 + 21,12
T1 446 + 0,4® 242 + 0,9 238 +0,3% 13,8 £+ 0,4 5716 + 13,52

T2 399 +0,6% 254 +0,72 232+0,62 12,3 + 0,42 5150 + 16,12

T3 42,8 + 0,4® 26,6 £ 0,82 22,7 +0,5% 12,0 £ 0,62 5635 + 18,3

Nao houve diferenca estatistica (P>0,05) entre os tratamentos para as variaveis
apresentadas.
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3.3. Perfil hematolégico e glicemia

Os valores de hemoglobina e glicemia apresentaram diferenga significativa entre
os tratamentos. O grupo que recebeu maior concentragéo do probidtico na ragéo
(T3) apresentou menor valor para estas variaveis em relagdo ao grupo controle
(Figura 2). Os demais indices hematimétricos da série vermelha (Tabela 5) e a
contagem diferencial de leucdcitos (Tabela 6) n&o apresentaram diferenga

estatistica entre os tratamentos.
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Figura 2. Valores médios de glicemia e hemoglobina no sangue de tilapias-do-Nilo
alimentadas com diferentes concentracdes do probiético na ragao.
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Tabela 5. Valores médios de Hct: Hematdcrito; Hb: Hemoglobina; RBC: Eritrécitos; CHCM: Concentragdo de hemoglobina
corpuscular média; HCM: Hemoglobina corpuscular média; VCM: Volume corpuscular médio e GP: Glicose plasmatica de tilapias-
do-Nilo alimentadas com diferentes concentragdes de probidtico na ragao.

Hct Hb RBC CHCM HCM VCM GP*

Tratamento (%) (g.dL)* (x 104 L") (g.dL™) (pg) (fL) (mg dL™")
Controle 36,8 + 2,92 10,75 + 1,02 20593 + 49,62 27,01 + 34 33,05 + 582 12596 +21,72 110,00 + 34,9°
T1 385 + 34 11,20 +1,6° 20233 + 34,62 2444 + 32° 3253 + 462 123,78 +11,02 66,80 + 36,8%

T2 392 + 1,62 10,90 + 1,32 303,06 + 3342 2795 + 492 3572 + 7,02 127,89 +11,82 4140 1 98P

T3 37,4 + 1,92 8,53 +1,2° 203,50 + 36,52 26,36 + 46 3508 + 7,99 133,31 +2042 36,25 &+ 58P

Média seguida por letras distintas diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Tabela 6. Valores médios da contagem diferencial da série branca do sangue de tilapias-do-Nilo alimentadas com diferentes
concentracdes de probidtico na ragao.

Leucdcitos Linfocitos Neutrofilos Mondcitos Basdfilos Eosindfilos
Tratamento. (mm3) (103, L") (103, uL-) (103, pL-) (103, uL-) (103, uL-)
C 110,2 + 20,52 31,44 + 8,1° 16,3 + 4,922 16,02 + 3,42 0+0 0,3 + 0,042
T1 129,4 + 27,82 26,31 + 132 19,55 + 5212 15,03 + 472 0+0 0,31 + 0,22
T2 105,92 + 14,32 30,72 + 9,32 16,2 + 4,162 17,46 + 6,22 00 0,27 + 0,182
T3 112 + 13,42 28,11 + 6,42 1411 + 3,12 14,6 + 7,22 0+0 0,32 + 0,232

Nao houve diferenga estatistica (P>0,05) entre os tratamentos para as variaveis apresentadas
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3.4. Analise histomorfométrica das vilosidades intestinais

A analise histomorfométrica da por¢ao anterior do intestino mostrou
diferenga significativa na altura dos vilos nos grupos T2 e T3 em relagao ao
grupo T1 e controle (Figura 3). Contudo, ndo foram observadas lesbes no
tecido intestinal e nem diferengas no aumento e na altura total, largura dos vilos
e espessura do epitélio entre os grupos tratamentos e o controle (Tabela 7). Os
peixes que receberam maior concentragao do probidtico também apresentaram
numero significativamente maior de células caliciformes que o grupo controle
(Tabela 8; Figura 4).

Tabela 7. Parametros histomorfométricos do intestino de tilapias-do-Nilo no
grupo controle e nos grupos alimentados com diferentes concentracbes de
probidtico na ragao.

Altura Total dos  Altura dos Vilos Largura dos Espessura do

Tratamentos
Vilos (um) (Mm) Vilos (um) Epitélio (um)
Controle 466,0 £+ 92,92 378,1 + 99,7° 62,5 + 27,77  113,3 £ 83,42
T1 407,2 121,128 371,3 + 916° 51,4 + 8,72 98,9 +19,82
T2 438,4 + 105,52 423,2 + 95,372 542 + 11,48  118,3 +21,52
T3 487,2 + 31,22 469,4 + 2512 57,0 £ 13,32  107,3 + 23,92

Valores seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

Tabela 8. Média e desvio padrédo da contagem de células caliciformes na
porcao anterior do intestino de tilapias-do-Nilo no grupo controle e nos grupos
alimentados com diferentes concentracdes do probiético na ragao.

Tratamento Células Caliciformes por vilo

Controle 11,38 * 52°
T1 1645 * 6,63%
T2 2524 * 8,32°
T3 23,32 * 8,43°

Valores seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

14



Figura 3. Fotomicrografias da porgéo anterior do intestino de tilapias-do-Nilo
alimentadas com diferentes concentragées do probidtico na ragdo. Em A:
Grupo controle; B: T1; C: T2 e D:T3. Aumento proporcional da altura das
vilosidades conforme aumento da concentracédo do probidtico. Barra de escala:
200 um. Coloracao: Hematoxilina-Eosina.
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Figura 4. Fotomicrografias da camada epitelial das vilosidades do intestino de
tilapias-do-Nilo alimentadas com diferentes concentragdes do probidtico na
ragao. Em A: Grupo controle; B: T1; C: T2 e D:T3. Pontos de cor magenta na
borda das vilosidades representam células caliciformes. Aumento gradativo das
células caliciformes proporcional a concentracédo do probiético na dieta. Barra
de escala: 100 ym. Coloracéo: Periodic Acid-Schiff
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3.5. Microscopia eletronica de varredura

Nado foram observadas diferengas na morfologia e colonizagdo do
intestino nos grupos avaliados. As fotomicrografias de varredura mostraram
escassas populagdes de bactérias em forma de cocos aderidas a superficie

intestinal, provavelmente autéctones. Nenhuma bactéria probiodtica, em forma

de bacilo, foi encontrada na analise das microfotografias (Figura 5).

Figura 5. Fotomicrografia de varredura da regido anterior do intestino de
tilapias-do-Nilo alimentadas com diferentes concentragdes do probidtico. Em A:
Controle; B: T1; C: T2 e D: T3. Observar auséncia de alteragdes no grupo
controle e nos grupos tratamento (50x, escala: 500um)
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4. DISCUSSAO

Na aquicultura, o fornecimento da dieta ideal esta relacionado ao
crescimento dos animais e pode implicar na redugao de custos de producao
(Lovell, 1991). Neste sentido, as bactérias do género Bacillus sdo comumente
avaliadas quanto ao seu efeito probidtico na melhoria do desempenho
zootécnico em varias espécies de peixes (Apun-Molina et al., 2009; Wu et al.,
2012).

Sun et al., (2010) observaram melhoria na taxa de conversao alimentar
de Epinephelus coioides apés 60 dias de suplementacdo com Bacillus clausii e
Bacillus pumilus (108 UFC g). He et al., (2011) também relataram melhorias
no desempenho em Cyprinus carpio alimentados com B. subtilis (10'°© CFU g™")

apods 5 semanas de suplementacgao.

Para tilapias-do-Nilo, os beneficios do género Bacillus no desempenho
zootécnico foram relatados por Reda e Selin (2014) que observaram aumento
no ganho de peso, taxa de crescimento especifico e conversédo alimentar ao
fornecer B. amyloliquifaciens (10° UFC. g') para alevinos por 60 dias.
Entretanto, os autores ndo observaram diferencas quando o probiotico foi
administrado na concentragdo 10* UFC g'. Da mesma forma, Telli et al., (2014)
nao observaram efeito de B. subtilis (5 x 108 CFU g') sobre o desempenho

produtivo da tilapia-do-Nilo, mesmo apos 84 dias de suplementacao da dieta.

No presente estudo, ndo foi observado efeito probidtico do B.
amyloliquefaciens sobre os indices zootécnicos avaliados. Ridha e Azad (2012)
forneceram B. amyloliquefaciens (108 UFC g') para tilapias-do-Nilo por 99 dias
e também nao encontraram neste periodo diferenca nos indices de
desempenho em relagdo aos grupos tratamento e controle. Entretanto, eles
observaram que ao continuar o fornecimento da dieta por mais 60 dias sem
adicao do probidtico 0s animais suplementados com B. amyloliquefaciens
apresentaram melhor desempenho produtivo, sugerindo que os efeitos deste

probidtico manifestam-se em longo prazo no desempenho produtivo.

Sun et al, (2010) observaram que o fornecimento de altas
concentragdes de Bacillus sp. (108 UFC g') em Epinephelus coioides melhorou
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o desempenho produtivo. Neste trabalho, foram utilizadas concentracbes
menores que estas, ndo apresentando os mesmos resultados, sugerindo que
para haver melhoria no desempenho zootécnico de tilapias-do-Nilo &
necessaria a utilizagdo de maior concentragao do probidtico.

A eficiéncia de transferéncia de nutrientes da dieta para o organismo
pode ser determinada pelo conhecimento da composi¢ao centesimal (Shearer,
1994). Esta analise é de grande importancia, uma vez que pode refletir o valor
nutricional do animal e suas caracteristicas organolépticas (Contreras-Guzman,
1994).

Diversos autores relatam melhorias na composi¢cao corporal de tilapias-
do-Nilo quando sujeitas as dietas suplementadas com probidticos (Abd El-
Rhman et al., 2009; Mello et al., 2013; Hassaan, Soltan e Ghonemy, 2014;
Reda e Selin, 2014). Entretanto, neste estudo, os valores da analise da
composi¢cado corporal ndo mostraram diferenga significativa entre os grupos
tratamento e controle, corroborando os resultados de Telli et al., (2013)
suplementando a dieta de tilapias-do-Nilo com B. subitilis.

Os parametros hematolégicos dos peixes sao usados como indicadores
do seu estado fisiolégico (Mohapatra et al., 2014). E reportado em varios
estudos que o fornecimento de Bacillus sp., pode causar alteragdes (Hassaan,
Soltan e Ghonemy, 2014; Telli et al., 2014) ou nao (kumar et al., 2006; Soltan e

El-Laithy, 2008) nos parametros hematoldgicos em tilapias-do-Nilo.

Durante o estresse, a liberacdo de catecolaminas estimula a
glicogenolise (Martinéz-Porchas et al., 2009). A mobilizacdo da glicose em alta
quantidade no sangue é comumente utilizada para quantificagdo do estresse
em peixes (Carneiro e Urbinat, 2002; Simdes et al., 2014). Neste sentido, os
probidticos melhoram a tolerancia dos peixes contra agentes estressores de
origem ambiental (Lara-Flores et al., 2003; Merrifield et al., 2010) ou
promovidos pelo manejo na aquicultura (Varela et al., 2010; Tapia-Paniagua et
al., 2014).

No presente trabalho, o alto teor de glicose observado no grupo controle
em relagdo ao tratamento com maior inclusdo de probidtico na dieta pode ser
reflexo do bem estar do animal frente as condi¢ées adversas, seja sobre o

manejo, ambientais ou patoldgicas. Nestas condigbes, o probidtico utilizado
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parece ter influenciado positivamente os niveis de glicose do grupo T2 e T3, ao
elevar o patamar homeostatico dos peixes. Este fato pode ser comprovado pelo
experimento de Mohapatra et al., (2014) que constatou em Labeo rohita
estressados, menores niveis de glicose nos peixes que receberam probidtico

na dieta.

O estresse € um dos fatores que contribuem para o surgimento de
doencas primarias e mortalidade de peixes na aquicultura (Rollo et al., 2006).
Tanto alteragdes alimentares quanto ambientais podem promover o estresse
do animal modificando a microbiota endégena e o estabelecimento de
patdogenos no trato gastrointestinal (Tannock e Savage, 1974). Assim, é
provavel que a melhora no patamar homeostatico promovida pelo probidtico
neste estudo, possa estar relacionada a maior estabilidade da microflora
intestinal com redugdo de bactérias patégenas durante o tempo de

suplementacao (Rollo et al., 2006).

A maior concentragdo de hemoglobina observada nos grupos com
menores niveis de inclusdo de probidtico na ragdo pode ser justificada pela
necessidade de transporte de oxigénio pelo sangue na tentativa de suprir o
aumento da demanda energética do organismo promovida pelo maior nivel de

glicose (Nikinmaa et al.,1983).

Assim como neste estudo, Reda e Selim (2014) observaram aumento no
teor de hemoglobina no sangue ao administrar B. amyloliquefaciens para
tilapias-do-Nilo. Entretanto, os autores observaram aumento no numero de

eritrécitos e leucocitos no sangue, mas sem alteragdes no teor de glicose.

O lumen intestinal dos peixes € revestido por epitélio colunar simples
intercalado com células caliciformes (Reifel e Travill, 1979). A integridade da
mucosa intestinal € consequéncia da intensidade da renovagao celular do
epitélio e pode ser indicada pela uniformidade de seus vilos e numero de
células epiteliais e caliciformes que a constitui (Schwarz et al., 2010; Mello et
al., 2013).

O aumento da altura das vilosidades observadas no presente estudo
resulta em mucosa com maior area de absorcdo e este fato pode ser

justificado pela reducdo na quantidade de bactérias patdgenas ligadas aos
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enterdcitos. Nesta situagao, ha maior disponibilidade de nutrientes para as
células e redugdo no processo inflamatério nas criptas, reduzindo a
descamacao do epitélio. Além disso, € conhecido que algumas proteinas
produzidas por bactérias probidticas promovam aumento do tempo de
sobrevivéncia celular do trato intestinal ao inibir a sinalizagdo de apoptose

induzida por citocinas nos vilos (Yan et al., 2006, Sherman, 2009).

Mello et al., (2013), ao fornecer Bacillus cereus e Bacillus subtilis na
dieta de tilapias-do-Nilo, observaram aumento na area de absorgao, retengao
de nutrientes e consequente aumento no desempenho zootécnico e
composicao corporal. No presente trabalho, embora a area de absorcao
intestinal tenha aumentado significativamente, o tempo de avaliagdo nao foi

suficiente para refletir em melhorias no desempenho.

A producdo de muco pelas células caliciformes € um importante
mecanismo de protegdo contra a entrada de patdégenos pelo trato intestinal
(Ellis, 2001). Além disto, 0 muco que recobre o epitélio atua como um meio de
lubrificagdo, protegdo contra produtos téxicos e transporte entre o conteudo

luminal e células epiteliais (Smirnov et al., 2005).

E bem documentado que os probidticos estimulam o desenvolvimento de
células caliciformes no intestino (Dock-Nascimento et al., 2007; Mello et al.,
2013; Standen et al., 2013). No presente estudo, os peixes que receberam o
maior nivel de inclusdo de probidtico mostraram numero significativamente
maior de células caliciformes que o observado no grupo controle. Este
resultado corrobora as observacdes de Reda e Selim (2014), onde também foi
encontrado junto ao crescimento do vilo, aumento na contagem de células

caliciformes ao administrar B. amyloliquefaciens em tilapia-do-Nilo.

Embora o efeito do probidtico no intestino se mostre evidente, nenhuma
bactéria probidtica, em forma de bacilo, foi encontrada durante a analise das
microfotografias de varredura. Sua auséncia no trato gastrointestinal pode ser

consequéncia dos seguintes fatores em conjunto:

¢ A taxa de colonizacdo de bactérias probidticas no intestino depende da
quantidade de bactéria fornecida na dieta (Bagheri et al., 2008). Segundo
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Reda e Selin (2014), a administracdo ideal de B. amyloliquefaciens para
tilapias-do-Nilo é de altas doses. Neste sentido, o uso de até 107 UFC g' de
ragcao pode nao ser suficiente para suportar o flush intestinal em periodo de
jejum.

¢ A tilapia-do-Nilo é uma espécie tropical cuja temperatura ideal para seu
desenvolvimento varia entre 26 e 30°C (Castagnolli, 1992; Gonzélez e
Quevedo, 2001). Segundo Ono e Kubitza (2003), em temperaturas abaixo de
22°C ha redugado no consumo de alimento e na taxa de crescimento da tilapia-
do-Nilo. Durante os ultimos 14 dias do periodo de alimentacdo, a temperatura
da agua do cultivo ficou préxima a 22°C. A quantidade de alimento fornecido
neste periodo foi reajustada para todos os grupos, representando redugao
diaria de 18% do consumo da dieta com probidtico.

¢ A eficiéncia do probidtico € dependente do sucesso do estabelecimento
no intestino do hospedeiro (Nayak, 2010b). Neste sentido, as condi¢des
ambientais influenciam profundamente a colonizagdo do intestino tanto por
parte da espécie bacteriana quanto do hospedeiro. O potencial de
crescimento no interior do intestino e o tempo de residéncia das bactérias
probidticas se tornam mais eficazes em seu intervalo 6timo de temperatura
(Panigrahi et al., 2007). Assim, a colonizagdo do intestino pode ter sido
prejudicada, uma vez que B. amyloliquefaciens € uma bactéria que apresenta
crescimento 6timo entre 28 e 40°C (Amore et al., 2013).

e Segundo Aubin et al., (2005), colbénias de Pediococcus acidilactici, se
apresentam em baixo numero no intestino apds 24 horas de jejum. Da mesma
forma, no presente estudo, o tempo de 24 horas de jejum antes da coleta do
material bioldégico para o exame de microscopia pode ser suficiente para

eliminar as colbénias de B. amyloliquefaciens na porgao anterior do intestino.

Neste contexto, as caracteristicas biologicas da bactéria e do
hospedeiro, a concentracdo de probidtico utilizada, as condigdes ambientais e
0 manejo empregado na produgdo, podem gerar resultados controversos
quanto a eficacia do probidtico na aquicultura. Assim, mais estudos sao

necessarios para compreender a relagao entre estes fatores na sua atuagao.

22



5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, € possivel inferir que nas condigdes
testadas, a administragdo de B. amyloliquefaciens nao apresentou efeito
satisfatério quanto ao desempenho zootécnico. Contudo, o aumento das
vilosidades intestinais, numero de células caliciformes e a elevagao do patamar
homeostatico observados no presente estudo podem significar um estado de

maior higidez do animal.
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