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EPIGRAFE

Desconfiai do mais trivial, na aparéncia singela.

E examinai, sobretudo, o que parece habitual.
Suplicamos expressamente: ndo aceiteis o que é de
habito como coisa natural, pois em tempo de
desordem sangrenta, de confusdo organizada, de
arbitrariedade consciente, de humanidade
desumanizada, nada deve parecer natural,

nada deve parecer impossivel de mudar.

Bertolt Brecht
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho, a microbiota intestinal, os
pardmetros hematoldgicos e imunoldgicos de tilapia-do-nilo alimentados com
racao suplementada com probiético e prebidticos, além da sobrevivéncia frente
a desafio bacteriano com Aeromonas hydrophila. Para o primeiro experimento
foram utilizadas 240 tilapias (8,84+1,29q), distribuidas em 24 aquarios de 40L,
com seis tratamentos, com 4 repeticoes e alimentadas durante 63 dias:
Controle (C), Probiético DBA, constituido de - 3,5x10°UFC g™ Bifidobacteria,
3,5x10°UFC g* Lactobacillus acidophilus e 3,5x10°UFC g* Enterococcus
faecium (PRO), os Prébidticos Actigen - MOS (PRE1), Quitosana (PRE2) e os
simbidticos DBA e Actigen — MOS (S1), DBA e Quitosana (S2). No desafio
bacteriano foram utilizadas 180 tilapias-do-nilo, dustribuidas em 18 aquarios de
40L, com 0s mesmos seis tratamentos, com 3 repeticdes. Os peixes receberam
as dietas experimentais durante 21 dias, trés vezes ao dia, até a saciedade.
Apbés o periodo de alimentagcdo os peixes foram infectados via injecéo
intraperitoneal com 1,26x10% UFC mL™ de Aeromonas hydrophila e observados
durante 15 dias para a deteccdo da mortalidade. O delineamento dos dois
experimentos foi inteiramente casualizado, e em ambos o0s casos, os dados
foram submetidos ao teste de ANOVA e, quando p<0,05, foi realizado o teste
de Dunnett. No desempenho zootécnico, houve diferenca significativa na
biomassa final dos tratamentos S2 e PRE2 quando comparados com S1, e
maior ganho de peso individual no grupo S2 em relacdo ao grupo S1. A
avaliacdo da microbiota intestinal ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05)
nos indices de bactérias dos géneros Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e
Enterococcus spp no intestino dos animais que foram suplementados com o0s
prebidticos Actigen e Quitosana e o probiético DBA, quando utilizados em
separado e em conjunto. No desafio bacteriano, o nivel de protegéo relativa
(NPR) foi maior no grupo S1 (40%) em relacdo a protecdo do grupo controle,
apontando interacdo positiva entre o probiético DBA e o prebibtico
mananoligossacarideo  (Actigen). Nao foram observadas diferencas
significativas nos parametros hematoldgicos e imunoldgicos.

Palavras-chave: Simbioticos, probidticos, prebioticos, nutricdo, hematologia,
imunologia.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the growth performance, intestinal
microbiota, hematological and immunological parameters, from Nile tilapia fed
with supplemented diet with probiotic and prebiotics, and bacterial challenge
with Aeromonas hydrophila survival. For the first experiment were used 240
tilapia, distributed in 24 tanks of 40L, with six treatments, 4 replicates and were
fed for 63 days: Control (C), Probiotic DBA, consisting of - 3,5x10°UFC g*
Bifidobacteria, 3,5x10°UFC g™ Lactobacillus acidophilus and 3,5x10°UFC g™
Enterococcus faecium (PRO), prebiotics Actigen - MOS (PRE1), chitosan
(PRE2), and symbiotic DBA and Actigen — MOS (S1), DBA and chitosan (S2).
In bacterial challenge were used 180 Nile tilapia, distributed in 18 tanks 40L,
with the same six treatments with three repetitions. Fish received the
experimental diets for 21 days, three times daily until satiation. After the feeding
period the fish were infected by intraperitoneal injection with 1,26x108 UFC mL"
! from Aeromonas hydrophila and observed for 15 days for the detection of
mortality. The design of the two trials was randomized, and in both cases, the
data were submitted to ANOVA test and p <0.05, was held the Dunnett test. On
the growth performance, there was a significant difference in the final biomass
of the S2 and PREZ2 treatments compared to S1, and greater individual weight
gain in the S2 group compared to the S1 group. The evaluation of the intestinal
microbiota showed no statistical difference (p> 0.05) in the levels of bacteria of
the genus Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. and Enterococcus spp the
intestine of the animals that were supplemented with the prebiotics Actigen and
Chitosan and the probiotic DBA, used separately and together.In the bacterial
challenge, the level of relative protection (NPR) was higher in the group S1
(40%) compared to the control group protection, pointing to a positive
interaction between the DBA probiotic and prebiotic mannan oligosaccharide
(Actigen). No significant differences were observed in hematological and
immunological parameters.

Key Words: Symbiotics, Prebiotics, Probiotics, Nutrition, Hematology,
Immunology.



1. INTRODUGCAO GERAL

A aquicultura representa hoje o setor de maior crescimento na produgéo
de alimentos de origem animal, com mais de 600 espécies produzidas,
fornecendo cerca da metade (47%) de todo o pescado destinado a alimentacéo
humana. A previsdo € de que até 2030 a demanda de pescado aumente em
mais de 100 milhdes de toneladas por ano (FAO, 2012). O declinio dos
estoques naturais dos peixes tem sido um incentivo para a diversificacdo do
setor aquicola atual (WHYTE, 2007).

A producdo mundial hoje é de 126 milhdes de toneladas e o Brasil € um
dos poucos paises que tem condicbes de atender a crescente demanda por
pescados, sobretudo por meio da aquicultura (MPA, 2012).

Em 2012, a producéo de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) atingiu 3
milhdes de toneladas, sendo a quinta espécie mais cultivada no mundo (FAO,
2012). No Brasil foram produzidos em torno de 155 mil toneladas em 2010, se
tornando a espécie de peixe mais criada (MPA, 2012). Esse peixe se destaca
nas criacdes intensivas por ser rustica, precoce, e possuir boa aceitacdo no
mercado, caracteristicas favoraveis ao seu consumo (FURUYA et al., 2005).

A intensificacdo dos cultivos causa estresse aos animais e diminui a
qualidade da agua (YOUSEFIAN e AMIRI, 2009). O estresse reduz a
competéncia imunoldgica desses animais, que se tornam mais vulneraveis as
infecgbes bacterianas, e nesses casos € comum a antibioticoterapia, alvo de
criticas, por seu potencial para selecionar bactérias resistentes e para destruir
a microbiota ambiental (GARCIA, 2008). Com isso, aumentou 0 numero de
pesquisas com alimentos funcionais e de substancias que promovam o
aumento da eficiéncia alimentar e da taxa de crescimento dos peixes
(OLIVEIRA et al.,, 2002), aumento da resisténcia do animal as doencas
infecciosas (ALY et al., 2008) e alternativas para reducdo do uso de antibiéticos
(KESARCODI-WATSON et al., 2008).

A utilizacdo de alimentos funcionais na nutricdo de peixes é uma
alternativa interessante, principalmente por sua composicdo nao causar
danos ao meio ambiente e pelas respostas positivas de desempenho
zootécnico (HISANO et al., 2004).
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Os probidticos sdo usados ha muitos anos, de diversas maneiras, no
mundo todo. Segundo FULLER (1989), os probidticos sdo organismos vivos
utilizados como suplementos que podem produzir efeitos benéficos no
hospedeiro, equilibrando a microbiota intestinal. SCHREZENMEIR e DE
VRESE (2001), propuseram que o termo probiotico deveria ser utilizado para
designar preparacdes ou produtos que contenham microrganismos viaveis
definidos e em quantidade adequada, que alterem a microbiota intestinal por
implantacdo ou colonizacéo do sistema do hospedeiro e que produzem efeitos
benéficos em sua saude. Para se tornar um produto de boa qualidade na
alimentacdo animal, é necesséario que a selecao de bactérias probibticas siga
alguns critérios, tais como o género ao qual a bactéria pertenca; sua
estabilidade frente ao acido gastrico e a bile; capacidade de aderéncia a
mucosa intestinal; capacidade de coloniza¢cdo, mesmo que temporariamente do
trato gastrintestinal; capacidade de producdo de compostos antimicrobianos
metabolicamente ativos no intestino (COLLINS et al., 1999; SAARELA et al.,
2000). Entre os microorganismos empregados como probioticos, destacam-se
as bactérias pertencentes ao género Lactobacillus, as quais sdo mais
frequentemente consideradas seguras ou reconhecidamente seguras.

A interacdo entre ambiente e hospedeiro no ecossistema aquético é
complexa, pois 0s microrganismos na agua influenciam a microbiota do
intestino dos animais e vice-versa. Os géneros de bactérias presentes no
intestino dos hospedeiros parecem ser aqueles presentes no ambiente ou no
alimento, que conseguem sobreviver e se multiplicar (VERSCHUERE et al.,
2000). Os probidticos utilizados para organismos aquaticos apresentam efeitos
benéfico ndo sé nos animais, mas também no ambiente de criacdo (MEURER,
2005), por meio da melhoria da qualidade da agua.

Os mecanismos de acdo dos probioticos ndo estdo totalmente
elucidados. Especula-se que alguns processos, associados ou nao, alterariam
a atividade e a composicao bacteriana intestinal (GHADBAN, 2002). A gama de
atividade dos probioticos pode ser dividida em efeitos nutricionais, fisiologicos e
antimicrobianos. De acordo com VERSCHUERE et al. (2000), trés possiveis
mecanismos de atuacao sao atribuidos aos probiéticos, sendo o primeiro deles
a supressao do numero de células bacterianas viadveis através da producédo de

compostos com atividade antimicrobiana, a competicdo por nutrientes e a
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competicdo por sitios de adesdo. O segundo mecanismo € a alteracdo do
metabolismo microbiano, através do aumento ou da diminuicdo da atividade
enzimatica. O terceiro € o estimulo da imunidade do hospedeiro, através do
aumento dos niveis de anticorpos e o aumento da atividade dos macrofagos
(FULLER, 1989). Os probidticos ndo apresentam efeitos bactericidas
diretamente, mas sim de competicdo com as bactérias, inibindo seu
desenvolvimento e contribuindo para o equilibrio bioldgico (BALCAZAR, 2002).

LARA-FLORES et al. (2003) avaliaram o efeito da inclusédo de 0,1% da
mistura de Streptococcus faecium + Lactobacillus acidophilus em tilapia-do-nilo
e como resultado apresentaram taxa de crescimento especifico maior em
relacdo ao grupo controle, demonstrando efetividade se utilizados como
promotores de crescimento. Ainda com tilapia-do-nilo, APUN-MOLINA (2009)
concluiram que, ao trabalhar com bactérias acido-laticas e bacilos, a
administracdo dos probidticos na 4gua, alimentacdo ou misto, aumentaram o
peso final e a taxa de crescimento especifica dos peixes em relacdo ao grupo
controle. WANG et al. (2008) avaliaram o efeito de E. faecium em tilapia-do-nilo
aplicado na agua dos aquérios experimentais na concentragéo de 10’ UFC mL™
(suplementado uma vez a cada quatro dias) e observaram maior peso final,
maior atividade de mieloperoxidase, maior explosdo respiratéria e maior
namero de fagocitos sanguineos no grupo que recebeu a bactéria probiotica.

As evidéncias de efeitos positivos dos probiéticos deram origem aos
prebiéticos, ingredientes ndo digestiveis da dieta que afetam beneficamente o
hospedeiro, estimulando seletivamente o crescimento e a atividade de
bactérias benéficas para o trato gastrointestinal, melhorando a saude do
hospedeiro (GIBSON and ROBERFROID, 1995).

A Instrucdo Normativa n°® 13/2004 do MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento), descreve os prebidticos como aditivos zootécnicos,
considerados ingredientes que nao sao digeridos pelas enzimas digestivas do
hospedeiro, mas que séo fermentados pela flora bacteriana do trato digestério
originando substancias que estimulam seletivamente o crescimento de
bactérias benéficas. Para um produto ser considerado prebiotico, ndo pode ser
absorvido ou hidrolisado no intestino, pois € um substrato seletivo para um
determinado grupo de bactérias comensais benéficas, capaz de alterar

positivamente a microbiota intestinal e a induzir efeitos no lamen intestinal ou
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sistémicos que sejam benéficos ao hospedeiro. A maioria dos oligossacarideos
ndo digestiveis tem sido utilizados como prebidticos, devido a sua seletividade
fermentativa (SILVA e NOENBERG, 2003).

Os oligossacarideos sao cadeias curtas de polissacarideos, compostos
de trés a dez acUcares simples ligados entre si. Segundo BACILA (2003) os
oligossacarideos possuem de 2 até 10 unidades de monossacarideos. As
cadeias de oligossacarideos sdo processadas no complexo de Golgi nas
células intestinais produtoras de muco, nas ceélulas caliciformes, que teriam
ligacdo com este processo de liberacdo de muco intestinal (ALBERTS et al.
2004; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2005). Isso poderia indicar que alguns
mondmeros de oligossacarideos, oriundas dos prebidticos possam ser
absorvidas no trato gastrointestinal.

De acordo com ABRAHAM e BEACHEY (1985), os
mananoligossacarideos (MOS) séo derivados de glucomanoproteinas oriundas
da parede celular de leveduras. O modo de acdo dos MOS é a adsorcao de
agentes patégenos, bloqueando a sua colonizacdo. As bactérias patogénicas
colonizam o trato gastrintestinal ligando-se aos aclcares manose na superficie
do intestino. Ao fornecer uma rede de manose no complexo manano, 0S
patégenos ligam-se a rede e sdo expelidos do sistema. A utilizacdo destes
polissacarideos melhora a satde de peixes (ROBERTSEN et al., 1994; SAKAI,
1999), considerando que o MOS atua sobre o sistema imunolégico e na
prevencdo da colonizacdo de bactérias patogénicas no trato gastrintestinal do
animal (SPRING, 2000; STAYKOV et al.,, 2005; STAYKOV et al., 2007),
melhorando o desempenho de peixes (ZHOU and LI, 2004; CULJAK et al.,
2006; STAYKOQV et al., 2007).

A quitosana € um polissacarideo produzido através da deacetilagdo da
quitina, um polissacarideo encontrado no exoesqueleto de crustaceos, e
demonstrou estimular a atividade imunoldgica em peixes (SAKAI, 1999). Em
Litopenaeus vannamei, foram injetados doses de quitina e quitosana e como
resposta houve aumento na sobrevivéncia, do nimero de células sanguineas,
explosdo respiratéria e atividade fagocitica quando desafiados com Vibrio
alginolyticus (WANG et al., 2005). Diversos trabalhos tem demonstrado estimulo
da atividade imunoldgica ao utilizar quitosana ou quitina em diferentes espécies,

como truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), dourada (Sparus aurata) e carpa
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comum (Cyprinus carpio) (ANDERSON et al.,, 1995; ESTEBAN et al., 2001;
GOPALAKANNAN et al., 2006).

A aplicacdo da hematologia em pesquisa animal € bem aceita e
considerada como procedimento de rotina em métodos de diagnésticos
(RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004). O estudo dos constituintes
sanguineos dos peixes pode ser utilizado ainda como um indicador progndstico
de condi¢Bes patoldgicas, especialmente quando consideradas as alteracdes
morfolégicas nas células sanguineas. Estas avaliacdes permitem identificar os
diferentes graus de resposta dos peixes quando enfermos, nos quais a
severidade das alteragbes implica pior condicdo frente ao desafio imposto.
Neste sentido, SATAKE et al. (2009) descrevem as principais alteracfes
morfolégicas observadas nas células sanguineas de peixes teledsteos em
criacao. Além disso, pode-se obter a etiopatogenia das enfermidades por meio
da avaliacdo hematoldgica tanto nos parametros quantitativos, como nos
qualitativos (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

O sistema imune dos peixes apresenta dois tipos de resposta: a resposta
imune inata, funcionando como uma primeira barreira contra microrganismos; e a
resposta imune especifica, responsavel pela identificacdo de antigenos e
producdo de anticorpos especificos (BERNSTEIN et al., 1998). O sistema imune
inato, segundo BLY e CLEM (1994), possui grande versatilidade e desempenha
papel importante, uma vez que o sistema especifico responde lentamente quando
comparado ao de mamiferos, principalmente em temperaturas da agua abaixo do
conforto para a espécie. O importante aspecto do sistema imune inato é a falta de
especificidade, resultando no deslocamento da maioria das células envolvidas
para o local onde esta o agente patégeno (SECOMBES, 1996).

De acordo com IWANA e NAKANISHI (1996), fatores celulares e
hormonais de ambos o0s sistemas, inato e adquirido, promovem nos peixes
protecao externa e interna contra agentes infecciosos. Apesar da diferenciacdo na
classificacdo desses dois sistemas de defesa, € importante ressaltar que, quando
um agente patogénico ataca o organismo, este se defende mediante a interagéo
da maioria dos elementos que compdem o sistema imune, onde varios fatores de
cada sistema podem agir separadamente ou em combinacdo (FERNANDEZ et al.,
2002).
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Diante do exposto, o presente estudo apresenta os efeitos da inclusédo
do probiético DBA® (Lactobacillus acidophilus - 3,5x10°UFC g*, Enterococcus
faecium - 3,5x10°UFC g* e Bifidobacteria - 3,5x10°UFC g*) e dos prebiéticos

Actigen - MOS (Alltech) e quitosana na racéo de tilapia-do-nilo.
2. OBJETIVOS

e OBJETIVOS GERAIS
Objetiva-se avaliar a inclusdo de um probiotico comercial 1) DBA e dois
prebidticos 1) Actigen (Mananoligossacarideo) e 2) Quitosana em diferentes

concentracfes na dieta de tilapia-do-nilo, testados separadamente e juntos.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar o desempenho zootécnico, a microbiota intestinal, os parametros
hematoldgicos, a resposta imune inata e a sobrevivéncia de tilapia-do-nilo
frente a um desafio bacteriano, quando alimentada com racdes suplementadas
com o probidtico DBA® (3,5x10°UFC g’ Bifidobacteria, 3,5x10°UFC g*
Lactobacillus acidophilus e 3,5x10°UFC g™ Enterococcus faecium), e com os
prebibticos Actigen (Mananoligossacarideo — Alltech) e quitosana, testando os

produtos separados e em simbiose.
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CAPITULO 1

HEMATOLOGIA, RESPOSTA IMUNE INATA E RESISTENCIA BACTERIANA
DE TILAPIA-DO-NILO ALIMENTADA COM RACAO SUPLEMENTADA COM
PROBIOTICO, PREBIOTICOS E SIMBIOTICOS

(Segundo normas da revista Fish and Shellfish Immunology)
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Hematologia, resposta imune inata e resisténcia bacteriana de tilapia-do-
nilo alimentada com racdes suplementadas com probidtico, prebidticos e
simbidticos

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os parametros hematoldgicos, imunolégicos
e posterior sobrevivéncia de tilapia-do-nilo desafiada com Aeromonas
hydrophila. Para avaliagdo dos parametros hematolégicos e imunoldgicos
foram utilizadas 240 tilapias revertidas (8,84+1,299) distribuidos em 24
aquarios de 40L, sendo seis tratamentos, com 4 repeticdes: Controle (C),
Probiotico DBA, os prebiodticos Actigen e Quitosana, e os simbiéticos DBA e
Actigen e DBA e Quitosana. Os animais foram alimentados durante 63 dias
para coleta final de sangue, plasma e soro. Do sangue foram feitas anéalises de
hematdécrito, taxa de hemoglobina, nimero total de eritrécitos e extensdo
sanguinea; do plasma foi feita analise de lisozima e do soro foram feitas
andlises de proteinas totais e albumina. Para o desafio bacteriano foram
utilizadas 180 tilapias-do-nilo, distribuidas em 18 aquarios de 40L, sendo os
mesmos 6 tratamentos do primeiro experimento, em 3 repeticdes. Os peixes
foram alimentados durante 21 dias, para posterior injecdo intraperitoneal de
1,26x10® UFC mL™ de Aeromonas hydrophila. Foi realizada a observacdo de
sinais clinicos e mortalidade durante 15 dias para calculo de mortalidade
acumulada e do indice de protecdo relativa. O delineamento dos dois
experimentos foi inteiramente casualizado, e em ambos os casos, os dados
foram submetidos ao teste de ANOVA e, quando p<0,05, foi realizado o teste
de Dunnett. Nao foram observadas diferengcas nos parametros hematolégicos e
imunolégicos entre os tratamentos testados. Os peixes alimentados com a
dieta contendo a simbiose entre DBA® e Actigen - MOS, demonstraram maior
nivel de protecéo relativa a infeccdo por Aeromonas hydrophila, com menor
porcentagem de mortalidade acumulada.

Palavras-chave: Simbidticos, imunoestimulantes, nutricdo, imunologia, desafio
bacteriano, aquicultura.
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INTRODUCAO

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) tem sido a espécie mais criada no
Brasil, gracas ao grande conhecimento de sua reproducdo, rusticidade e
adaptabilidade. Porém, ainda faltam informagfes sobre a nutricdo, principalmente
no uso de aditivos, os quais podem contribuir de forma significativa na saude e
desempenho dos peixes (SCHWARZ, 2011).

Concomitante ao crescimento da piscicultura ocorre 0 aumento da pratica de
intensificac&o do cultivo, resultado de constantes avancgos tecnoldgicos e cientificos.
Como consequéncia, existe uma tendéncia de piora da qualidade da agua, estresse
dos peixes e aumento da incidéncia de doencas e outros efeitos deletérios a saude
dos peixes confinados. Dentre os principais agentes causadores de doencas, estao
as bactérias do género Aeromonas sp. (PLUMB, 1999), patdgenos oportunistas que
trazem grandes prejuizos econémicos aos piscicultores e que sao comumente
combatidos com a adicdo de quimioterapicos e antibidticos as dietas. Entretanto, o
uso indiscriminado de agentes terapéuticos pode levar ao desenvolvimento de
cepas de organismos resistentes (COLLADO et al., 2000; KAWAKAMI et al., 1997).

Uma alternatva ao uso dos antibiticos s&8o as substancias
imunoestimulantes, como os probidticos, prebidticos e simbidticos, que vem sendo
estudados e utlizados como uma alternativa viavel economicamente e
ambientalmente.

Os probidticos sao definidos como qualquer adjunto microbiano vivo que
tenha efeito benéfico ao hospedeiro, seja modificando o organismo animal ou a
comunidade microbiana do ambiente aquatico, através de uma melhora no uso da
dieta ou seu valor nutricional, na resposta do hospedeiro a doencas, ou ainda na
gualidade do ambiente em que se encontra (VERSCHUERE et al.,, 2000). Os
prebidticos sdo substancias ndo digeriveis por enzimas do trato gastrintestinal,
mas capazes de serem seletivamente hidrolisadas por microrganismos
especificos que compdem a microbiota intestinal, promovendo beneficios ao
hospedeiro (FOOKS et al., 1999). Ja o termo simbiotico refere-se a um aditivo
alimentar que combina um prebi6tico e um probidtico, e cujos beneficios sé&o
maiores se comparados a administracdo do prebidtico e do probidtico em
separado (HOLZAPFEL and SCHILLINGER, 2002).
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Os efeitos ja relatados em peixes tratados com esses aditivos podem ser:
aumento da sobrevivéncia ap6s desafio bacteriano, melhora no crescimento,
aumento nos niveis de lisozima, aumento da atividade dos macréfagos e aumento
da proliferacéo celular (BRICKNELL and DALMO, 2005).

A avaliacdo dos parametros imunologicos € uma importante ferramenta
para o entendimento das respostas fisioldgicas, por ser sensivel a acédo de fatores
estressores. De acordo com WATTS et al. (2001), € fundamental o entendimento
da complexidade desse sistema, suas peculiaridades e a influéncia sofrida tanto
do animal quanto do meio sobre algumas de suas variaveis, para que ndo haja
interpretacdes equivocadas.

Os estudos sobre imunoestimulantes tém focado a avaliagdo dos
componentes humorais e celulares da resposta inata. O sistema imunolégico inato
€ importante para 0s mecanismos de resisténcia a doencas em peixes,
especialmente porque a resposta imunoldgica adquirida € geralmente lenta
(MAGNADOTTIR, 2006). As andlises no soro mostra que mudancas humorais
ocorrem guando imunoestimulantes sdo administrados, incluindo aumento na
lisozima e aumento do complemento, como demonstrado para o salmédo do
Atlantico por ENGSTAD et al. (1992). Incrementos na lisozima também foram
detectados em truta (JORGENSEN et al., 1993), salméo do Atlantico (ENGSTAD
et al., 1992), e “yellowtail” Seriola quinqueradiata (MATSUYAMA et al., 1992),

O objetivo desse trabalho foi avaliar os parametros hematolégicos,
imunoldgicos e indice de protecéo relativa frente a desafio bacteriano com a
bactéria Aeromonas hydrophila de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus),
alimentadas com um probi6tico e dois prebiéticos, a serem testados juntos e

separadamente.
MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Agéncia Paulista de Tecnologia
dos Agronegdcios (APTA) - Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de

Pirassununga/SP. Foram realizados dois experimentos, onde foram utilizadas

seis racdes experimentais (Tabela 1).
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Tabela 1. Niveis de garantia e percentual de inclusdo dos imunoestimulantes
utilizados nas seis racfes experimentais.

Tratamento Niveis de Garantia Percentual
de Incluséo
Controle (C) e e
Probiético DBA® Lactobacillus acidophilus - 0,03%
3,5x10°UFC g, Enterococcus
faecium - 3,5x10°UFC gt e
Bifidobacteria - 3,5x10°UFC g™

Actigen 140g Mananas kg™ 0,4%

Quitosana 100% Quitosana 0,4%
DBA® + Actigen 0,03%+0,4%
DBA® + Quitosana 0,03%+0,4%

Foram preparadas seis racdes experimentais extrusadas (Tabela 2). O
prebiotico foi incluido antes do processo de extrusdo, enquanto que a inclusao
do probiético foi realizada apdés o processo de extrusdo, a fim de garantir a
sobrevivéncia e eficicia das bactérias probidticas.

O probidtico foi pesado em balanca analitica e homogeneizado em 6leo
de soja (2,0% da racéo) e aspergidos sobre a racao. A dieta controle recebeu a
mesma quantidade de 6leo de soja. As racbes foram mantidas a 4°C e

fornecidas trés vezes ao dia até a saciedade.
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Tabela 2. Composicéo das dietas experimentais de tilapias-do-nilo, O. niloticus,
com inclusdo do probidtico DBA (PRO: A. acidophilus, E. faecium e
Bifidobacteria), prebidticos ( Actigen e quitosana) e simbidticos (DBA+Actigen,
DBA+Quitosana).

Racodes Controle Prebiotico Probidtico Simbidtico
Ingredientes % % % %
Farinha de penas 4,00 4,00 4,00 4,00
Milho moido 22,74 22,34 22,71 22,31
Farinha de visceras 15,00 15,00 15,00 15,00
Farelo de soja 18,05 18,05 18,05 18,05
Protenose 3,50 3,50 3,50 3,50
Farelo de trigo 8,56 8,56 8,56 8,56
Quirera de arroz 7,00 7,00 7,00 7,00
Farinha de carne 10,00 10,00 10,00 10,00
Farinha de peixe 3,00 3,00 3,00 3,00
Farinha de sangue 4,00 4,00 4,00 4,00
Sal 0,20 0,20 0,20 0,20
Fosfato bicalcico 0,32 0,32 0,32 0,32
Oleo de peixe 2,00 2,00 2,00 2,00
Clor. de colina 0,10 0,10 0,10 0,10
L-Lisina 0,22 0,22 0,22 0,22
L-Treonina 0,10 0,10 0,10 0,10
DL-Metionina 0,26 0,26 0,26 0,26
Antioxidante 0,05 0,05 0,05 0,05
Antifungico 0,40 0,40 0,40 0,40
Premix’ 0,50 0,50 0,50 0,50
DBA® 0,00 0,00 0,03 0,03
Prebidtico® 0,00 0,40 0,00 0,40

!Premix: VitA 12000 Ul; vitD3 3000 Ul; vitE 150 mg; vitK; 15 mg; vitB; 20 mg; vitB, 20 mg; vitBg
17,50 mg; By, 40 mg; Vitamina C 300 mg; ac. Nicotinico 100 mg;ac. Pantoténico 50 mg; biotina
1 mg; ac. félico 6 mg; antioxidante 25 mg; Cu 17,50; Fe 100 mg; Mn 50 mg; Zn 120 mg; |1 0,80
mg; Se 0,50 mg; Co 0,40 mg; Inositol 125 mg; Colina 500 mg.

?DBA®: Lactobacillus acidophilus - 3,5x10°UFC g, Enterococcus faecium - 3,5x10°UFC g™ e
Bifidobacteria - 3,5x10°UFC g"l.
*Prebidtico: Actigen (Alltech) e Quitosana.
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Tabela 3. Composicdo quimica e bromatolégica das dietas experimentais de
tilapia-do-nilo com inclusdo do probiotico DBA (A. acidophilus, E. faecium e
Bifidobacteria), prebidticos (Actigen e quitosana) e simbidticos (DBA+Actigen,
DBA+Quitosana).

o _ _ DBA® + DBA® +
Controle DBA Actigen Quitosana ) )
Actigen Quitosana
Matéria seca (%) 95,45 95,54 94,76 94,99 94,31 94,83
Proteina bruta (%) 38,87 38,96 39,37 38,89 39,12 39,22
Fibra bruta (%) 6,00 5,07 5,85 6,60 4,89 5,42
Extrato etéreo (%) 3,83 4,54 4,16 4,37 4,16 4,34
Cinzas (%) 10,43 10,36 10,29 10,35 10,39 10,37

e 12 Experimento: Avaliacdo dos parametros hematolégicos e

imunolégicos

O experimento foi realizado num periodo de 63 dias, com 240 tilapias
(8,84g + 1,29; 7,91 cm £ 0,36) revertidas para machos e distribuidas em 24
aguarios com volume util de 40 litros, sendo estes instalados em sistema
aberto de agua com aquecedores e sistema de aeracdo individual, a fim de
evitar contaminacdo entre os tratamentos que ndo utilizavam bactérias
probidticas. A densidade utilizada foi de 10 peixes aquério™. Foram utilizados
seis tratamentos com quatro repeticbes cada. As trocas de agua foram
realizadas duas vezes ao dia, retirando-se 50% do volume do aquario, a fim de
retirar fezes e eventuais sobras de racdo. Diariamente foram analisados os
parametros da agua, tais como oxigénio dissolvido, pH, temperatura e amonia

total.

e Parametros hematolégicos
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Ao final do periodo experimental, dois peixes por aquario (n=8) foram
anestesiados em 6leo de cravo (0,3 mL L™), o sangue coletado por puncédo do
vaso caudal com seringas heparinizadas (100 Ul mL™). O plasma foi obtido por
centrifugacdo do sangue (2000 x g), durante 10 minutos. Para a obtencdo do
soro, o sangue foi coletado sem anticoagulante e centrifugado a 2000 x G
durante 10 minutos. Tanto o plasma quanto o soro foram mantidos em freezer a -
20°C até a utilizagéo.

Imediatamente apds a colheita, o sangue foi utilizado para a determinacao
dos seguintes parametros: numero total de eritrocitos contados em camara de
Neubauer, hematdcrito pelo método de microhematdcrito, taxa de hemoglobina
pelo método da cianometahemoglobina e preparacdo de extensdes sanguineas
coradas segundo ROSENFELD (1947) para contagem diferencial e total de
leucdcitos e contagem de trombdcitos (HRUBEC e SMITH, 1998).

A partir dos valores encontrados para hemoglobina (Hb), hematdcrito
(Ht) e numero de eritrocitos (Er) foram calculados os indices hematimétricos
conforme WINTROBE (1934): volume corpuscular médio (VCM = (Ht x 10) /
Er), hemoglobina corpuscular média (HCM = (Hb x 10) / Er) e concentracao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM = (Hb x 100) / Ht).

A determinacdo da glicose foi realizada através da utilizacdo de

glicosimetro portétil. (Accu-Chek Advantage; Roche Diagnosis®).

e Parametros imunolégicos

A avaliacdo dos parametros imunologicos foi feita com o soro e plasma de 2
peixes por aquario (n=8). A lisozima plasmatica foi determinada segundo KIM e
AUSTIN (2006) modificado. Diluicdes seriadas de plasma foram realizadas com
tampao fosfato salina (PBS 0,05M) em microplacas de 96 pocos de fundo
plano. A cada pogo foi adicionado 100 pL de solugdo de Micrococcus
lysodeikticus (0,4mg.mL™ de PBS). As placas foram incubadas e a densidade
otica foi medida a 540 nm nos tempos 0, 5 e 10 min. Uma unidade de lisozima
foi determinada como a quantidade necessaria para diminuir a absorbancia em
0,001 m™.
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A determinacdo de concentracdo de proteinas totais (PT) foi realizada
pelo método do biureto e a de albumina pelo método do verde de bromocresol,
utilizando-se kits comerciais especificos (Labtest).

A avaliacdo da atividade fagocitica foi realizada segundo SILVA et al.
(2005). Os peixes (n=8) foram anestesiados em o6leo de cravo, 1 mL de solucdo
de levedura (Saccaromyces cereviseae) foram injetados na cavidade
celomatica dos peixes na concentracéo de 9500 células mm™. Ap6s 4 horas de
inoculacdo, os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico
seguido de disseccdo medular e, em seguida, realizada a lavagem da cavidade
celomética com 1 mL de solucao salina 0,7% e o liquido aspirado com pipeta
Pasteur foi centrifugado a 2000 G por cinco minutos, e o0 sobrenadante
desprezado. Uma aliquota do sedimento foi examinada em microscopio (400x)
de contraste de fase para a determinacdo da capacidade fagocitica (CF) e
indice fagocitico (IF) segundo SILVA et al. (2005), obedecendo as seguintes
férmulas: CF = n° de fagécitos fagocitando / 100 fagécitos contados e IF = n°

total de leveduras no interior dos fagécitos / nimero de fagécitos fagocitando.

e 23 Experimento: Desafio bacteriano com Aeromonas hydrophila

O desafio bacteriano foi realizado em outro experimento, com 180
tilapias-do-nilo (8,70 g + 0,53; 6,98 cm + 1,57) revertidos em macho,
distribuidos em 18 aquarios de volume util de 40 litros, sendo estes instalados
em sistema aberto de agua com aquecedores e de aerac¢do individual, a fim de
evitar contaminacdo entre os tratamentos que ndo utilizavam bactérias
probidticas. A densidade utilizada foi de 10 peixes aquario®. O manejo
realizado nesta segunda etapa foi similar ao descrito anteriormente na primeira
etapa do trabalho.

Para a realizacdo do desafio bacteriano com A. hydrophila, a bactéria foi
doada pelo Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), e foram conduzidos
ensaios de DL50, dose letal que causa a morte de 50% dos animais,
chegando-se & concentracdo de 1,26x10°® UFC mL™,

Os peixes foram alimentados com 6 dietas experimentais durante 21

dias, trés vezes ao dia, até a saciedade (Tabela 4).
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Tabela 4. Niveis de garantia e percentual de inclusdo dos imunoestimulantes
utilizados nas seis racdes experimentais.

Tratamento Niveis de Garantia Percentual

de Incluséao

Controle (C) e e
Probiético DBA® Lactobacillus acidophilus - 0,03%
3,5x10°UFC g, Enterococcus
faecium - 3,5x10°UFC gt e
Bifidobacteria - 3,5x10°UFC g™

Actigen 140g Mananas kg™ 0,4%

Quitosana 100% Quitosana 0,4%
DBA® + Actigen 0,03%+0,4%
DBA® + Quitosana 0,03%+0,4%

Apos o periodo de alimentacdo os peixes foram infectados via injecéo
intraperitoneal com 0,1mL de solucdo da bactéria patogénica e observados
durante 15 dias para a deteccdo da mortalidade (ALY et al., 2008).

Os dados obtidos na mortalidade foram utilizados para calculo da
porcentagem de mortalidade acumulada e nivel de protecédo relativa (NEWMAN
e MAINARICH, 1982), com a seguinte férmula:

NPR = 1 - (% de mortalidade do tratamento + % de mortalidade do

controle) x 100

e Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados pelo programa Statistica 7, por

analise de variancia (ANOVA), e quando p<0,05, realizado o teste de Dunnett.
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RESULTADOS

Os parametros fisicos e quimicos da 4gua dos dois experimentos nao
apresentaram diferencas entre os tratamentos e se mantiveram dentro dos
padrdes necessarios para a criacdo da espécie (SIPAUBA-TAVARES et al.,
2006). Os valores médios encontrados foram: temperatura (25,4 + 2,3°C),
oxigénio dissolvido (4,7 + 1,3 mg.L™), pH (6,49 + 0,5) e ambnia total abaixo de
0,25 mg.L™.

e Parametros hematolégicos
Os valores médios dos parametros hematoldgicos estdo apresentados
na tabela 4. A inclusédo de probidticos e/ou prebidticos nas dietas ndo causou
diferenga (P>0,05) em relac@o a dieta controle tanto dos parametros da série

vermelha quanto da branca.
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Tabela 4. Valores médios e desvios padrdes do eritrograma, leucograma e trombograma de tilapias do Nilo, O. niloticus, alimentadas com

racdes contendo probidtico DBA (  A. acidophilus, E. faecium e Bifidobacteria), prebiéticos (Actigen e quitosana) e Simbidticos (Actigen e DBA,

quitosana e DBA) durante 63 dias.

Controle Pro[:isc'j:co Actigen Quitosana DBA+Actigen DBA+Quitosana

Er (10° mm?) 2,00+0,34 2,06+0,22 2,01+0,28 2,13+0,13 1,82+0,27 2,37+0,57
Hemataocrito (%) 31,59+1,88 33,90+3,40 28,84+4,54 32,87+2,06 32,37+1,93 33+3,31
Hemoglobina (g dL™) 9,55+1,83 9,46+0,96 8,45+0,01 11,88+2,03 8,25+0,85 11,17+2,46
VCM (fL) 164,03+28,95 168,11+32,41 170,45+16,39 154,35+9,52 181,94+23,19 148,36+28,82
HCM (pg) 49,29+11,46 46,63t4,45 42,68+4,46 55,74+£10,44 45,91+4,78 49,56+£11,21
CHCM (g dL™) 30,56+6,44 27,52+4,45 25,96+2,18 35,56+5,92 25,41+1,63 34,09+7,03
Leucécitos (mm) 25064+7305 1900447417 28828+10743 2783416304 42078+18385 31890+9952
Linfécitos (mm™) 2236917442 1691916704 27751110471 2588815994 39511+18040 2924717926
Neutréfilos (mm) 1837+1007 1245+767 811+398 1316+485 19064580 1869+1274
Mondcitos (mm) 858+321 838+490 424+216 881+315 7541378 1083+850
Trombdcitos (mm'3) 20367+11596 12861+8145 9734+4659 16448+7610 13115+2783 1052517446
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e Parametros imunoldgicos
Os valores médios encontrados nos parametros imunoldgicos estao
apresentados na tabela 5. As analises de lisozima, proteinas totais, albumina,
capacidade fagocitica e indice fagocitico, ndo apresentaram diferencas
significativas (P>0,05) nas dietas com inclusdo de probidtico e/ou prebibticos

em relacdo a dieta controle.

Tabela 5. Valores médios e desvios padrdes de lisozima, proteinas totais, albumina, capacidade
fagocitica, indice fagocitico e nivel de protegdo relativa (NPR) de tilapias-do-nilo alimentadas
com racBes contendo probidtico DBA (A. acidophilus, E. faecium e Bifidobacteria), prebiéticos
(Actigen e quitosana) e Simbioticos (DBA+Actigen, DBA+quitosana) durante 63 dias.

Probiético ) ) . .
Controle DBA Actigen Quitosana DBA+Actigen DBA+Quitosana
Lisozima (UNIDADE!) 8,50+0,90 8,40+3,60 9,20+2,50 8,05+3,40 6,64+1,70 8,40£3,40
Proteinas totais (g dL™) 3,19+0,20 3,24+0,40 3,27+0,30 3,41+0,90 3,20+0,30 3,22+0,20
Albumina (g dL?) 1,0£0,20 1,08+0,20 0,96+0,20 1,0+0,10 0,95+0,10 0,98+0,10
Capacidade Fagocitica (%) 80,40+6,00  82,25+8,40  81,75+#5,60 83,87+7,60 81,90+5,00 85,75+4,10
indice Fagocitico
i 2,14+0,10 2,34+0,20 2,29+0,10 2,41+0,1 2,22+0,20 2,22+0,10
(Leveduras/Macrofago)
Nivel de Protecao
0,00 20,00 33,33 13,33 40,00 6,67

Relativa (NPR %)

e Desafio bacteriano com Aeromonas hydrophila

A porcentagem acumulada de mortalidade esta apresentada na figura 1. O
grupo Controle (C), que néo teve suplementacéo de probiodtico e/ou prebiotico,
foi o tratamento com maior porcentagem de mortalidade (50%), seguido de
DBA+Quitosana e Quitosana com 43,4%, DBA com 40%, Actigen com 33,3% e
DBA+Actigen com a menor porcentagem de mortalidade acumulada, com 30%.

O nivel de protecao relativa (NPR) ap0s o desafio bacteriano foi superior no
tratamento Actigen e DBA com 40%, seguido dos tratamentos Actigen
(33,33%), Probiotico BDA (20,0%), Quitosana (13,33%) e Quitosana e DBA
(6,67%) (Tabela 4). Nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre os

tratamentos, somente em rela(;éo ao controle.
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Figura 1. Porcentagem acumulada de mortalidade de tilapias-do-nilo
(Oreochromis niloticus) desafiadas com Aeromonas hydrophila, apos 21 dias
de alimentacdo com racfes contendo probidtico DBA (A. acidophilus, E.
faecium e Bifidobacteria), prebibticos (Actigen e quitosana) e Simbidtico
(DBA+Actigen, DBA+Quitosana).
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DISCUSSAO

Em peixes, como em outros vertebrados, a presenca, quantidade e
proporcdo das diferentes células no sangue periférico refletem um estado
fisiolégico especifico do organismo num dado momento, durante certo periodo
da vida (RANZANI-PAIVA et al.,, 2013). No presente estudo, ndo foram
observadas diferencas significativas nos parametros hematologicos e
imunologicos, quando incluidos o probidtico e os prebidticos nas dietas.
Estudos de SIWICKI et al. (1994) também ndo apresentaram diferencas
significativas no hematécrito e numero de leucocito de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) alimentadas com dietas contendo 0,2% de um produto
comercial imunoestimulante contendo B-glucanas durante uma semana em
relacdo a uma dieta controle.

MERRIFIELD et al. (2010) também n&o encontraram diferencas nestes
parametros ao avaliar a suplementacdo da alimentacdo de truta arco-iris com
Enterococcus faecium. Por outro lado, ALY et al. (2008), observaram aumento do
hematdcrito em tilapia suplementada com L. acidophilus. MOURINO et al. (2011)
verificaram aumento do nimero de eritrécitos ao adicionar a dieta o probidtico
Weissella ciberia associado ao prebidtico inulina em surubim hibrido.

A lisozima é uma proteina litica de grande importancia para o sistema de
defesa inespecifico, por causar a lise nas paredes celulares de bactérias gram-
positivas (LIE et al., 1989; ELLIS, 1990; PAULSEN et al., 2003). A
suplementacdo das dietas com probidtico e/ou prebiéticos ndo afetou (P<0,05)
a atividade da lisozima sérica de tilapias do Nilo. O fato de nédo ter apresentado
diferenca significativa pode estar associado com o tempo de administracao,
como HARIKRISHNAN et al., (2011) observou com juvenis de Paralichthys
olivaceus alimentados com mistura de probiéticos (Lactobacillus plantarum, L.
brevis, L.acidophilus, B. subtilis e S. cerevisiae) e extratos vegetais. Durante as
duas primeiras semanas, o0 autor ndo encontrou diferenca entre os tratamentos;
porém, a partir da semana quatro até a semana 12, foi observado aumento
significativo da atividade da lisozima nos peixes alimentados com racdes
contendo os imunoestimulantes em relagéo ao grupo controle.

Recentemente, LIN et al. (2012) estudaram os efeitos da administracao

oral de oligossacarideos de quitosana e Bacillus coagulans, simples e
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combinados, na alimentacéo de Cyprinus carpio, e relataram que a atividade da
lisozima foi afetada positivamente pelo oligossacarideo de quitosana e B.
coagulans, além de significativa interacdo entre o B. coagulans e
oligossacarideo de quitosana.

A avaliacdo da proteina plasmética estd associado a higidez,
metabolismo proteico e a condi¢do nutricional dos peixes. No presente estudo,
o fornecimento de aditivos na dieta néo alterou significativamente os valores de
proteina (P<0,05). O incremento dos niveis de proteina sérica e albumina é
associado a fortes repostas inatas em peixes (ANDREWS et al., 2011).
Contrario ao estudo, alevinos de rohu (Labeo rohita) alimentados por 60 dias
com dietas suplementadas com B. subtilis apresentaram aumento dos niveis de
proteinas totais (NAYAK, 2007). Por outro lado, tilapias-do-nilo alimentadas com
dieta basal e recebendo o probidtico Enterococcus faecium na agua dos
aquarios por 40 dias, ndo apresentaram diferencas estatisticas nos parametros
de proteinas totais e albumina (WANG et al., 2008).

As células fagociticas desempenham importante papel na regulacao do
sistema imune inato, pois sdo capazes de reconhecer patdgenos e materiais
estranhos e degrada-los pelo processo de fagocitose (SECOMBES, 1990;
STEINHAGEN e JENDRYSEK, 1994). Nao foram observadas diferencas
estatisticas (P<0,05) na capacidade fagocitica dos animais nos tratamentos em
relacdo a dieta controle.

Corroborando com o resultado do presente estudo, VILLAMIL et al.
(2002) nédo observaram diferenca na capacidade e indice fagocitico na
utilizacdo de L. lactis como probidtico na alimentacdo de Scophthalmus
maximus. PIRARAT et al. (2006), observaram aumento significativo da
atividade fagocitaria em tilapias do Nilo, alimentadas durante duas semanas
com racdo suplementada com L. rhamnosus. Ao analisar a capacidade e
indice fagocitico de Ra-touro Lithobates catesbeianus alimentadas com
diferentes niveis de probidticos (1- L. acidophilus, B. bifidum e E. faecium e 2—
Bacillus subtilis), DIAS et al. (2009) notaram efeito positivo na fagocitose nos
animais que receberam racéo suplementada.

De acordo com JOBLING (1994), os sistemas fisiol6gicos dos peixes
podem ser desafiados ou estressados por varios fatores. A exposi¢cdo ao agente

estressor resulta em ajustes imediatos desencadeados nos diversos niveis da
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organizacdo metabdlica, iniciando predominantemente com mudangas no
comportamento (VAL et al.,, 2005). O tratamento S1 (Actigen — MOS e DBA)
mostrou 0 maior nivel de protecéo relativa (NPR) contra Aeromonas hydrophila
entre os grupos testados. Esses resultados demonstram que a simbiose entre o
mananoligossacarideo e as bactérias probioticas Enterococcus faecium,
Bifidobacteria e Lactobacilus acidophilus promoveu aumento de resisténcia da
tilapia a infeccdo pelo patdogeno. STAYKOV et al. (2007) também observaram
aumento da sobrevivéncia de truta arco-iris com dieta suplementada com 0,2% de
mananoligossacarideo. Com o mesmo periodo de alimentacdo que no presente
estudo, tilapias-do-nilo suplementadas com 0,6% de MOS, apresentaram maior
sobrevivéncia ao serem desafiadas com Streptococcus agalactiae, com
alimentagdo pré-desafio de 21 dias (SAMRONGPAN, et al., 2008). Estudos de
desafios com Aeromonas hydrophila injetado intraperitonealmente demonstram
aumento da resisténcia a essa bactéria quando Labeo rohita e Carassius auratus
gibelio foram alimentadas com dietas suplementadas com 1% e 0,048% de MOS,
respectivamente (ANDREWS et al., 2009; LIU et al., 2013).

Alguns mecanismos de acao dos probioticos para 0 aumento de resisténcia
apos a infeccdo foram descritos por BALCAZAR et al. (2008), em estudos com
truta arco iris (Oncorhynchus mykiss). Os autores verificaram que 0s organismos
probidticos mostraram grande habilidade de aderir ao muco intestinal, o que
causou significativa reducdo da adesdo dos patégenos, pela secrecdo de

substancias antimicrobianas e pela excluséo por competicéo de nutrientes.

CONCLUSAO

As dietas contendo suplementacdo com prebidtico e probidtico, juntos ou
separadamente, ndo apresentaram diferencas significativas nas analises
hematolégicas e imunoldgicas, apontando pouca efetividade desses
imunoestimulantes na alimentacdo de tilapia-do-nilo. Porém, no desafio
bacteriano com Aeromonas hydrophila,a racdo contendo a simbiose entre o
mananoligossacarideo e as bactérias probidticas Enterococcus faecium,
Bifidobacteria e Lactobacillus acidophilus promoveu maior resisténcia a
infeccdo, sugerindo que a interacdo do probidtico com o prebibtico trouxe

beneficios para o sistema imune do hospedeiro.
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CAPITULO 2

DESEMPENHO ZOOTECNICO E MICROBIOTA INTESTINAL DE TILAPIA-
DO-NILO ALIMENTADA COM RACAO SUPLEMENTADA COM
PROBIOTICO, PREBIOTICOS E SIMBIOTICOS

(Segundo normas da revista Fish and Shellfish Immunology)
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Desempenho zootécnico e avaliagcdo da microbiota intestinal de tilapia-do-
nilo alimentada com racao suplementada com probidtico, prebioticos e
simbioticos

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o desempenho zootécnico e a microbiota
intestinal de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) alimentada com racao
suplementada com probidtico, prebidticos e simbidticos. Para esse experimento
foram utilizadas 240 tilapias revertidas (8,84+1,29q), distribuidas em 24
aquarios de 40L, alimentadas durante 63 dias com seis tratamentos com 4
repeticbes: Controle, Probidtico DBA (3,5x10°UFC g* Bifidobacteria,
3,5x10°UFC g* Lactobacillus acidophilus e 3,5x10°UFC g* Enterococcus
faecium), prebidticos Actigen e Quitosana, e os simbidticos DBA+Actigen e
DBA+Quitosana. O delineamento foi inteiramente casualizado. Apos 63 dias de
experimento, foi realizada a avaliagdo da microbiota nos intestinos de 8
peixes/tratamento. Os dados foram submetidos ao teste de ANOVA e, quando
p<0,05, foi realizado o teste de Dunnett. No desempenho zootécnico, ndo
houve diferenca significativa nos parametros avaliados, quando em
comparacdo com o tratamento controle. Diferencas significativas foram
encontradas entre 0s tratamentos, na biomassa final os tratamentos Quitosana
e 0 simbidtico DBA+Quitosana apresentaram maiores valores quando
comparados com DBA+Actigen. Maior ganho de peso individual foi observado
no grupo DBA+Quitosana em relacdo ao grupo DBA+Actigen. A avaliacdo da
microbiota intestinal ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05) nos indices
de bactérias dos géneros Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e
Enterococcus spp no intestino dos animais que foram suplementados com 0s
prebibticos Actigen e Quitosana e o probiético DBA.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, nutricdo, Enterococcus faecium,
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacteria, mananoligossacarideo, quitosana.
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INTRODUCAO

A populacdo mundial tem crescido de tal forma que para o ano de 2050
estima-se que o numero de pessoas no mundo chegara a 9,6 bilhdes
(NACOES UNIDAS, 2013), com crescimento principalmente em paises em
desenvolvimento. Consequente ao crescimento, a demanda e producdo de
pescados deve aumentar também. Em 2012 foram produzidas cerca de 160
milhdes de toneladas de pescado e estima-se que até 2030 esse numero
aumente 63%, chegando a mais de 250 milhdes de toneladas (FAO, 2014).

No Brasil, a espécie mais criada € a tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus), que apresenta excelente potencial zootécnico e reprodutivo,
caracteristicas que lhe conferem o segundo lugar dos peixes criados em aguas
continentais no mundo, depois da carpa (YASSUI et al., 2007). Esta espécie
apresentou 6tima adaptacdo as condi¢ces climéticas brasileiras, mostrando
rapida taxa de crescimento, adaptabilidade aos diferentes sistemas de criacao
e boa aceitacdo pelo mercado consumidor (BOSCOLO et al., 2001; MEURER
et al., 2000).

Devido ao aumento da demanda de producdo aquicola, o
desenvolvimento de estratégias de profilaxia vem ganhando mais atencao e
sendo estudadas em diversas pesquisas. Uma das estratégias mais estudadas
€ a adicdo de aditivos a dieta que aumentem a resisténcia dos animais a
processos infecciosos, com destaque para 0s imunoestimulantes, como
prebioticos, probibticos e simbidticos, capazes de modular o sistema imune do
animal, além de contribuir para a melhora do ambiente aquatico e trazer
melhorias aos indices zootécnicos e, consequentemente, melhorando os
indices econdmicos.

Os probidticos sdo microrganismos vivos que trazem beneficios a saude
do hospedeiro quando administrado como aditivo dietético ou na agua (Al et al.,
2011). Os prebidticos tém sido definidos como um ingrediente nao digerivel que
afeta beneficamente o hospedeiro ao estimular seletivamente o crescimento
e/ou atividade de uma ou de um numero ilimitado de bactérias benéficas no
trato intestinal com melhora da saude do hospedeiro (GIBSON and

ROBERFROID, 1995). J4, os simbidticos sdo produtos que contém ambos os
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prebidticos e probitticos. GIBSON e ROBERFROID (1995) afirmaram que a
utilizacdo dos simbioticos pode gerar beneficios no crescimento dos peixes,
principalmente devido ao efeito sinérgico. A logica por tras dessa utilizacao
combinada é que, por causa da fermentacdo dos carboidratos prebidticos, ha
melhora na sobrevivéncia da cepa probidtica. Esta ultima utiliza o prebidtico
como substrato prontamente disponivel, incentivando o crescimento e
multiplicacdo dessas bactérias.

Os imunoestimulantes normalmente sdo utilizados com o intuito de
modular o sistema imune e, uma das consequéncias, € a modulacdo da
microbiota intestinal e reforco da morfologia intestinal, resultando em melhorias
na nutricdio do hospedeiro. A modulacdo da microbiota intestinal pode
aumentar a atividade enzimatica (WACHE et al., 2006) e a producdo de
vitaminas que reforcam a nutricdo e a saude dos animais. Diversos estudos
demonstraram que a aplicacdo de probibticos e prebidticos pode melhorar a
conversdo alimentar, taxa de crescimento e ganho de peso dos peixes
(BOGUT et al., 1998, 2000; LARA-FLORES et al., 2003; TAOKA et al., 2006.;
STRAUKOV et al., 2007; SAMRONGPAN et al., 2008; WANG et al., 2008;
BAGHERI et al., 2008; RODRIGUEZ-ESTRADA et al., 2009).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o desempenho zootécnico e a
microbiota intestinal de tilapia-do-nilo, alimentadas com dietas suplementadas

com probidtico e prebidticos, testados juntos e separadamente.

MATERIAL E METODOS

e Desenho experimental

O experimento foi conduzido na Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios (APTA) - Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de
Pirassununga/SP.

O experimento foi realizado num periodo de 63 dias, com 240 tilapias
(8,84 + 1,29 g e 7,91 + 0,36 cm) revertidas para machos e distribuidas em 24
aguarios com volume util de 40 litros, na densidade de 10 peixes/aquario.

Foram realizadas trocas de agua duas vezes ao dia, retirando-se 50% do
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volume do aquaério, a fim de retirar fezes e eventuais sobras de ra¢do. O uso de
aeracdao foi continuo e individual para evitar contaminacao entre os tratamentos
gue ndo utilizavam bactérias probidticas. Foram instalados termostatos em
todos os aquarios. Diariamente foram analisados os parametros da agua, tais
como oxigénio dissolvido, pH, temperatura e amonia total.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com seis

tratamentos e quatro repeticdes (Tabela 1).

Tabela 1. Principio ativo e tratamentos que foram utilizados no experimento
com probidtico e prebidticos para tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus.

Tratamento Principio Ativo Doses
Controle (C) e e

DBA® (Lactobacillus acidophilus - 0,3g kg™
EA® 3,5x10°UFC g, Enterococcus
faecium - 3,5x10°UFC gt e
Bifidobacteria - 3,5x10°UFC g™)
Actigen 140g Mananas kg™ 4,09 kg™
Quitosana 100% Quitosana 4,09 kg™
DBA®+Actigen 0,3g+4,0gkg™
DBA®+Quitosana 0,3+4,0g kg™

e Preparo das racoes

Foram preparadas seis ragOes experimentais extrusadas (Tabelas 2 e
3). A inclusédo do prebidtico se deu antes do processo de extrusdo, enquanto
que a inclusdo do probiotico foi realizada apos o processo de extrusao, a fim de
garantir a sobrevivéncia e eficacia das bactérias probidticas.

O probidtico foi pesado em balanca analitica e homogeneizado em 6leo
de soja (2,0% do peso da racao) e aspergidos sobre a racao. A dieta controle
recebeu a mesma quantidade de 6leo de soja. As ra¢gdes foram mantidas a 4°C

e fornecidas trés vezes ao dia até a saciedade.
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Tabela 2. Composicao das dietas experimentais de tilapia-do-nilo, O. niloticus,

suplementadas com probiotico DBA (A. acidophilus, E. faecium e
Bifidobacteria), prebioticos ( Actigen e quitosana) e Simbidtico
(DBA+Actigen, DBA+Quitosana) alimentadas durante 63 dias.

Racodes Controle Prebiotico Probidtico Simbidtico
Ingredientes % % % %
Farinha de penas 4,00 4,00 4,00 4,00
Milho moido 22,74 22,34 22,71 22,31
Farinha de visceras 15,00 15,00 15,00 15,00
Farelo de soja 18,05 18,05 18,05 18,05
Protenose 3,50 3,50 3,50 3,50
Farelo de trigo 8,56 8,56 8,56 8,56
Quirera de arroz 7,00 7,00 7,00 7,00
Farinha de carne 10,00 10,00 10,00 10,00
Farinha de peixe 3,00 3,00 3,00 3,00
Farinha de sangue 4,00 4,00 4,00 4,00
Sal 0,20 0,20 0,20 0,20
Fosfato bicalcico 0,32 0,32 0,32 0,32
Oleo de peixe 2,00 2,00 2,00 2,00
Clor. de colina 0,10 0,10 0,10 0,10
L-Lisina 0,22 0,22 0,22 0,22
L-Treonina 0,10 0,10 0,10 0,10
DL-Metionina 0,26 0,26 0,26 0,26
Antioxidante 0,05 0,05 0,05 0,05
Antifungico 0,40 0,40 0,40 0,40
Premix’ 0,50 0,50 0,50 0,50
DBA® 0,00 0,00 0,03 0,03
Prebidtico® 0,00 0,40 0,00 0,40

Premix: vitA 12000 Ul; vitD; 3000 Ul; vitE 150 mg; vitK; 15 mg; vitB; 20 mg; vitB, 20 mg; VvitBg
17,50 mg; By, 40 mg; Vitamina C 300 mg; ac. Nicotinico 100 mg;ac. Pantoténico 50 mg; biotina
1 mg; ac. félico 6 mg; antioxidante 25 mg; Cu 17,50; Fe 100 mg; Mn 50 mg; Zn 120 mg; |1 0,80

mg; Se 0,50 mg; Co 0,40 mg; Inositol 125 mg; Colina 500 mg.

?pBA®: Lactobacillus acidophilus - 3,5x10°UFC g"l, Enterococcus faecium - 3,5x10°UFC g'1 e

Bifidobacteria - 3,5x10°UFC g™.
*Prebiético: Actigen (Alltech) e Quitosana.
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Tabela 3. Composi¢cado bromatologica das dietas experimentais de tilapia-do-nilo suplementadas
com: probiotico DBA (PRO: A. acidophilus, E. faecium e Bifidobacteria), prebiéticos (Actigen e
quitosana) e Simbidticos (DBA+Actigen e DBA+Quitosana) durante 63 dias.

Probi6tico

Controle DBA Actigen Quitosana DBA+Actigen DBA+Quitosana
Matéria seca (%) 95,45 95,54 94,76 94,99 94,31 94,83
Proteina bruta (%) 38,87 38,96 39,37 38,89 39,12 39,22
Fibra bruta (%) 6,00 5,07 5,85 6,60 4,89 5,42
Extrato etéreo (%) 3,83 4,54 4,16 4,37 4,16 4,34
Cinzas (%) 10,43 10,36 10,29 10,35 10,39 10,37

e Desempenho zootécnico

A cada 21 dias durante os 63 dias de experimento foram feitas
biometrias, quando se pesava a biomassa total e dois peixes de cada aquario
eram capturados aleatoriamente para medicdo do comprimento total e peso
total. Para isso os peixes foram anestesiados em solucdo de 6leo de cravo (0,3
mL L™), pesados em balanca de precisdo e medidos em ictiometro. Os

parametros avaliados foram:

v' Ganho de peso (GP):
GP = [(peso final) — (peso inicial)];
v' Converséao alimentar aparente (CA):
ICA = [(consumo de ragéo) + (ganho de peso)];
v' Sobrevivéncia (S%):
S =[(100 x numero de animais final) + numero de animais inicial;
v' Taxa de crescimento especifico:
TCE = {100 x [(In peso final — In peso inicial) + periodo]}
v Biomassa;
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e Avaliacdo bromatoldgica

Oito animais de cada tratamento foram enviados ao Laboratdrio de
Bromatologia da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos
(FZEA/USP) para realizacdo das analises de composicdo corporal. As
amostras foram congeladas, secas, moidas e homogeneizadas para
determinacdo de matéria seca, matéria mineral, extrato etéreo e proteina bruta.
A racdo também foi enviada para andlise de matéria seca, matéria mineral,

proteina bruta, fibra bruta e extrato etéreo.
e Avaliagdo da microbiota intestinal

Ao final do experimento, seis peixes de cada tratamento foram sedados,
mortos e realizada coleta da porcdo anterior do intestino para avaliar a
presenca das bactérias Lactobacillus spp., Enterococcus spp. e Bifidobacterium
spp.. Uma porcdo de 1 a 2 g do intestino anterior foi separada, fragmentada e
acondicionada em tubos de ensaio estéreis e pesadas em balanca analitica.
Ap6s maceracdo foram realizadas diluicdes seriadas de 10, 102, 10° e 10™
em solucdo fisiologica 0,7%, seguidas de homogeneizacdo em vortex
(ISHIKAWA, 1998). Cem microlitros de cada solucao foi semeada em 4 meios
de cultura: TSA (Agar Tripticaseina de Soja), Bifidobacterium Agar, Modified
Lactobacillus Agar e HiCrome Enterococus faecium Agar Base; e incubadas em
estufa a 37°C por 48 horas, para posterior contagem de unidades formadoras
de colénia (UFC).

e Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados pelo programa Statistica 7, por

analise de variancia (ANOVA), e quando p<0,05, realizado o teste de Dunnett.
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RESULTADOS
e Desempenho zootécnico

Os parametros fisicos e quimicos da agua ndo apresentaram diferencas
entre os tratamentos. Os valores médios encontrados foram: temperatura (25,4
+ 1,0°C), oxigénio dissolvido (4,7 + 1,3 mg.L™), pH (6,49 + 0,5) e aménia total
abaixo de 0,25 mg.L™. Esses resultados estdo de acordo com os preconizados
para a espécie (SIPAUBA-TAVARES et al., 2006).

Os valores médios dos parametros de desempenho e sobrevivéncia
estdo apresentados na Tabela 4. A inclusdo de probidticos e/ou prebioticos nas
dietas ndo causou diferenca significativa (P<0,05) em relacdo a dieta controle.
Entre as dietas suplementadas, houve diferenca significativa entre os valores
dos peixes do tratamento DBA+Quitosana (42,87+4,5 g) e DBA+Actigen
(23,39145,4 g) no ganho de peso individual. Quanto a biomassa final foram
encontradas diferencas significativas dos tratamentos DBA+Quitosana

(473,71+81,6 g) e Quitosana (458,38+74,9 @) quando comparado ao
DBA+Actigen (254,31+37,0 g) (P<0,05).
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Tabela 4: Valores médios e desvios padrdes dos parametros de desempenho zootécnico de tilapia-do-nilo, O. niloticus,
alimentada com probiético DBA (A. acidophilus, E. faecium e Bifidobacteria), prebioticos (Actigen e quitosana) e
Simbidticos (DBA+Actigen, DBA+Quitosana) durante 63 dias.

Probiético _ _ ) _
Controle DBA Actigen Quitosana DBA+Actigen DBA+Quitosana

Peso final (g) 47,07+5,79 40,90+7,38 41,38+3,52 47,21+8,87 33,10+5,95 53,89+5,30
Ganho em peso (g) 36,98+5,59%" 32,77+7,07% 30,50+3,32% 39,46+9,40% 23,39+5,472 42 ,87+4,55°
Biomassa (g) 388,83+62,60™  361,09+41,84% 360,96+20,27%° 458,38+74,97° 254,31+37,09° 473,71+81,60"
Conversao Alimentar 1,12+0,08 1,11+0,14 1,16%0,03 1,03+0,09 1,30+0,14 1,07+0,11
Taxa de crescimento

B . 2,630,19 2,39+0,30 2,44+0,13 2,62+0,31 2,09+0,28 2,85+0,14
especifico (% dia™)
Sobrevivéncia (%) 82,50 90,00 87,50 97,50 77,50 87,50

Letras distintas indicam diferencas significativas (P<0,05) pelo teste de Dunnett.
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e Avaliacdo bromatoldgica

N&o foram encontradas diferencas significativas na composicao corporal
dos peixes alimentados com dietas suplementadas com probiético e prebidticos

separados e em conjunto (Tabela 5).

Tabela 5. Composicéo do corpo inteiro de tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, alimentada com
probiético DBA (A. acidophilus, E. faecium e Bifidobacteria), prebiéticos (Actigen e quitosana) e
Simbioticos (DBA+Actigen e DBA+quitosana) durante 63 dias. Valores expressos na matéria
seca.

Probidtico . . . )
Controle DBA Actigen Quitosana DBA+Actigen DBA+Quitosana
Matéria seca (%) 95,26+0,75 95,58+0,41 95,60+0,68 95,33+0,78 95,51+0,46 95,37+0,42
Proteina 59,25+1,11 59,31+1,53 58,91+1,03 58,14+2,56 60,62+1,73 58,28+1,35
Cinzas 15,46+0,83 16,37+1,90 14,93+0,93 15,84+0,74 15,83+0,32 15,40+0,53
Extrato etéreo 19,68+1,29 22,20+3,08 19,92+1,16 20,49+2,22  18,85+2,02 19,95+1,96

e Avaliacdo da microbiota intestinal

As figuras 1, 2 e 3 mostram a contagem de colbnias de bactérias dos
géneros Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e Enterococcus spp. oriundas
do conteudo intestinal de tilapia-do-nilo. Os peixes que receberam as dietas
com aditivo probidtico e/ou prebidtico apresentaram colonizacdo pelas
bactérias presentes no probiotico utilizado, porém ndo houve diferenca

estatistica quando comparados ao tratamento controle.
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Box Plot Lactobacillus
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Figura 1. Avaliacdo da colonizacao intestinal de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) pelo género Lactobacillus spp., ap6s 63 dias alimentadas com racées
suplementadas pelo Probiético DBA (L. acidophilus, E. faecium e
Bifidobacteria), prebidticos Actigen e Quitosana, e pelos simbioticos
DBA+Actigen e DBA+Quitosana.
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Box Plot Bifidobacterium
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Figura 2. Avaliacdo da colonizacao intestinal de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) pelo género Bifidobacterium spp., ap6s 63 dias alimentadas com
racbes suplementadas pelo Probiético DBA (L. acidophilus, E. faecium e
Bifidobacteria), prebidticos Actigen e Quitosana, e pelos simbioticos
DBA+Actigen e DBA+Quitosana.
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Box Plot Enterococctis
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Figura 3. Avaliacdo da colonizacao intestinal de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) pelo género Enterococcus spp., apos 63 dias alimentadas com racdes
suplementadas pelo Probiético DBA (L. acidophilus, E. faecium e
Bifidobacteria), prebidticos Actigen e Quitosana, e pelos simbioticos
DBA+Actigen e DBA+Quitosana.

53



DISCUSSAO

Os indices de desempenho zootécnico avaliados no presente estudo
nao apresentaram diferengas significativas quando se comparam os resultados
dos peixes que receberam suplementacdo em relacdo ao grupo controle.
Porém, foram encontradas diferencas significativas no ganho de peso individual
entre os peixes dos tratamentos S1 e S2, sendo o segundo tratamento com
maior ganho. Diferencas significativas foram encontradas também na biomassa
final dos tratamentos S2 (473,71+81,6 g) e PRE2 (458,38+74,9 g) quando
comparado ao S1 (254,31+37,0 g). Em ambos os casos, 0s tratamentos com
inclusdo de quitosana apresentaram melhores resultados, indicando que ha
maior interacdo desse prebidtico com o hospedeiro e como substrato das
bactérias benéficas no trato gastrintestinal. Contudo, ao decorrer do
experimento, houve fatores externos que podem ter influenciado no tratamento
S1, tais como territorialismo e consequente estresse dos animais. Foi
observada a presenca de um peixe dominante em trés dos quatro aquarios do
tratamento, e esses peixes foram trocados, porém sem resultado positivo, uma
vez que outro peixe tomava a posi¢cao de dominante.

Esse comportamento agonistico € caracteristico entre peixes
territorialistas como a tilapia-do-nilo, principalmente em animais jovens que
permanecem em grupos durante as primeiras semanas de vida e, entdo,
passam a manter territorios (HUNTINGFORD, 1986). Segundo VOLPATO et al.
(1987), animais hierarquicamente submissos desta espécie apresentam
aumento da atividade metabdlica, comparativamente aos dominantes, e suas
reservas energéticas, que poderiam ser utilizadas para promover o
crescimento, sdo desviadas para atender as demandas metabdlicas impostas
nas confrontacbes. O confinamento de pequenos grupos de peixes de uma
mesma espécie resulta no estabelecimento de hierarquia social que promove,
principalmente nos individuos submissos, escurecimento do corpo, reducédo da
taxa de crescimento, perda de linfocitos dos tecidos hematopoiéticos, elevacao
dos niveis de cortisol e maior indice de mortalidade (YAMAGISHI, 1962; LI and
BROCKSEN, 1977; NOAKES and LEATHERLAND, 1977; PETERS and
SCHWARZER, 1985; LAIDLEY and LEATHERLAND, 1988).
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A utilizacdo da quitosana junto com probidticos pode gerar resultados
variados. Assim como 0 presente estudo, LIN et al. (2012) observaram
aumento do peso final de carpa comum ao suplementar com o probidtico
Bacillus coagulans e com o oligossacarideo de quitosana como prebiético
durante um periodo de 8 semanas. O maior valor foi encontrado na simbiose
desses dois aditivos (70,9g), seguido pelo probidtico (63,89) e pelo
oligossacarideo de quitosana (62,5g). Entretanto, SHIAU e YU (1999)
apresentaram queda do ganho de peso ao adicionar niveis maiores de quitina e
quitosana na dieta de tilapia-do-nilo, com o mesmo periodo de alimentacao.

A avaliacdo da composicdo corporal ndo apresentou diferencas
significativas. Os dados obtidos sdo semelhantes aos apresentados no estudo
de SOUSA et al. (2012), com alevinos de tildpia-do-nilo, com valores de
proteina bruta (PB) de 59,50%, extrato etéreo (EE) de 20,42% e matéria
mineral (MM) de 15,46%. Trabalhando com o mesmo peixe, NOGUEIRA (2009)
obteve valores de proteina bruta (PB) de 56,4%, extrato etéreo (EE) de 28,0%
e matéria mineral (MM) de 11,9%.

A avaliacdo da microbiota demonstrou que houve colonizagéo no trato
intestinal com a inclusdo do probiético DBA e dos prebiodticos Actigen e
Quitosana, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica em relacdo ao
controle. Géneros como Enterococcus spp., Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp. sdo bactérias que habitam a microbiota intestinal dos peixes,
e a utilizacdo desses aditivos incentivou o crescimento e proliferacdo dessas
bactérias benéficas.

O trato gastrointestinal dos peixes possui uma grande variedade de
microrganismos que interagem em um ecossistema e a colonizacao
microbiana, o estabelecimento, a composicédo e a diversidade € um processo
complexo e reflete a composicdo microbiana da agua, da dieta fornecida aos
peixes e do ambiente (GELDREICH and CLARKE, 1966; BURAS et al., 1987;
KORSNES et al., 2006; RING et al., 2006a; RING et al., 2006b; FJELLHEIM et
al., 2007; NAYAK, 2010). A mucosa do hospedeiro interage com essas
comunidades microbianas, as quais regulam mecanismos vitais para a
manutencao da defesa da mucosa contra ataques de patogenos (McCRACKEN
and LORENZ, 2001; TORRECILLAS et al., 2013). Em peixes de agua doce, as

colonizacbes do trato gastrointestinal é feita principalmente pelas bactérias
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gram-negativas, como Aeromonas, Pseudomonas, Flavobacterium,,
Enterobactérias e por bactérias gram positivas, como Micrococcus, Clostridium
e diferentes espécies de bactérias acido laticas (SUGITA; et al., 1985; RINGO
and GATESOUPE, 1998; UHLAND;et al., 2000)

Bactérias como as &cido laticas, bifidobactérias e enterobactérias
existem normalmente no trato de tilapias e por essa razao € que apareceram
nas placas dos peixes do grupo controle.

Diversos estudos ja demonstraram a efetividade da suplementacdo de
dietas na microbiota intestinal de diversas espécies. Juvenis de truta arco-iris
alimentados com dietas suplementadas com 0,2% de Bio Mos por 111 dias
apresentaram reducgdo significativa de Aeromonas spp., Vibrio spp. e
Micrococcus spp. e aumento da populacdo de Enterococcus spp.
(DIMITROGLOU et al.,, 2009). Os mesmos autores, ao trabalharem com
dourada (Sparus aurata) alimentada durante 14 dias com racdes
suplementadas com 0,4% de inclusdo de MOS, observaram reducdo da carga
bacteriana intestinal (DIMITROGLOU et al.,, 2011). Outra pesquisa desses
autores também com dourada alimentada por 9 semanas com racdes
suplementadas com MOS, demonstrou aumento da diversidade da microbiota
intestinal, enquanto que nos peixes alimentados com inclusdo de soja esses
parametros permaneceram inalterados (DIMITROGLOU et al., 2010).
Esses dados denotam a importancia da inclusdo de aditivos dietéticos
como o MOS, com resultados positivos para a microbiota intestinal.

CONCLUSAO

A inclusdo do probidtico e prebidticos ndo influenciou o desempenho
zootécnico dos peixes. Entre os tratamentos com suplementacdo de
imunoestimulantes, a quitosana parece favorecer o ganho de peso individual e
maiores indices de biomassa quando associada ao probioético, apontando maior
efetividade da quitosana como substrato para as bactérias benéficas. Em
relacdo ao crescimento de bactérias dos géneros Lactobacillus spp.,
Enterococcus spp. e Bifidobacterium spp. no intestino de tilapia-do-nilo, a

adicdo do probiotico DBA e dos prebidticos Actigen e Quitosana, separados e
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em conjunto, ndo apresentaram nenhuma diferenca em relagdo ao grupo
controle.
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CONSIDERACOES FINAIS

O crescimento da producédo aquicola traz consigo a necessidade de
estudos e aplicacfes de imunoestimulantes na dieta de peixes produzidos
intensivamente, objetivando a reducdo da ocorréncia de surtos e de
mortalidades. Além disso, o mercado consumidor estd cada vez mais
rigido, exigindo mercadorias de qualidade, produzidas de modo
sustentavel, limitando o uso de antibiéticos nas producdes.

No presente estudo, ao testar a inclusédo de probiético e prebioticos
separados e em conjunto na dieta de tildpia-do-nilo, ndo foram
observadas alteracdes nos parametros hematoldégicos e imunoldgicos.
Porém no desafio bacteriano, melhores indices de sobrevivéncia e de
protecdo relativa foram apresentados em peixes alimentados durante 21
dias com ragdo contendo a simbiose entre o mananoligossacarideo e o
probiético comercial.

Ja no desempenho, os resultados foram diferentes, com maiores
valores de ganho de peso e biomassa em tratamentos com
suplementacdo de quitosana (separado e em conjunto com o probidtico
DBA). Porém, fatores externos como territorialismo e comportamento
agonistico  prejudicaram o tratamento com = simbiose entre
mananoligossacarideo (DBA+Actigen), influenciando os resultados.

A nivel produtivo, a inclusdo de simbioticos na racdo pode ser uma
alternativa profilatica, principalmente em momentos que antecedem
manejos estressantes, como classificagcdo, vacinacao e despesca. Essa
profilaxia poderia resultar em menores indices de mortalidade, gerando
menos prejuizo aos produtores. Por isso, novos experimentos Sao
necessarios para comprovar a efetividade do uso de prebidticos e
probiéticos, separados ou em simbiose, assim como suas dosagens e

tempo de fornecimento, a nivel laboratorial e produtivo.
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