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RESUMO
Esse trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia do probidtico
Bacillus subtilis em surubins Pseudoplatystoma spp. Para tanto o estudo foi
dividido em trés etapas. A primeira etapa teve como objetivo determinar o
tempo de maior atividade fagocitica dos macréfagos na cavidade celomatica
dos surubins, por meio da técnica de inocula¢do da levedura Saccharomyces
cerevisiae. Foram utilizados 24 surubins com peso de 15,6 = 4,3 g. Os tempos
de incubagdo foram de uma, duas e trés horas, além de um grupo controle,
sendo utilizados seis peixes por grupo. Verificou-se que o tempo experimental
de duas horas foi suficiente para promover a migracao e ativacdo maxima dos
macréfagos. Na segunda etapa foi avaliado o poder de inibicao in vitro de trés
probioticos: B. subtilis, Weissela cibaria e Lactobacillus plantarum frente ao
crescimento de trés patdégenos: Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
durans e Aeromonas hydrophila. O antagonismo das culturas probidticas in
vitro foi avaliado utilizando a metodologia Disco Agar Difusdo. Os resultados
demonstraram que o B. subtilis apresentou halos de inibicdo para a cepa de A.
hydrophila; o probiético W. cibaria produziu halo de inibicdo para as cepas de
E. durans e A. hydrophila; e o probidtico L. plantarum produziu halos de
inibicdo para as cepas P. aeruginosa, E. durans e A. hydrophila. Na ultima
etapa, 0 objetivo foi avaliar o desempenho produtivo, parametros
hematoldgicos, imunolégicos, taxa de sobrevivéncia ap6s desafio bacteriano
com A. hydrophila e caracterizar histomorfometricamente o intestino dos
surubins alimentados com dieta suplementada de B. subtilis. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com cinco tratamentos e
seis repetigcbes. Foram utilizados 300 animais, com peso inicial de 24,5 + 3,6 g,
distribuidos em 30 caixas, com um tratamento controle e quatro niveis de
inclusdo do probiético 10, 20, 30 e 40 g de B. subtilis 1 x 10° UFC. Os
resultados demonstraram que houve efeito da suplementacdo na capacidade
fagocitica, consumo de racdo, hematdcrito, eritrocitos e linfécitos na coleta de
10 dias, hemoglobina, CHCM, eosindfilo e neutrdéfilo aos 20 dias (coleta final).
Na analise das vilosidades intestinais, a regressao indicou efeito linear negativo

dos niveis de probiotico sobre a altura dos vilos intestinais. A suplementacéo



com B. subtilis ndo influenciou o desempenho produtivo e a sobrevivéncia apos
desafio bacteriano em surubins.
Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, antagonismo, Bacillus subtilis,

histomorfometria, imunidade, indices produtivos, surubins

ABSTRACT
This work was carried out with the objective to evaluate the influence of
probiotic Bacillus subtilis in surubins Pseudoplatystoma spp. To conducting this
study, it was necessary to divide it into three stages: the first step objective was
to determine the time of greater phagocytic activity of macrophages in the cavity
celomatica of surubins, by the yeast inoculation technique the yeast
Saccharomyces cerevisiae. Were used 24 surubins with average weight of 15.6
* 4.3 g, incubation times were one, two and three hours, in addition to a control
group, were used six fish per group. It was found that the time trial of two hours
was sufficient to promote the migration and optimal activation of macrophages.
In the second step was observed power inhibition in vitro of three probiotic: B.
subtilis, Weissella cibaria and Lactobacillus plantarum compared to the growth
of three pathogens: Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus durans and
Aeromonas hydrophila. The antagonism of probiotic cultures in vitro was
evaluated using the agar disk diffusion method. The results demonstrated that
B. subtilis showed inhibition halos for the strain of A. hydrophila; the Probiotic
W. cibaria produced inhibition zone for the strains of E. durans and A.
hydrophila; and the probiotic L. plantarum produced inhibition halos for the three
pathogenic strains. In last stage, the objective was to evaluate the zootechnical
performance, hematological parameters, immunological, rate of survival after
bacterial challenge with A. hydrophila and characterize histomorphometrically
the intestine of surubins supplemented with B. subtilis. The experimental design
was a completely randomized design with five treatments and six repetitions.
Were used 300 animals, with initial average weight of 24.5 + 3.6 g, distributed
into 30 aquarium, with a control treatment and four levels of inclusion of
probiotics 10, 20, 30 and 40 g of B. subtilis 1 x 10° CFU. The results

demonstrated that there was no effect of supplementation in phagocytic



capacity, feed consumption, hematocrit, red blood cells and lymphocytes in the
harvest of 10 days, hemoglobin, MCHC, eosinophils and neutrophils in final
harvest. In the analysis of the intestinal villi, the regression indicated negative
linear effect of levels of probiotics on the villi height intestinal. Supplementation
of B. subtilis did not influence the productive performance and the survival after
bacterial challenge in surubins.

Keywords:  Aeromonas hydrophila, antagonism, Bacillus subtilis,

histomorphometry, immunity, index zootechnical, surubins



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 - Introducéo

O crescimento da piscicultura no Brasil, assim como em outros paises,
levou a atividade a trabalhar em regime de criagéo intensivo e superintensivo,
utilizando-se de sistemas com altas densidades populacionais, fornecimento de
altas quantidades de racdo e diferentes procedimentos de manejo, sendo
estes, fatores criticos para o aumento da ocorréncia de doencas e infec¢des.
Na piscicultura, as infec¢des bacterianas s&o consideradas uma das principais
causas de mortes e o0 controle destes patdégenos € normalmente realizado por
meio da administracdo de antibioticos (Barros, 2012).

O uso massivo e indiscriminado de antibidticos e quimioterapicos na
piscicultura, ndo s6 com finalidades terapéuticas, mas também, profilaticas e
como agente promotor de crescimento utilizando dosagens subterapéuticas,
aumenta o risco de resisténcia a determinadas cepas bacterianas (Verschuere
et al., 2000). Segundo Montes (1993), esta pratica pode comprometer uma
parcela da microbiota normal do trato gastrintestinal, levando a diminuicao
consideravel ou até mesmo a dizimacéo dessa microbiota.

Parte desses antimicrobianos, adicionados a dieta ou administrados de
outra forma aos animais, especialmente em aves, foram proibidos na Uni&do
Européia em funcdo da possibilidade de provocar resisténcia em organismos
patogénicos importantes para os seres humanos, reacdes de hipersensibilidade
e até mesmo por propriedades cancerigenas. Muitos paises tém seguido esse
exemplo, e, como consequéncia, diversos produtos estdo sendo avaliados
como alternativas para substitui-los (Mentem, 2001).

Considerando estas adversidades e a sensibilizacdo dos consumidores
diante desta questdo, diversos aditivos alimentares estdo sendo avaliados
como alternativa de substituicho ao uso de antibidticos e quimioterapicos
promotores de crescimento, destacando a utilizacdo dos produtos naturais
(Hisano et al., 2004). Em funcdo dos problemas advindos da utilizacdo de
antibioticos, sejam eles de ordem econbmica, metodolégica ou sanitaria,
devem ser estudadas alternativas que diminuam a utilizacdo de

quimioterapicos na aquicultura, sem perdas na produtividade e qualidade final



do alimento (Meurer, 2005). A utilizacdo de bactérias que beneficiam o
hospedeiro, como os probidticos, sdo uma alternativa ao uso de antibioticos na
aguicultura e vem ganhando espaco na industria nos ultimos anos (Gatesoup,
1999).

Probidticos podem ser definidos como microrganismos Vvivos
suplementados aos alimentos, que afetam beneficamente o hospedeiro pela
melhora em seu balanco intestinal (Fuller, 1989), na prevencdo de doencas
(Mattar et al., 2001) e constituem uma das alternativas ao uso de antibiéticos
no controle de doencas (Nikoskelainen et al., 2001). Kesarcodi-Watson et al.
(2008) ressaltaram que os probidticos em peixes SA0 microrganismos Vvivos que
podem servir como suplementos dietéticos para melhorar o crescimento e a
resposta imune.

De acordo com Nayak (2010), entre os numerosos efeitos benéficos
dos probidticos, destacam-se nos peixes teledsteos, os relacionados ao
sistema imunolégico, como o incremento da resposta imune e resisténcia as
doencas. Os parametros mais estudados sado aqueles que interagem com as
células do sistema imunolégico, tais como células mononucleares fagociticas
(mondécitos e macréfagos), leucécitos polimorfonucleares (neutrofilos) e células
natural killer (NK) para melhorar a resposta imune inata. Certos probioticos
podem aumentar o niumero de eritrocitos, granulécitos, macrofagos e linfocitos
em diferentes espécies de peixes (Irianto e Austin, 2002).

Com base neste mecanismo de a¢do e suas vantagens, este trabalho
propbe a determinacdo do tempo de migracdo de macréfagos na cavidade
celomatica dos surubins, avaliar o antagonismo in vitro de diferentes
probiéticos frente a diferentes patdgenos de peixes e a inclusao crescente do
probidtico Bacillus subtilis na dieta de surubins Pseudoplatystoma spp. para
avaliar os efeitos na imunidade, desempenho produtivo, hematologia, histologia
do intestino e resisténcia ap6s desafio com Aeromonas hydrophila.

2 — Reviséo de literatura
2.1 — Pseudoplatystoma spp.
Surubim é o nome popular dado as espécies de peixes do género

Pseudoplatystoma, pertencentes a ordem Siluriformes. A ordem Siluriformes



inclui o chamado peixe de couro, cuja principal caracteristica externa € a
auséncia de escamas sobre o corpo, revestido apenas de pele espessa, ou
coberto parcial ou totalmente com placas 0sseas. Apresentam barbilhfes, em
geral, um par maxilar e dois pares mentonianos e, frequentemente, o primeiro
raio da nadadeira dorsal e das peitorais se constitui de um aculeo forte e
pungente (Britski et al., 1988).

O género Pseudoplatystoma pode ser encontrado nas principais bacias
hidrograficas sul-americanas (Amazobnica, do Prata e S&o Francisco). As
principais espécies que representam este género s&do: Pseudoplatystoma
corruscans (surubim, pintado), Pseudoplatystoma fasciatum (cachara),
atualmente chamado de P. reticulatum de acordo com a classificacdo de
Buitrago-Suarez e Burr (2007), e Pseudoplatystoma tigrinum (caparari,
pirambucu) (Welcomme, 1985).

Os surubins possuem cabeca grande e achatada, coloracdo escura no
dorso, ranhuras esbranquicadas nas laterais, pintas na extensao do corpo e
ventre claro, e uma caracteristica que os diferenciam de outras espécies é o
formato do corpo comprido e achatado (Sales et al., 2005). A boca é grande,
subterminal com pré-maxilar ligeiramente projetado na frente da mandibula
(Britski et al., 2007).

Os surubins sdo peixes de habito alimentar estritamente piscivoro
(Margues, 1993), de habitos benténicos e noturnos (Britski et al., 2007). Por ter
habito alimentar piscivoro, sua alimentacdo € onerosa, requerendo alta
tecnologia. Desta forma, devido a sua preferéncia alimentar, os surubins
precisam receber o condicionamento ou treino alimentar, realizado durante o
periodo de alevinagem, para aceitar rac6es ou alimentos secos apos essa fase.
Dependendo da fase de desenvolvimento, aceitam racdes em forma de peletes
flutuantes (extrusada) de 2,0 a 15,0 mm (Kubitza et al., 1998).

Os surubins sao peixes de agua doce de alto valor comercial,
considerados produtos nobres por apresentarem carne saborosa, com baixo
teor de gordura e auséncia de espinhas intramusculares. Possuem, assim,
grande importancia econdmica e social em suas regifes de ocorréncia

(Crepaldi, 2008). Estas caracteristicas atendem as preferéncias atuais e futuras



do mercado de pescado e fazem de sua carne um produto de elevado padréo,
atendendo o comércio em boa parte do pais, e exportado para os Estados
Unidos e paises da Unido Européia (Baldisserotto e Gomes, 2010).

O surubim, encontrado no mercado nacional e produzido em escala
industrial é resultante do cruzamento entre o P. corruscans e P. reticulatum.
Em conceitos de melhoramento genético, o cruzamento entre duas espécies
diferentes resulta em um hibrido, com objetivo de explorar a expressdo da
heterose obtida no cruzamento (Crepaldi et al., 2006).

Dentro da piscicultura, a criacdo de hibridos tem recebido especial
atencdo, com o objetivo de aproveitar as caracteristicas favoraveis das
espécies parentais, bem como melhorar o seu desempenho para a exploracao
em cativeiro. Ou seja, a hibridagdo como técnica praticada em exploractes
aquicolas, pretende melhorar o nivel de producdo, de maneira que o sistema
se torne mais competitivo e o produto final tenha maior aceitacdo por parte dos
consumidores (Botero et al., 2004).

O Pseudoplatystoma spp. teve sua primeira producdo expressiva em
1998, com uma producao de 329 toneladas, e em 11 anos cresceu 546 %,
atingindo a marca de 2.126,7 toneladas em 2009. Importante ressaltar que o
crescimento da producdo no periodo de 2006 a 2009 foi de 94 %, mostrando-
se bastante consistente e expressivo, com uma média anual de crescimento de
19,4 % (MPA, 2010).

Aliados ao rapido crescimento no cultivo desta espécie, possibilidades
de ocorréncia de doencas e infeccdes, problemas com baixo desempenho
produtivo e condi¢cdes estressantes na criagdo podem se tornar frequentes.
Neste contexto, houve a necessidade de buscar alternativas para aperfeicoar a
criacdo e aumentar a resisténcia desta espécie através da inclusdo de
bactérias probidticas em sua dieta.

2.2 — Probiotico

A definicdo mais utilizada para probiotico foi expressa por Fuller (1989),
gue definiu o probiético como um microrganismo vivo suplementado na dieta, o
qual beneficia o animal hospedeiro por melhorar o balango microbiano

intestinal. Em 2001, a FAO/OMS, intitulou o termo probiético como,



microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas
conferem um beneficio a saude do hospedeiro.

De acordo com Silva et al. (2006), os probitticos sdo definidos como
suplementos alimentares, contendo microrganismos vivos que afetam
beneficamente o animal hospedeiro, melhorando o equilibrio da microbiota
intestinal, podendo assumir uma funcdo alternativa de promotor de
crescimento. Recentemente, Kesarcodi-Watson et al. (2008) ressaltaram que
0s probidticos em peixes sdo0 microrganismos vivos que podem servir como
suplementos dietéticos para melhorar o crescimento e a resposta imune.

Os probidticos podem ser benéficos de varias formas, agindo
separadamente ou em combinacdo com outras cepas probidticas. Dentre as
acOes, estdo incluidas a inibicdo de patégenos (producdo de compostos
antagonicos), concorréncia pela adesao de sitios, competicdo por nutrientes e
funcdes imunoestimulatérias, assim como o0s beneficios nutricionais
alimentares para melhorar a digestibilidade e para facilitar sua digestao (Fuller,
1989; Bomba et al., 2002). A acdo benéfica do uso de probidticos ocorre de
duas formas: (1) na determinacdo de melhores indices produtivos, aumento no
ganho de peso e melhor conversdo alimentar; (2) reducdo da colonizacéo
intestinal por alguns patégenos, como por exemplo, as salmonelas (Castro,
2003).

A eficacia do probidtico é estritamente dependente da quantidade e das
caracteristicas das cepas de microrganismos utilizadas na elaboracdo deste
aditivo alimentar. Diversos estudos para a selecdo de probibticos foram
publicados durante a ultima década, entre eles destacam-se 0s microrganismos
como o Bacillus spp., bactérias produtoras de acido lactico e outras bactérias
gram-negativas (Irianto e Austin, 2002).

De acordo com Vine et al. (2004), a selecdo de probioticos para a
aguicultura é usualmente baseada no antagonismo entre microrganismos
probioticos e agentes patogénicos. Estes mesmos autores ainda salientam que
esta sele¢cdo pode ser realizada por meio de outros critérios como: 0 género ao
qual pertence a bactéria, a estabilidade frente ao acido gastrico e a bile, a

capacidade de aderir a mucosa intestinal, a capacidade de colonizar, ao menos



temporariamente o trato gastrintestinal e a capacidade de produzir compostos
antimicrobianos metabolicamente ativos no intestino (Collins et al., 1998).

Entre os microrganismos empregados como probiéticos, destacam-se
as bactérias pertencentes aos géneros Bifidobacterium (B. bifidum, B. breve, B.
lactis, B. longum e B. thermophilum) e Lactobacillus (L. acidophilus, L.
delbrueckii, L. helveticus, L. casei, L. fermentum, L. reuteri, L. johnsonii, L.
plantarum, L. rhamnosus e L. salivarius) e, em menor escala, as bactérias
Enterococcus faecium e Streptococcus thermophilus (Collins et al., 1998).

Nikoskelainem et al. (2001), estudando o potencial de seis probioticos
(Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103, Lactobacillus casei Shirota,
Lactobacillus bulgaricus, L. rhamnosus LC 705, Bifidobacterium lactis Bb12, e
Lactobacillus johnsonii Lal) de uso humano e um de uso animal (Enterococcus
faecium Tehobak) para peixes, demonstraram a habilidade de adesdo a
mucosa, resisténcia a bile dos peixes, bem como a supressdo do crescimento
de patégenos como Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum e
Flavobacterium psychrophilum, o que revela a possibilidade de aplicacdo
destes microrganismos como probioticos.

A administragéo conjunta de Lactobacillus fructivorans e Lactobacillus
plantarum, por meio de alimentacdo seca ou viva, promoveu a coloniza¢cdo do
intestino de larvas de sea bream, Sparus aurata, e a diminuicdo da mortalidade
dos animais durante a larvicultura e alevinagem (Carnevali et al., 2004).
Panigrahi et al. (2005) observaram o efeito da inclusdo do probidtico
Lactobacillus rhamnosusem na dieta de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss,
relatando o incremento do sistema imune.

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae, como probibtico para
tilapia-do-nilo durante o periodo de reversao sexual e submetidas a um desafio
sanitario, promoveu a colonizacdo do intestino dos peixes pelas bactérias
probioticas. Contudo, a utilizacdo deste probidtico n&o influenciou no
desempenho e na sobrevivéncia dos animais (Meurer et al., 2006).

Algumas cepas de leveduras podem colonizar o intestino de truta arco-
iris e turbot em concentracdes acima de 4 x 10* células por grama de intestino

sem afetar o peixe (Andlid et al., 1995). Andlid et al. (1998) isolaram a cepa de



Saccharomyces cerevisiae CBS 7764 e determinaram que a adesdo ao muco
intestinal da truta arco-iris depende do estado fisioldgico do tecido e que estas
crescem rapidamente tendo o muco como Unica fonte de energia e nutrientes.

Estudo realizado por Lara-Flores et al. (2003) demonstrou que a
utilizacdo da Saccharomyces cerevisiae para alevinos de tilapia-do-nilo como
promotor de crescimento, melhorou o crescimento e a eficiéncia alimentar,
sugerindo que a levedura € um promotor de crescimento adequado para a
tilapia. Apesar do uso da levedura como probidtico apresentar efeitos
significantes em humanos e animais, seus efeitos sdo pouco estudados na
aquicultura (Patra e Mohamed, 2003).

Ao estudar a influéncia do uso de diferentes dosagens do poliprobiético
comercial Estibion® no crescimento de carpa comum, Cyprinus carpio, na fase
de recria, Graef e Mondardo (2006) relataram que, nas condi¢cdes
experimentais testadas (dosagens 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 e 0,10 % da dieta), o
uso do probidtico ndo propiciou melhorias no desempenho produtivo (ganho de
peso, comprimento e conversao alimentar).

Embora seja necesséaria a realizacdo de mais pesquisas com este
suplemento, os estudos demonstraram que o0s probidticos podem ser um
método alternativo, tanto para o controle e prevencdo de diversas doencas
causados por agentes patogénicos, quanto para o crescimento e desempenho
de peixes na aquicultura (Sugita et al., 1998; Lara-Flores et al., 2003; Heo et
al., 2013).

2.2.1 — Probiotico Bacillus

As bactérias do género Bacillus constituem um diversificado grupo em
forma de bastonete, gram positivas e ndo patogénicas (Ninawe e Selvin 2009)
e sdo capazes de produzir uma grande variedade de substancias
extracelulares e antimicrobianas contra uma variedade de microrganismos
(Korenblum et al., 2005; Zokaeifar et al.,, 2012). Os Bacillus tém como
caracteristica a formacdo de esporos resistentes, permitindo uma maior
viabilidade ap0s o processamento de ragfes e altas taxas de sobrevivéncia
apos exposi¢do ao acido gastrico, tornando-se um potencial probiético para a

aquicultura (Hong, et al., 2005).



A aquicultura tem usado amplamente o Bacillus como probiético na
criacdo de camaréo, Litopenaeus vannamei e Penaeus monodon (Decamp et
al., 2008; Silva et al., 2013), e de alguns peixes como Ictalurus punctatus
(Queiroz e Boyd, 1998) e Oncorhynchus mykiss (Nikoskelainen, 2003).

Kumar et al. (2006) observaram maior sobrevivéncia em carpa Labeo
rohita alimentada com Bacillus subtilis, submetida & injecéo intraperitonial com
Aeromonas hydrophila. Além disso, estudo realizado por Kumar et al. (2008),
demonstrou que o uso da bactéria Bacillus subtilis aumenta a resposta imune
em carpa Labeo rohita. Raida et al. (2003), concluiram que a administracéo dos
probidticos Bacillus subtilis e Bacillus licheniformes na dieta para truta arco-iris
em sistema de criacdo, proporcionaram maior sobrevivéncia frente o desafio
com o patogeno Yersinia Ruckeri.

A ingestdo de uma quantidade adequada de Bacillus subtilis é
suficiente para repor a microbiota normal do intestino apés o uso de antibiéticos
ou de doenca grave (Green, et al., 1999). Bacillus sp. estirpe NM 12 isolados
do conteludo intestinal do peixe costeiro japonés Callionymus sp., produziu
substancias antimicrobianas de amplo espectro (Sugita et al., 1998). Bacillus
subtilis OR 1 foi eficaz como probiético no controle da infec¢do causada por
Aeromonas sp. em truta arco-iris (Newaj-Fyzul et al., 2007).

O Bacillus sp. pode ser usado como agente de biocontrole no intestino
dos peixes e nas aguas de criagdo, uma vez observada a alta atividade do
probiético contra o patégeno Vibrio vulnificus (Sugita et al., 1998). Moriarty
(1998) apontou em criacao de camardes, que o uso do probidtico Bacillus sp.
ocasionou maior sobrevivéncia dos animais e promoveu a diminuicdo de Vibrio
sp. na 4gua dos tanques e no sedimento.

O uso de probidticos pode ser uma alternativa para melhorar os
beneficios dos processos quimicos e bioldégicos em tanques de criagdo de
peixes (Boyd e Queiroz, 2004). Desta forma observa-se que o probidtico
Bacillus tem apresentado varios efeitos positivos na aquicultura.

2.3 — Sistema imune e fagécitos

Os peixes sofrem influéncia de diversos fatores no meio em que vivem,

dificultando determinar o seu estado imunolégico. Nas espécies de peixes que



sdo produzidas em pisciculturas, ha interesse especial em aumentar a
resisténcia as doencas e incrementar tecnologias que atuam no sistema imune.

O sistema imune em peixes é dividido em duas partes, o sistema imune
inato (ndo especifico) e o adquirido (especifico), e estes se complementam
(Roitt et al., 1998). O sistema adquirido pode ser classificado de acordo com
suas respostas, podendo ser humoral, e ou, celular (Secombes, 1996; lwana e
Nakanishi, 1996).

O sistema imune inato dos peixes difere de outros vertebrados na
defesa de patégenos pelas respostas inata e adquirida, pois acredita-se que as
respostas inatas sejam mais expressivas (Urbinati e Carneiro, 2004).

Diversos estimulos como patdégenos (bactérias, virus, fungos ou
parasitos) ou uma substancia estranha ao organismo podem ativar o sistema
inato. O sistema imune inato é considerado como a primeira linha de defesa,
gue consiste em barreiras fisicas que incluem escamas, muco, branquias e
epiderme, imundcitos, incluindo as células fagociticas, células citotoxicas ndo
especificas, células endoteliais e uma ampla variedade de componentes
humorais (Magnadottir, 2006; Aoki et al., 2008).

Durante a ativacdo do sistema imune inato, o sistema adquirido €&
acionado por mecanismos especificos de defesa que produzirdo a memodria
imunolégica, blogueando o desenvolvimento de nova infecgdo caso seja
estimulada novamente por um mesmo patégeno ou substancia estranha
(Wedemeyer, 1996).

O sistema adquirido é caracterizado pelos processos realizados no
sistema imune inato. Os processos biolégicos de fagocitose, opsonizacgéao,
quimiotaxia de leucdcitos e inativacdo de toxinas liberadas por bactérias sédo
alguns exemplos do sistema adquirido (Secombes, 1996; Claire et al., 2002;
Boshra e Sunyer, 2006).

Os principais componentes do sistema imune dos peixes sao as ceélulas
brancas do sangue, os leucadcitos, produzidos, principalmente, no rim cefalico,
timo e bago (Hrubec e Smith, 2000; Tort et al., 2003). Desta forma o sangue
esta diretamente ligado ao estado imunoldgico do peixe. O sangue € um tecido

fluido composto de um plasma liquido e componentes celulares (Ranzani-
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Paiva, 2007), responsavel pela distribuicdo de calor, transporte de gases
respiratorios, nutrientes e produtos de excrecdo. A presenca, quantidade e
proporcdo das diferentes células no sangue periférico (vascular) refletem o
estado fisioldgico do organismo, apresentando ampla variagdo em funcéo de
fatores externos e internos (Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004).

As células brancas ou leucocitos do sangue sao classificados como
leucdcitos agranuldcitos, sem granulagdes visiveis no citoplasma, denominados
linfécitos e mondcitos; e, segundo, os granulécitos, que se classificam em
neutrofilos, basdfilos e eosindfilos (Storer e Usinger, 1979).

Os linfécitos sdo responsaveis pela resposta imune especifica humoral
e celular, promovem a producdo de anticorpos, aumento da capacidade
citotdxica, atuam no processo de memoria imunoldgica e promovem a liberacéo
de fatores reguladores da funcdo imune (Yoshinaga et al.,1996). Os mondcitos
sdo, provavelmente, as células sanguineas mais importantes da resposta
imune devido a capacidade de fagocitar material estranho ao hospedeiro,
assim como restos celulares da resposta inflamatéria e de outros processos
degenerativos (Falcon, 2007). Sob condi¢cdes apropriadas, estas células
deixam o sistema vascular e completam sua maturacdo, tornando-se
macrofagos maduros, nos tecidos (Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004).

Os neutrdfilos, eosindfilos, mondcitos e macréfagos, também
desempenham papel importante na regulacdo do sistema imune, ja que eles,
além de contribuirem com os mecanismos inatos, estdo também envolvidos
com a resposta especifica de defesa (Verlhac e Gabaudan, 1997). Estas
células sdo capazes de reconhecer patdgenos e degrada-los por meio do
mecanismo de fagocitose, que se constitui como a primeira linha de defesa
contra a invasao de microrganismos.

Os basofilos também exercem fungéo fagocitica, mas ndo o fazem com
a mesma intensidade e atividade que os neutrodfilos e eosindfilos. Os basofilos
estdo ligados a peixes que sao portadores de parasitoses e nas reacdes
alérgicas (Ranzani-Paiva e Silva-Souza, 2004). Os eosinofilos constituem um

grupo especial de leucécitos, com capacidade de apreender e lesar patégenos
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extracelulares maiores, como parasitos que sdo muito grandes para serem
eliminados por fagocitose (Klein, 1990).

O sistema inato dos peixes tem gerado interesse crescente nos ultimos
anos e considerado um fator chave na defesa priméria e na organizagdo da
imunidade adquirida (Whyte, 2007). A regulacdo da resposta imunoldgica € o
efeito benéfico mais comumente relatado em peixes quando suplementados
com probiodticos. No entanto, existem numerosos mecanismos de imunidade
em peixes, e 0 entendimento destas respostas do sistema imune é um fator
chave para a utilizagdo de novas tecnologias, como o uso de probiético.

3 — Objetivos

O trabalho teve como objetivo, avaliar o potencial de utilizacdo da
bactéria Bacillus subtilis como probiético para juvenis de surubim, através de
parametros hematoldgicos, imunolégicos, histolégicos e produtivos.

Objetivos especificos foram:

- Determinar o tempo de maior atividade fagocitica dos macréfagos
na cavidade celomatica de juvenis de surubins;

— Avaliar o antagonismo in vitro de bactérias probioticas frente a
diferentes patdgenos;

— Avaliar o desempenho zootécnico dos surubins suplementados
com o probiotico Bacillus subtilis;

— Avaliar os parametros hematoldgicos dos surubins suplementados
com probiotico Bacillus subtilis;

—  Verificar o teor de glicose do plasma sanguineo dos surubins
suplementados com probi6tico Bacillus subtilis;

— Avaliar a atividade fagocitica dos macrofagos na cavidade
celomética dos surubins suplementados com probiético Bacillus subtilis;

—  Caracterizar histomorfometricamente o intestino dos surubins
suplementados com probiotico Bacillus subtilis;

— Avaliar o efeito da suplementacdo com probiotico Bacillus subtilis
na resisténcia dos surubins apés desafio bacteriano com Aeromonas

hydrophila.
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CAPITULO -2
O artigo foi elaborado de acordo com as normas da Revista: PESQUISA
AGROPECUARIA BRASILEIRA — PAB

Hematologia e tempo de migracao de méacrofagos em surubim Pseudoplatystoma
spp. frente a inoculacdo de Saccharomyces cerevisae
André Luiz Nunes
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Programa de P6s-Graduagdo em
Zootecnia, Unidade Universitaria de Aquidauana, Rod. Aquidauana-UEMS,
km 12 - C.P. 25, CEP 79200-000 Aquidauana, MS, Brasil.
Email: andre_Inunes@hotmail.com
Resumo — Neste trabalho foi estudado o tempo de maior atividade fagocitica dos
macrofagos na cavidade celomatica de surubim Pseudoplatystoma spp. e as alteracGes
hematoldgicas e bioquimica apds a inoculacdo de Saccharomyces cerevisae. Foram
utilizados 24 peixes com peso de 15,6 = 4,3 g. O delineamento foi inteiramente
casualizado, e os tempos de incubacdo foram de uma, duas e trés horas, e um grupo
controle, sendo utilizados seis peixes por grupo. Na inoculacdo foi injetado
intracelomaticamente 1,5 mL de solucdo de levedura Saccharomyces cerevisiae na
concentracdo de 9.000 células mm=. As varidveis hematolégicas e bioquimica
analisadas foram: hematdcrito, hemoglobina, nimero total de eritrocitos, volume
corpuscular médio, concentracdo de hemoglobina corpuscular média, contagem total de
trombdcitos e contagem total e diferencial de leucdcitos e glicose. Foram avaliados a
capacidade fagocitica e o indice fagocitico de macréfagos. Foi realizada analise de
variancia (P<0,05) e as médias significativas, foram comparadas pelo teste de Tukey a
5%. O tempo de incubacdo de duas horas mostrou ser suficiente para promover a
migracéo e ativagdo méxima dos macrofagos. A concentragdo de eosinofilo foi menor

nos tempos de duas e trés horas quando comparados ao grupo controle. A concentracao
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de linfocitos foi maior trés horas apds a inoculacdo em relacdo ao grupo controle e ao
tempo de uma hora. Nao houve diferenca significativa para a glicose plasmatica entre 0s
tempos de incubacao.

Termos para indexacdo: aquicultura, fagocitose, hematologia, imunidade, levedura,

peixe.

Time of macrophage migration catfish Pseudoplatystoma spp. front of a inoculation
Saccharomyces cerevisiae
André Luiz Nunes
State University of Mato Grosso do Sul, Postgraduate Program in Animal Science,
University of Unit Aquidauana, Rodovia Aquidauana-UEMS, km 12 - C.P. 25,
CEP 79200-000 Aquidauana, MS, Brazil.
Email: andre_Inunes@hotmail.com
Abstract — In this work we studied the time of greater phagocytic activity of
macrophages in the celomatic cavity in surubim Pseudoplatystoma spp., and
hematological and biochemistry alterations. Were used 24 fish with average weight of
15.6 £ 4.3 g. The design was completely randomized, and the incubation times were of
one, two and three hours, and a control group, were used six fish per group. For
inoculation, 1.5 mL of solution of yeast Saccharomyces cerevisiae in concentration of
9,000 cells mm™ was injected intraperitoneally. The hematological and biochemistry
variables were analyzed: hematocrit, hemoglobin, total number of cells erythrocytes,
mean corpuscular volume, concentration of mean corpuscular hemoglobin average, total
count of thrombocytes, total count and differential leukocyte count and glucose, the

phagocytic capacity and phagocytic index the macrophages were evaluated. Was
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performed variance analysis (P<0.05) and the mean significant were compared by the
test of Tukey to 5 %. The incubation period of two hours proved to be enough to
promote migration and optimal activation of macrophages. The concentration of
eosinophils were lower in the times, of two and three hours when compared to the
control group. The concentration of lymphocytes were higher on the time of three hours
in relation to the control group and the time of one hour. There was no significant
difference in plasma glucose between the time of incubation.

Index terms: phagocytosis, hematology, immunity, yeast, fish.

Introducéo

Os peixes sofrem influéncia de diversos fatores no meio em que vivem,
dificultando estabelecer padrbes do seu estado imunoldgico. Nas espécies de peixes que
sdo produzidas em pisciculturas, had interesse especial em aumentar a resisténcia as
doencas e desenvolver tecnologias que potencializam seu sistema imune.

O sistema imune é dividido em duas partes que se complementam: o sistema
imune inato (ndo especifico) e o adquirido (especifico) (Roitt et al., 1998). O sistema
imune inato dos peixes difere de outros vertebrados, por ser mais importante que a
resposta adquirida (Saurabh & Sahoo, 2008). Uma defesa celular ndo especifica do
sistema imune inato é a fagocitose, e 0s macrofagos tém um papel importante nesse
processo, fazendo a fagocitose do corpo estranho e protegendo o hospedeiro (Verlhac &
Gabaudan, 1997).

A fagocitose é considerada a resposta celular na qual os fagocitos, por meio de
movimentos amebaoides, ingerem particulas maiores que 0,5 um utilizando mecanismos

gue envolvem e degradam microrganismos, particulas poluentes e irritantes
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(Rabinovitch, 1995). E realizada por fagocitos, como macrofagos fixos, residentes ou
células como macrofagos presentes em todos os compartimentos do corpo e que,
portanto, possui um papel importante no estagio inicial de infecgdes, e também séo os
primeiros fagocitos a encontrar o microrganismo invasor (Do Vale et al., 2002).

Os macrofagos pertencem ao sistema fagocitico mononuclear e séo
componentes da imunidade inata, com funcGes bem estabelecidas na resposta primaria a
patégenos, assim como na homeostase dos tecidos, coordenacdo da resposta imune
adaptativa, inflamacéo, resolucdo e reparo (Geissmann et al., 2010). Varias particulas
sdo utilizadas para verificar a atividade dos macréfagos, dentre as principais estdo as
leveduras e as bactérias, e 0 monitoramento da ingestdo € usado para avaliar o efeito
desses contaminantes nos macrofagos (Bols et al., 2001).

Uma das maneiras de avaliar o sistema imunoldgico € por meio da estimulagédo
da atividade fagocitica pela injecdo de leveduras na cavidade celomatica dos peixes,
onde se pode determinar o tempo de migracdo de macrofagos, a capacidade fagocitica e
o indice fagocitico (Silva et al., 2002, 2005). A incubacdo de leveduras pode variar entre
as espécies de peixes, e para estimar o indice fagocitico e a capacidade fagocitica é
necessario realizar a contagem de leveduras no momento de maior migracdo de
macrofagos e de maior nimero de leveduras fagocitadas (Dias et al., 2011).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de definir o tempo de maior
atividade fagocitica dos macrofagos na cavidade celomatica do surubim
Pseudoplatystoma spp. por meio da técnica de inoculacdo da levedura Saccharomyces
cerevisiae e verificar possiveis alteracbes hematologicas e bioquimica apés a incubacéo

da levedura.



99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

23

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ictioparasitologia da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, na Unidade Universitaria de
Agquidauana, MS. Foram utilizados 24 juvenis do surubim Pseudoplatystoma spp. com
peso de 15,6 £ 4,3 g e comprimento de 14,5 = 1,5 cm. Adotou-se um delineamento
inteiramente casualizado, e os tempos de incubacdo foram de uma, duas e trés horas, e
um grupo controle, sendo utilizados seis peixes (repeticdo) por tempo. Os animais
foram anestesiados com eugenol a 50 mg.L™, e em seguida, foi injetado na cavidade
celomatica 1,5 mL de solucdo salina estéril (0,07 %) com a levedura Saccharomyces
cerevisiae na concentracdo de 9.000 células mm™. Os peixes do grupo controle ndo
receberam qualquer substancia intracelomatica e também foram avaliados quanto aos
parametros hematoldgicos e bioquimico.

Os peixes foram acondicionados, individualmente, em aquérios redondos de
dois litros, com aeracdo para o controle de oxigénio, termostato para controle da
temperatura e crondmetros digitais para o controle dos tempos de incubacéo.

Decorrido o periodo de incubacédo, os animais foram anestesiados novamente, e
retiradas aliquotas de sangue por puncdo do vaso caudal, utilizando seringas e agulhas
descartaveis e banhadas em EDTA a 3 %. Os parametros hematoldgicos avaliados
foram: porcentagem de hematocrito (Ht) pelo método de microhematocrito de
Goldenfarb et al. (1971); hemoglobina (Hb) pelo método de cianometahemoglobina de
Collier (1944); contagem do numero de eritrocitos (Er) em camara de Neubauer
utilizando a diluicéo de 1:200 em solucdo de formol-citrato em microscopio optico (400

X). A partir dos dados de hematdcrito, hemoglobina e nimero de eritrécitos foram
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calculados o volume corpuscular médio (VCM) = Ht x 10/Er e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) = Hb x 100/Ht.

Foram confeccionadas extensdes sanguineas em duplicata de cada animal,
secas ao ar e coradas pancromicamente com May Griinwald-Giemsa-Wright (Tavares-
Dias & Moraes, 2003) para a contagem diferencial de leucdcitos, contagem total de
trombacitos e leucocitos (Hrube & Smith, 1998). A glicose plasmatica foi determinada
por meio de Kit Comercial LabTest® e para isso, seringas e agulhas descartaveis
utilizadas na colheita sanguinea foram banhadas no antiglicolitico glistab.

Apbs a colheita de sangue, os animais foram eutanasiados por aprofundamento
do plano anestésico e feita uma incisdo ventral, onde foi realizado o lavado da cavidade
peritoneal com 1,5 mL de solucdo PBS (Phosphate Buffered Saline — pH 7,2). O liquido
contendo as células inflamatdrias (macrofagos) foi aspirado com pipeta de Pasteur e em
seguida centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante
foi desprezado e o restante do precipitado foi depositado entre lamina e laminula e
observado em microscopia de contraste de fase (400 X) para contagem do numero de
fagocitos.

A capacidade fagocitica (CF) e o indice fagocitico (IF) de macréfagos nos trés
diferentes tempos de incubacdo, foram calculados segundo metodologia de Silva et al.
(2002, 2005), em que a Capacidade Fagocitica (CF) é a porcentagem de um
determinado tipo celular que esta fagocitando, expressa pela equacdo: CF = (numero de
macrdfagos fagocitando / total de macréfagos contados ) x 100; e o indice Fagocitico
(IF) é o nimero médio de leveduras no interior das células fagociticas em que sdo
contadas 100 células, cuja formula é: IF = n° total de leveduras no interior dos fagocitos

/ n° total de fagdcitos ativos.
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Para a andlise estatistica dos dados, os resultados dos parametros
hematoldgicos, bioquimico, capacidade fagocitica e indice fagocitico, foram submetidos
ao Software Estatistico R versdo 2.13.0, e realizada a andlise de variancia (ANOVA)
com nivel de significancia 5 %. Quando apresentaram diferencas significativas, as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Resultados e Discusséo

Para a série vermelha (hematdcrito, hemoglobina e nimero de eritrocitos),
indices hematimétricos e glicose (Tabela 1) foi observado efeito dos diferentes
tratamentos (p<0,01) somente para a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), com valores elevados no tempo de duas horas. No entanto, os valores do
grupo controle e do tempo de uma hora foram estatisticamente inferiores aos valores
obtidos nos tempos de duas e trés horas ap0s a inoculacgéo.

Os valores de hemoglobina e o nimero de eritrocitos do presente estudo nédo
apresentaram diferenca estatistica entre os tempos, no entanto, as mesmas variaveis
estdo ligadas a resposta do estimulo estressante do tempo de incubacéo, pois o estresse
causa um aumento da demanda energética. Assim, valores de hemoglobina tendem a
serem maiores para tentar suprir o aumento do consumo de oxigénio por intermédio do
transporte do mesmo na corrente sanguinea (Tavares-Dias & Moraes, 2004), com isto 0
CHCM esta intimamente ligado aos niumeros de eritrdcitos e hemoglobina.

Na série branca (Tabela 2), o nimero total de linfocitos foi superior (p<0,05)
para o tempo de incubacdo de trés horas em relagdo ao grupo controle e o tempo de uma
hora. Os linfécitos sdo células altamente diferenciadas, com capacidade de resposta

frente aos estimulos imunoldgicos (Ellis, 1977) e participam dos processos
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inflamatdrios (Finn & Nielson,1971). Dias et al. (2011), Jensch-Junior et al. (2006) e
Martins et al. (2008) encontraram aumento no numero de linfécitos na corrente
sanguinea apds imunoestimulacdo com microrganismos.

Os eosinofilos, muitas vezes, estdo ausentes no sangue periférico dos peixes, e
quando estdo presentes, aparecem com uma frequéncia relativamente baixa (Tavares-
Dias & Moraes, 2004). A maior porcentagem de concentracdo de eosindfilo circulante
no sangue foi no grupo controle, mostrando que nos grupos que receberam a levedura,
estas células estdo em transito no sangue, pois durante o processo inflamatério ou de
infeccdo, elas podem estar migrando para os focos para a realizacdo de processos
fagociticos ou de lesionamento. Os eosinofilos constituem um grupo especial de
leucdcitos, com capacidade de apreender e lesar patégenos extracelulares maiores, como
parasitos que sao muito grandes para serem eliminados por fagocitose (Klein, 1990).

Os eosindfilos diferiram significativamente do grupo controle com os tempos
de duas e trés horas. Assim, os eosindfilos podem estar migrando para o foco
inflamatorio, no caso, a cavidade celoméatica com levedura, diminuindo a sua
concentracdo na corrente sanguinea. Este grupo de células pode estar ligado tanto a
resposta inata, quanto a resposta especifica do sistema imune de peixes, no entanto, com
os dados apresentados em Pseudoplatystoma spp. este grupo celular provavelmente
esteja envolvido mais acentuadamente na resposta imune inata.

Observou-se diferenga (p < 0,05) para a CF e IF entre o tempo experimental de
uma hora quando comparado com duas e trés horas. Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica entre os tempos de duas e trés horas para essas variaveis (Figura 1 e 2). O fato

dos valores serem menores para CF e IF no tempo de incubagdo de uma hora, pode estar
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relacionado com a velocidade de migracdo dos macréfagos para a cavidade celomatica e
a sua ativacao frente as leveduras.

O tempo experimental de duas horas mostrou ser suficiente para promover a
migracdo e ativacdo maxima dos macréfagos (Figura 1 e 2). Dias et al. (2011)
verificaram para 0 peixe nativo matrinxd Brycon amazonicus, que duas horas de
incubacdo foram suficientes para a migracdo de macrdéfagos. Existe uma grande
variacdo nos tempos de incubacdo entre as espécies e varios fatores podem interferir
nesse processo, como temperatura, estresse, imunoestimulante utilizado, alimentacdo,

entre outros (Dias et al., 2011).

100 94,253,502 95,00+ 7,80 2
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70 61,00 +11,10"
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Tempo de incubacao (horas)

Figura 1. Valores médios percentuais da capacidade fagocitica de juvenis de surubim nos
diferentes tempos de incubacao de leveduras. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo
teste de Tukey (p<0,01).

Os resultados demonstraram que a levedura S. cerevisiae foi capaz de estimular
a migracdo de macrdfagos para a cavidade celomatica em todos os periodos estudados,

sendo um bom imunoestimulante para o estudo da fagocitose. O resultado foi
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semelhante ao encontrado por Jensch-Junior et al. (2006), que avaliaram a levedura na

estimulacdo de macréfagos em Prochilodus scrofa.

3,00

5504014 2,63+0,21°
:5 t ’

2,50

1,93+0,36P
2,00 ' '

1,50

Indice Fagocitico

1,00

0,50

0,00
1 2 3

Tempo de incubacao (horas)

Figura 2. Valores médios dos indices fagociticos de juvenis de surubim nos diferentes tempos
de incubacdo de leveduras. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05).
Concluséo

1. O tempo de duas horas foi suficiente para promover a migracdo e ativacao
maxima dos macrofagos na cavidade celomatica de juvenis de surubins
Pseudoplatystoma spp.

2. A concentragdo de eosinofilos no sangue foi menor nos tempos de duas e trés
horas quando comparados ao grupo controle.

3. A concentracdo de linfocitos foi maior para o tempo de inoculagdo de trés

horas em relagé@o ao grupo controle e ao tempo de uma hora.
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4. A concentracdo de glicose plasmatica ndo alterou entre os tempos de
incubacéo.
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Tabela 1 - Valores médios (+ Erro Padrdo) dos parametros hematoldgicos e de glicemia

do surubim Pseudoplatystoma spp. nos diferentes tempos de inoculacdo de leveduras.

HTC HB ER VCM CHCM GLIC
Tempo

(%) (gdL™)  (0°uL™) (fL) (gdL™) (gdL™)
Controle 21,83+4,07 3,94+0,92 1,07+0,19 211,10+18,12 16,80+1,60° 33,05+7,19
1h 23,50+1,98 4,03+0,46 1,07£0,10 224,07+17,11 17,12+1,32° 31,10%3,29
2h 19,6743,28 4,91+0,94 1,11+0,18 163,28+19,45 24,50+1,01*° 28,84+3,17
3h 17,00+1,37 4,05+0,55 0,91+0,07 191,39+23,89 23,37+2,17* 46,00+4,52

HTC = hematdcrito; HB = taxa de hemoglobina; ER = nimero de eritrocitos; VCM = volume
corpuscular médio; CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média; GLIC = glicose.

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
Tabela 2 - Valores médios (x Erro Padrdo) dos leucécitos de surubins
Pseudoplatystoma spp. nos diferentes tempos de inoculacdo de leveduras.
MON LIN BAS EOS NEU CGE LI
Grupos
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle 0,00 29,25+2,37°  4,00+1,07 7,25+0,69*° 5567+4,16 3,17+1,08 0,67+0,40
1h 0,00 34,33+2,70°  2,42+0,93 5,67+1,12® 53,00+3,38 2,92+0,79 1,67+1,04
2h 0,08+0,08 40,83+4,98" 342+0,77 2,83%0,75° 47,00£509 550+1,01 0,33+0,25
3h 0,08+0,08 51,25+3,38° 1,50+0,59 3,00+0,68° 42,00+3,46 2,17+0,70 0,00
MON = mondcitos; LIN = linfécitos; BAS = basofilos; EOS = eosindfilo; NEU = neutrdfilo;
CGE = célula granulocitica especial; LI= leucdcitos imaturos; Médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Avaliacéo de bactérias probidticas candidatas para o surubim Pseudoplatystoma

spp.: inibic&o in vitro de microrganismos patogénicos
André Luiz Nunes
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Programa de P6s-Graduacao em
Zootecnia, Unidade Universitaria de Aquidauana, Rod. Aquidauana-UEMS,
km 12 - C.P. 25, CEP 79200-000 Aquidauana, MS, Brasil.
Email: andre_Inunes@hotmail.com
Resumo - Os probi6ticos sdo considerados uma alternativa ao uso de antibidticos no
controle de patégenos na aquicultura. O objetivo do trabalho foi avaliar o poder de
inibicdo in vitro dos probidticos Bacillus subtilis, Weissela cibaria e Lactobacillus
plantarum, frente ao crescimento das bactérias patogénicas Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus durans e Aeromonas hydrophila. Foram também realizados antibiogramas
com tetraciclina e florfenicol contra as mesmas bactérias patogénicas. Neste teste
qualitativo foi utilizada a técnica de Disco Agar Difusdo para avaliar o antagonismo dos
probidticos e antibidticos. Os didmetros dos halos foram mensurados (mm) com
paquimetro e a avaliacdo foi registrada pela presenca ou auséncia do halo de inibicéo.
Os resultados demonstraram que somente o L. plantarum e a tetraciclina produziram
halos de inibigcdo para todas as cepas patogénicas. Os probioticos B. subtilis e W. cibaria
ndo produziram halos de inibicdo para a bactéria patogénica P. aeruginosa, e a mesma
se mostrou resistente ao antibiotico florfenicol. A A. hydrophila é um dos principais
patogenos na criacdo de Pseudoplatystoma spp. e todos os probidticos e antibioticos

apresentaram halos de inibic&o para esta cepa.
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Probiotic bacteria to surubim Pseudoplatystoma spp.: in vitro inhibition of
pathogenic microorganisms
André Luiz Nunes
State University of Mato Grosso do Sul, Postgraduate Program in Animal Science,
University of Unit Aquidauana, Rodovia Aquidauana-UEMS, km 12 - C.P. 25,
CEP 79200-000 Aquidauana, MS, Brazil.
Email: andre_Inunes@hotmail.com

Abstract — Probiotics are considered an alternative to the use of antibiotics in the control
of pathogens in aquaculture. The objective of this study was to evaluate the power of
inhibition in vitro of probiotics Bacillus subtilis, Weissella cibaria and Lactobacillus
plantarum, compared to the growth of pathogenic bacteria Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus durans and Aeromonas hydrophila. Were also carried out antibiograms
with tetracycline and florfenicol against the same bacteria. In this qualitative test was
used the technique of Disk Agar diffusion to evaluate the antagonism of probiotics and
antibiotics. The diameters of the halos were measured (mm) with a pachymeter and the
assessment was registered by the presence or absence of the inhibition zone. The results
demonstrated that only the L. plantarum and tetracycline produced inhibition halos for
all the pathogenic strains. The probiotics B. subtilis and W. cibaria did not produce
inhibition halos for the pathogenic bacterium P. aeruginosa, and the same proved

resistant to the antibiotic florfenicol. The A. hydrophila is one of the main pathogens in


mailto:andre_lnunes@hotmail.com

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

34

the creation of Pseudoplatystoma spp., and all the probiotics and antibiotics showed
inhibition halos for this strain.
Index terms: Aeromonas hydrophila, antagonism, Bacillus subtilis, bacteria pathogenic,
Florfenicol, Probiotic.

Introducéo

O surubim, Pseudoplatystoma spp. produzido no Brasil e comercializado no
mercado nacional e internacional é um peixe hibrido resultante do cruzamento entre o
Pseudoplatystoma corruscans e Pseudoplatystoma reticulatum.

O Pseudoplatystoma spp. teve sua primeira producdo expressiva em 1998, com
uma producdo de 329 toneladas, e em 11 anos cresceu 546 %, atingindo a marca de
2.126,7 toneladas em 2009. Importante ressaltar que o crescimento da producdo no
periodo de 2006 a 2009 foi de 94 %, mostrando-se bastante consistente e expressivo,
com uma média anual de crescimento de 19,4 % (MPA, 2010).

E um dos peixes que possui um alto valor econdmico, devido as caracteristicas
da carne e ao rendimento de carcaca, se tornando um produto com grande aceita¢do nos
mercados interno e externo (Crepaldi et al., 2008). Em sistemas de producéo intensiva,
possui elevados indices de desempenho zootécnico, se tornando competitivo com outras
espécies nativas e exoticas.

Em razdo das qualidades zootécnicas e organolépticas do surubim, houve um
rapido crescimento na criacdo desta espécie, e junto com este crescimento, a
probabilidade de ocorréncia de doengas e infecgdes bacterianas também aumentaram,
sendo a Ultima, considerada uma das principais causas de mortes dos peixes. A
administracdo de antibioticos € normalmente realizada para o controle destes patdgenos,

entretanto, o0 uso dessas substancias pode gerar o aparecimento de cepas de bactérias
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resistentes, além de implicacGes negativas relacionadas com a salide humana e o meio
ambiente (Vine et al., 2004a; Garcia e Massam, 2005).

Uma alternativa ao uso de antibidticos na aquicultura, que vem ganhando
espaco na industria nos dltimos anos é a utilizacdo de bactérias que beneficiam o
hospedeiro, os probidticos (Gatesoup, 1999). Os probidticos em peixes sdo
microrganismos Vvivos que podem servir como suplementos dietéticos para melhorar o
crescimento, a resposta imune, a resisténcia frente a patogenos (Kesarcodi-Watson et
al., 2008) e controlar eventuais patogenos (Gomez-Gil et al., 2000; Olafsen, 2001).

De acordo com Vine et al. (2004b), a selecdo de probioticos para a aquicultura
é usualmente baseada no antagonismo entre microrganismos e agentes patogénicos. O
antagonismo pode ser fundamentado em duas teorias: quando ocorre a producdo de
compostos inibitorios e na competicdo pelos nutrientes dos probidticos quando
confrontados com microrganismos patogénicos (Aly et al., 2008; Sorroza et al., 2012).
Segundo Vaseeharan & Ramasamy (2003) atividade antibacteriana é definida como a
zona inibitdria de crescimento formada ao redor do disco de agar sobrepostos.

As bactérias do género Bacillus sdo as mais utilizadas como probioticos na
aquicultura (Timmerman, 2004). Mohamed e Refat (2011) observaram atividade
antagonista produzida frente a Flavobacterium columnare em tilapia-do-nilo
Oreochromis niloticus suplementada com Bacillus subtilis.

Outro grupo utilizado como probidtico, sdo as bactérias acido lacticas,
encontradas na microbiota natural de organismos aquaticos (Hagi et al., 2004), como 0s
Lactobacillus e Weissela. Jatoba et al. (2008) verificaram que a bactéria Lactobacillus
plantarum isolada da tilapia-do-nilo, possui efeito probidtico, pois inibiu bactérias

patogénicas, colonizou o trato intestinal e melhorou a resposta inespecifica do sistema
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imune deste peixe. Mourifio et al. (2011) isolaram do surubim a bactéria probidtica
Weissela cibaria e verificaram resposta positiva nos parametros hematologicos e
imunolodgicos da espécie.

Desta forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial in
vitro de inibicdo das bactérias probioticas Bacillus subtilis, Weissela cibaria e
Lactobacillus plantarum e dos antibidticos tetraciclina e florfenicol frente as cepas de
bactérias patogénicas Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus durans e Aeromonas
hydrophila.

Material e Métodos

O ensaio para verificar o antagonismo das bactérias probidticas frente aos
patogenos foi conduzido no Laboratério de CamarBes Marinhos, do Departamento de
Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina.

Os probidticos utilizados foram o Bacillus subtilis (C-3102 — DSM 15554 e
FERM BP-1096), sendo este um probio6tico comercial isolado originalmente do solo, e
duas bactérias acido-lacticas, a Weissela cibaria (CPQBA 001-10 DRM 02) isolada do
trato intestinal do surubim e reconhecida como probiotico para surubins por Mourifio et
al. (2011) e Lactobacillus plantarum (CPQBA 001-10 DRM 01) isolada e reconhecida
como probi6tico para tilapias por Jatoba et al. (2008).

As cepas de bactérias patogénicas utilizados neste ensaio foram Aeromonas
hydrophila (ATCC 7966), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Enterococcus
durans (ATCC 19492), pertencente a colecdo de cultivo do Laboratorio de Camardes
Marinhos (Universidade Federal de Santa Catarina).

As cepas de bactérias probidticas foram avaliadas pela sua capacidade de

inibicdo de crescimento das cepas de bactérias patogénicas in vitro. Neste teste
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qualitativo foi utilizada a técnica de Disco Agar Difusdo (WDA) descrita por Ramiréz et
al. (2006).

Placas de Petri com meio de cultura Man Rogosa Sharpe (MRS) Agar
(HIMEDIA ®) foram semeadas com as cepas de bactérias probidticas na concentracao
de 1x10° UFC.mL™ e incubadas a 35°C por 48 horas. Apés as 48 horas de crescimento,
foram retirados trés discos de agar (1 cm de diametro) das placas de Petri contendo as
bactérias probidticas. Estes discos de agar foram colocados invertidos sobre o meio de
cultura das placas recém-semeadas com os patogenos em Agar Triptona de Soja (TSA,
Ox0id®) e incubadas a 30°C por 24 horas. Cada cepa de patdgeno foi semeada em
duplicata com os discos de difusdo de cada probiotico.

Para a comparacdo qualitativa, foram realizados antibiogramas com tetraciclina
e florfenicol frente as mesmas bactérias patogénicas. O antibiograma foi realizado por
intermédio da disposicdo de discos comerciais de papel impregnados com antibiotico,
em placas com o meio de cultivo, onde previamente foi semeado o agente bacteriano.
Apbs a realizacdo do procedimento as placas foram incubadas a 30°C por 24 horas.

Os diametros dos halos foram mensurados (mm) com o auxilio de paquimetro.
A avaliacdo foi registrada pela presenca ou auséncia do halo de inibi¢do ao redor dos
discos segundo Vine et al. (2004b).

Resultados e Discusséo

A atividade antimicrobiana in vitro de B. subtilis (registro Cepa C-3102 —
DSM 15554 e FERM BP-1096), W. cibaria (CPQBA 001-10 DRM 02) e L. plantarum
(CPQBA 001-10 DRM 01) frente as estirpes de Aeromonas hydrophila (ATCC 7966),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Enterococcus durans (ATCC 19492) foi

demonstrada pelos halos de inibi¢do apresentados na Tabela 1.
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Todos os antibidticos e as bactérias probioticas apresentaram halos de inibicao
frente a bactéria patogénica A. hydrophila. Esta sensibilidade aos probioticos pode estar
associada aos compostos produzidos pelas bactérias acido lacticas, como o perdxido de
hidrogénio, acidos organicos e acetico, (Lu e Walker, 2001) e pela producdo de
compostos antimicrobianos, como as bacteriocinas (Kayalvizhi e Gunasekaran, 2008),
produzidas também pelas bactérias do género Bacillus.

As bactérias patogénicas oportunistas, particularmente Aeromonas spp. fazem
parte da microbiota enddgena do trato intestinal de peixes de agua doce e sdo agentes
causadores de doencas e elevada mortalidade em cria¢fes intensivas (Belém-Costa e
Cyrino, 2006). Um estudo realizado por Silva et al. (2012), verificou-se que a
septicemia hemorragica € o principal sinal clinico de bacteriose causado por A.
hydrophila em surubins, e este € um dos principais patdégenos causadores de
mortalidade em sistemas de producdo intensivos com peixes do género
Pseudoplatystoma.

A bactéria patogénica P. aeruginosa se mostrou resistente ao antibidtico
florfenicol, e aos probidticos B. subtilis e W. cibaria. Por ser uma bactéria gram
negativa, a parede celular é formada por uma camada interna fina de peptideoglicano e
uma membrana externa constituida de lipopolissacarideos e proteinas (Mirzoeva et al.,
1997), que podem dificultar a acdo dos compostos antimicrobianos produzidos pelos
probidticos B. subtilis e W. cibaria e do florfenicol. Este patdgeno, provavelmente, foi
sensivel ao L. plantarum devido a producdo de algumas substancias de amplo espectro,
como a reutina, produzida por bactérias acido laticas. Esta substancia € produzida

durante 0 metabolismo anaerdébico da glicose e é capaz de inibir bactérias de varios
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géneros incluindo Salmonella, Escherichia, Pseudomonas e Staphylococcus (Axelsson
et al. 1989).

O florfenicol € um dos Uunicos antibidticos registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) para uso em aquicultura, indicado
somente para tilapias, Oreochromis niloticus e truta, Oncorhynchus mykiss no Brasil. O
mecanismo de acdo toxica do florfenicol ocorre por meio da interferéncia na sintese de
proteinas das bactérias e inibicdo da atividade da enzima peptidil transferase (Schering-
Plough, 2009). As bactérias gram negativas sdo, notoriamente resistentes a antibidticos,
como o florfenicol, que ndo conseguem atravessar sua membrana externa (Mandell e
Petri, 1996).

A tetraciclina é amplamente utilizada para tratar e prevenir enfermidades na
aquicultura, porém, recentemente tem-se observado maior frequéncia de bactérias
resistentes a essa droga, como no estudo realizado por Carneiro et al., (2007) em
criagdes de tildpia. No ensaio in vitro, as cepas patogénicas foram sensiveis a este
antibiotico.

Entre os probidticos analisados, o L. plantarum conferiu halos de inibicédo frente
aos trés patdgenos e foi responsdvel pelo Gnico halo de inibicdo nos testes de
antagonismo contra P. aeruginosa. De acordo com estes resultados, pode-se comprovar
a acdo inibitéria in vitro, exercida pela bactéria &cido lactica sobre as bactérias
patogénicas gram negativas e gram positivas.

A suplementacdo de tilapia-do-nilo com L. plantarum é uma forma de controle
preventivo de enfermidades bacterianas, ja que inibe bactérias patogénicas e melhora a
resposta imune (Jatoba et al., 2008). Souza et al. (2010) verificaram que o L. plantarum

isolado do trato intestinal de juvenis de robalo-peva colonizaram o trato intestinal desta
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espécie, e definiram que o L. plantarum tem potencial para ser utilizado como
probidtico na criacdo de juvenis desta espécie. Vieira et al. (2010) verificaram uma
modificacdo da microbiota bacteriana intestinal dos camardes Litopenaeus vannamei na
fase de engorda, apds a suplementacdo com L. plantarum, aumentando sua resisténcia
apos desafio com Vibrio harveyi.

A W. cibaria conferiu halos de inibigdo contra as cepas patogénicas E. durans e
A. hydrophila. O probidtico W. cibaria juntamente com o prebiotico inulina na
alimentacdo de surubins Pseudoplatystoma spp., equilibram a relacdo entre 0 numero de
bactérias patogénicas e benéficas da microbiota intestinal, e possivelmente melhoram o
sistema imunolo6gico destes animais (Mourifio et al., 2011). As bactérias acido lacticas
fazem parte da microbiota intestinal dos organismos aquaticos e mamiferos. Os
principais géneros pertencentes a esta classe sdo: Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Weissella, Carnobacterium, Vagococcus, Enterococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Lactosphaera e Oenococcus (Carr et al., 2002).

A cepa de B. subtilis apresentou somente halos de inibicdo para a cepa
patogénica A. hydrophila. Estes dados coincidem com Aly et al. (2008), que mostraram
que B. subtilis possui capacidade inibitdria in vitro do crescimento de A. hydrophila e
indicam esta cepa como potencial probidtico para surubins.

Segundo Hong et al. (2005), as bactérias formadoras de esporos, como a do
género Bacillus, estdo entre o grande nimero de probidticos pesquisados e utilizados.
Esta capacidade de esporular, confere aos Bacillus a principal vantagem sobre as
bactérias &cido laticas (Hoa et al., 2000), e durante a elaboracdo (suportando
temperaturas acima de 75°C), transporte e armazenamento das racgoes (Gil Turnes et al.,

1999).
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Muitos estudos demonstraram que os resultados dos efeitos dos probioticos in
vitro ndo permitem conclusdo sobre sua efetividade quando analisados in vivo. Vé-se,
portanto, que estudos de antagonismo in vivo com Pseudoplatystoma spp. sdo

necessarios para comprovar a eficiéncia das bactérias probiéticas analisadas in vitro.

Conclusdes

1. A cepa de Lactobacillus plantarum produziu compostos de acdo inibidora de
amplo espectro para as cepas patogénicas gram positivas Enterococcus durans e gram
negativas Aeromonas hydrophila e Pseudomonas aeruginosa.

2. O probidtico Weissela cibaria produziu halo de inibicdo para as cepas de
Aeromonas hydrophila e Enterococcus durans.

3. O probiotico Bacillus Subtilis produziu halo de inibicdo somente para
Aeromonas hydrophila, e esta € um dos principais patdgenos na criacdo de
Pseudoplatystoma spp.

4. O antibidtico tetraciclina produziu halo de inibicdo para todas as cepas
patogénicas.

5. O florfenicol produziu halo de inibicdo para Aeromonas hydrophila e

Enterococcus durans.
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341 Tabela 1: Formacdo dos halos de inibicdo de bactérias probioticas e de antibioticos

342  contra cepas de bactérias patogénicas.

Cepas patogénicas

Aeromonas Enterococcus Pseudomonas
Probidticos e antibidticos hydrophila Durans aeruginosa
Lactobacillus plantarum + + +
Weissela cibaria + + -
Bacillus subtilis + - -
Tetraciclina + + +
Florfenicol + + -

343  +:produziu halo de inibi¢do; - : ndo produziu halo de inibicéo.
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Email: andre_Inunes@hotmail.com
RESUMO

Neste experimento objetivou-se avaliar o desempenho produtivo,
caracterizar histomorfometricamente o intestino, estimar 0s parametros
hematolégicos e imunoldgicos, e avaliar a sobrevivéncia apés desafio contra
Aeromonas hydrophila em juvenis de surubim Pseudoplatystoma spp.
alimentados por 20 dias com Bacillus subtilis. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado com cinco tratamentos e seis repeticdes
com 10 peixes cada. Foram utilizados 300 surubins, com peso inicial de 24,5 *
3,6 g, distribuidos em 30 caixas, com um tratamento controle e quatro niveis de
inclusdo do probidtico 10, 20, 30 e 40 g de B. subtilis (1 x 10° UFC). Aos 10 e
20 dias de suplementacao, foram realizadas colheitas de sangue, e a biometria
foi realizada no final do experimento (20 dias). Os resultados dos parametros
hematoldgicos, produtivos e imunolégicos foram submetidos a analise de
variancia e quando significativos, ao teste de Tukey (P<0,05). Os resultados de
altura de vilo foram submetidos a analise de regressdo. Para avaliar a
sobrevivéncia ap6s o desafio foi utilizado o modelo linear generalizado com
funcdo da ligacao logistica. Os resultados demonstraram que a suplementacao
influenciou nos valores de hematdcrito, eritrocitos e linfocitos aos 10 dias; e
hemoglobina, CHCM, eosindfilo, neutrdfilo, capacidade fagocitica e consumo

de racdo aos 20 dias. Na andlise das vilosidades intestinais, a regressao
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indicou efeito linear negativo (Y = 273,5062 — 0,3306 * X) dos niveis de
probidtico sobre a altura dos vilos intestinais. A suplementagdo com B. subtilis
nao influenciou na sobrevivéncia apos desafio bacteriano dos surubins.

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, bactéria probiotica, fagocitose, indices

zootécnicos, surubins, vilosidade intestinal

ABSTRACT

In this experiment we evaluated the zootechnical performance,
characterized histomorphometrically the intestine, estimate the hematological
and immunological parameters and evaluated the survival after bacterial
challenge with Aeromonas hydrophila of surubim juveniles Pseudoplatystoma
spp. fed for 20 days with Bacillus subtilis. The experimental design was
completely randomized with five treatments and six repetitions. Were used 300
surubins, with initial average weight of 24.5 £ 3.6 g, distributed in 30 aquariuns,
with a control treatment and four levels of inclusion of probiotics 10, 20, 30 and
40 g of B. subtilis 1 x 10° CFU. The results of hematological, immunological and
zootechnical parameters, were submitted to analysis of variance and when
significant, the Tukey test were used (P<0.05), the results of villous height were
submitted to regression analysis and was used generalized linear model with
logit link function to evaluate the survival after challenge. The results
demonstrated that there was effect of supplementation in phagocytic capacity,
feed consumption, hematocrit, red blood cells and lymphocytes in the harvest of
10 days, hemoglobin, CHCM, eosinophils and neutrophils in the finish harvest.
In the analysis of intestinal villi, the regression indicated negative linear effect of
probiotics levels on the villi height intestinal supplementation B. subtilis did not
influence the productive performance and survival after bacterial challenge in
surubins Pseudoplatystoma spp.

Keywords: Aeromonas hydrophila, probiotic bacteria, phagocytosis, indexes,

surubins, intestinal villi
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Introducéao

Probidtico é um aditivo que esta se tornando cada vez mais popular na
aguicultura, principalmente por melhorar a saude do hospedeiro (Gatesoupe,
1999), a digestibilidade dos alimentos, aumentando seu valor nutricional, e
atuar indiretamente no animal através da melhora da qualidade dos parametros
ambientais (Verschuere et al., 2000).

Um probidtico amplamente utilizado € o Bacillus (Silva et al., 2013),
género de bactérias que constituem um diverso grupo de bastonetes gram
positivos, caracterizados por sua habilidade de produzir importantes grupos de
metabdlitos secundarios como antibioticos, bioinseticidas, biocinas, acidos
organicos e até enzimas (Olmos, 2003). As enzimas dos Bacillus sdo muito
eficientes em romper uma ampla variedade de carboidratos, lipidios e proteinas
(Sonnenschein et al., 1993).

Os Bacillus tém como caracteristica a formacéo de esporos resistentes,
permitindo uma maior viabilidade apds o processamento de racdes e altas
taxas de sobrevivéncia apds exposicdo ao acido gastrico do estdbmago,
tornando-se um potencial probidtico para a aquicultura (Hong, et al., 2005).

Sao varios os beneficios observados nos peixes apos a utilizacdo do
probiético Bacillus, como aumento da resposta imune dos animais, maior
sobrevivéncia frente alguns patdgenos, reposi¢cdo da microbiota apos uso de
antibiético e producdo de substancias antimicrobianas de amplo espectro
(Sugita et al., 1998; Kumar, 2008; Raida et al., 2003; Green, et al., 1999).

Os microrganismos probiéticos, por meio de competicdo fisica no trato

digestério, podem impedir a colonizacdo intestinal por agentes patogénicos
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(Tournut,1998). Com isso, diminuem a fixacdo dos microrganismos
patogénicos, levando a protecdo das vilosidades e regeneracdo da mucosa em
caso de lesdo (Petri, 2000). Sendo assim, diversos componentes tém sido
testados para atuar na mucosa intestinal, aumentando a mitose, e assim o
tamanho dos vilos (Boleli et al., 2002; Maiorka et al., 2002).

A renovacao celular por meio da mitose ou perda de células na base
dos vilos € ocasionada pelo desenvolvimento da mucosa intestinal,
aumentando a densidade e altura das células epiteliais (Maiorka et al., 2002).
Nestes casos de renovacéo celular, através do aumento da proliferacéao celular,
a digestdo e absorcdo de nutrientes sdo maximizadas ocorrendo maior ganho
de peso (Boleli et al., 2002).

Com base nessas informacdes, esse trabalho propde a incluséo
crescente do probidtico Bacillus subtilis em dietas de surubins
Pseudoplatystoma spp. para conhecer seus efeitos sobre a imunidade,
hematologia, desempenho produtivo,histomorfometria do intestino e resisténcia
frente a desafio bacteriano por Aeromonas hydrophila.

Material e Métodos

Instalacdes e animais

O experimento foi conduzido no setor de piscicultura da Universidade
Estadual do Mato Grosso do Sul, na Unidade Universitaria de Aquidauana, MS
- Brasil. As analises hematolégicas e imunoldgicas foram realizadas no
Laboratério de Ictioparasitologia e de Quimica da referida Universidade.

Foram utilizados 300 juvenis de surubim, treinados para receber

alimento seco com comprimento e peso de 159 + 0,8 cm e 24,5 + 36 g,
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respectivamente. Os animais foram adquiridos de uma piscicultura comercial e
aclimatados durante um periodo de 10 dias em caixas d’agua de 100 litros com
fluxo continuo de agua.

Apoés o periodo de aclimatacéo, os juvenis foram distribuidos em 30
caixas experimentais (10 peixes em cada) com volume util de 40 litros e

alimentados com as dietas contendo probidtico durante 20 dias.

Delineamento e racéo experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com quatro tratamentos e um grupo controle isenta de probidtico, cada um com
seis repeticdes. Foram adicionados na racdo experimental quatro niveis do
probiético composto por Bacillus subtilis:

Racao controle (sem adicéo de probiotico);

10 g de Bacillus subtilis por kg de racgéao;

20 g de Bacillus subtilis por kg de racao;

30 g de Bacillus subtilis por kg de racéo;

40 g de Bacillus subtilis por kg de ragéo;

O probidtico comercial contendo Bacillus subtilis na concentracéo de 10°
UFC/g (Unidades Formadoras de Colbdnias) foi adicionado nas rac6es por meio
de veiculo oleoso (2 % de Oleo de soja) para a incorporacdo da bactéria
probiética ao pelete. Também foi adicionado 2 % de 6leo de soja na racao
controle.

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia durante todo o periodo

experimental. Utilizou-se uma ragdao comercial extrusada (peletes de 2 a 4 mm)
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destinada a peixes carnivoros (Tabela 1 — Racdo Comercial). O arragcoamento
foi realizado no periodo matutino entre 5 e 7 horas e no periodo noturno, entre
18 e 20 horas. Os animais foram alimentados até a saciedade aparente.

Tabela 1. Niveis de garantia da dieta utilizada no estudo, Ragdo Comercial.

Composicéao informada g.kg™ de dieta
Proteina Bruta (min.) 400,0
Extrato Etéreo (min.) 80,0

Umidade (max.) 80,0
Matéria Fibrosa (méax.) 60,0
Matéria Mineral (max.) 120,0

Célcio (max.) 16,0
Calcio (min.) 10,0

Vitaminas e Minerais: Fésforo (min.) 8,0000 mg/kg; Magnésio (Max) 2,000 mg/kg; Vitamina A
(min.) 16.000,0000 Ul/kg; Vitamina D3 (min.) 4.500,0000 Ul/kg; Vitamina E (min.) 250,0000
Ul/kg; Vitamina B2 (min.) 32,0000 mg/kg; Vitamina B1 (min.) 32,0000 mg/kg; Vitamina C (min.)
350,0000 mg/kg; Niacina (min.) 170,0000 mg/kg; Vitamina B6 (min.) 32,0000 mg/kg; Biotina
(min.) 10,000 mg/kg; Acido Foélico (min.) 10,000 mg/kg; Vitamina B12 (min.) 32,0000 mcg/kg;
Colina (min.) 2.000,0000 mg/kg; Manganés (min.) 50,0000 mg/kg; Zinco (min.) 150,0000
mg/kg; Ferro (min.) 150,0000 mg/kg; Cobre (min.) 20,0000 mg/kg; Cobalto (min.) 0,5000
mg/kg; lodo (min.) 350,0000 mg/kg; Selénio (min.) 0,7000 mg/kg;

A andlise bromatoldgica (Tabela 2) da racdo experimental fornecida no
experimento foi realizada no Laboratério de Nutricio Animal/EMBRAPA
OESTE - Dourados, MS; e os niveis de garantia por quilo do produto da racdo
experimental podem ser visualizados na tabela 2.

Tabela 2. Resultados da analise bromatolégica das dietas experimentais.

Matéria Seca (%) 94,18
Proteina Bruta (%) 39,53
Extrato Etéreo (%) 5,27
Fibra bruta (g) 6,00
Cromo (mg/L) 0,00
Célcio (%) 2,40

Magnésio (%) 0,25
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Cobre (mg/L) 20,87

Ferro (mg/L) 608,86
Manganés (mg/L) 106,29
Zinco (mg/L) 218,78

Apo6s a inclusdo dos niveis de probidticos na ragao, antes do inicio do
fornecimento das racdes aos peixes, uma amostra de cada racao experimental
foi submetida a andalise microbiolégica (Tabela 3) no Laboratorio de
Microbiologia da Empresa Comércio e Industria Uniquimica Ltda — Diadema,
Sao Paulo. A eficcia dos probiéticos depende da concentracdo bacteriana
encontrada na racdo, com isto, analises microbiolégicas das raches
experimentais foram realizadas antes do inicio da alimentacdo dos peixes a fim
de quantificar Bacillus subtilis na racao.

Tabela 3. Resultado das andlises microbiologicas das ragfes experimentais
suplementadas com probi6tico Bacillus subtilis.

Tratamentos Ragéo experimental Log 10
Controle ND ND

10 g 8,40 x 10° 6,9262
20 g 1,70 x 10’ 7,2240
30¢g 3,30 x 10’ 7,5218
40 g 3,50 x 10’ 7,5378

ND: not detectable (< 2,3 x 10%)
Apoés as analises microbiolégicas, foi verificado que o Bacillus subtilis
foi quantificado de todas as racdes na concentragcdo esperada, levando em

consideracao a inclusdo do produto. Nao foram detectadas colonias de Bacillus
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subtilis na dieta controle, indicando que n&o houve contaminagdo entre o

tratamento controle e os demais tratamentos.

Manejo dos animais e desempenho produtivo

Para avaliacdo do desempenho zootécnico dos juvenis foram
realizadas biometrias para obtencdo de dados de peso e comprimento, no
inicio e ao final do periodo experimental. Os indices zootécnicos avaliados
foram:

a) Conversao alimentar aparente (CAA): consumo de ragcao/ganho de
peso;

b) Ganho de peso (g): peso final - peso inicial,

¢) Ganho de biomassa (kg): biomassa final - biomassa inicial;

d) Taxa de eficiéncia proteica (%): relacdo entre o ganho de biomassa
e 0 consumo de proteina bruta (CPB), onde CPB € a percentagem de proteina
bruta (PB) da racdo experimental multiplicado pelo consumo total de racao;

e) Consumo de racao (g): consumo médio de racéo por peixe durante o
periodo experimental.

f) Taxa de Crescimento Especifico: (log natural do peso final (g) — log

natural do peso inicial (g)) / Periodo experimental (dias)) x 100;

Qualidade da agua
O monitoramento da qualidade de agua foi realizado a cada trés dias

pelo periodo da manha durante o experimento. As médias e os desvios padrao
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dos valores dos parametros da qualidade da agua (Tabela 4) encontram-se
dentro da faixa de conforto recomendada para peixes (Sipauba-Tavares, 1995).

Tabela 4: Média e desvio padrdo das variaveis fisicas e quimicas da agua
durante o experimento.

Temperatura (°C) 24,8 +1,8
Oxigénio dissolvido (mg L™) 4,9 +0,4
pH 6,9 +0,3
Condutividade elétrica (uS cm™) 193 +15,2

Analises hematoldgicas

Foram realizadas colheitas de sangue no inicio do experimento (coleta
basal), aos 10 dias e ao final do periodo de alimentagdo (20 dias). Foram
colhidas amostras de sangue de doze peixes por tratamento (dois por
repeticao).

Os surubins foram anestesiados com eugenol (50 mg.L™) para a
colheita de sangue, e as aliquotas foram coletadas por puncao do vaso caudal,
utilizando seringas e agulhas descartaveis banhadas em EDTA a 3 %.

Os parametros hematoldgicos avaliados foram: porcentagem de
hematdécrito (Ht) pelo método de microhematécrito de Goldenfarb et al. (1971);
hemoglobina (Hb) pelo método de cianometahemoglobina de Collier (1944);
contagem do numero de eritrécitos (Er) em camara de Neubauer utilizando a
diluicdo de 1:200 em solugdo de formol-citrato em microscopio optico (400 X).

A partir dos dados de hematdcrito, hemoglobina e nimero de eritrécitos foram
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calculados o volume corpuscular médio (VCM) = Ht x 10/Er e a concentracao
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) = Hb x 100/Ht.

Foram confeccionadas extensGes sanguineas em duplicata de cada
animal, secas ao ar e coradas pancromicamente com May Griunwald-Giemsa-
Wright (Tavares-Dias e Moraes, 2003) para a contagem diferencial de

leucdcitos, contagem total de trombacitos e leucécitos (Hrube e Smith, 1998).

Atividade Fagocitica

Ao término do periodo de alimentacdo com as dietas suplementadas
com o probidtico foi realizada a avaliacdo do sistema imune. Seis surubins por
grupo experimental, foram anestesiados em eugenol a 50 mg.L?, e em
seguida, foi injetada, intraperitonalmente, a solugcdo de levedura
Saccharomyces cerevisiae (9.000 cél. mm™) de acordo com Ranzani-Paiva et
al. (2008).

ApOs duas horas de incubacdo da levedura, os animais foram
eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico e feita uma incisédo
ventral, onde foi realizado o lavado da cavidade peritoneal com 1,5 mL de
solucdo PBS (Phosphate Buffered Saline — pH 7,2). O liquido contendo as
células inflamatérias (macrofagos) foi aspirado com pipeta de Pasteur e em
seguida centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. Ap6s a centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado e o restante do precipitado foi depositado entre
lamina e laminula e observado em microscopia de contraste de fase (400 X)

para contagem do numero de fagocitos.
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A capacidade fagocitica (CF) e o indice fagocitico (IF) de fagoécitos
foram calculados segundo metodologia de Silva et al. (2002, 2005), em que a
Capacidade Fagocitica (CF) € a porcentagem de um determinado tipo celular
que esta fagocitando, expressa pela equacdo: CF = (numero de fagocitos
fagocitando / total de fagdcitos contados) x 100; e o indice Fagocitico (IF) é o
namero médio de leveduras no interior das células fagociticas onde sao
contadas 100 células, cuja férmula é: IF = n° total de leveduras no interior dos

fagdcitos / n° total de fagocitos ativos.

Histomorfometria do intestino

Ao término do periodo de suplementacdo com o probiotico foi realizada
a morfometria da mucosa intestinal no Laboratério de Patologia Veterinaria-
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Foram utilizados dois
exemplares de cada repeticdo, perfazendo um total de doze peixes por
tratamento.

Os peixes foram eutanasiados por aprofundamento do plano
anestésico, seguido de disseccdo medular e submetidos a uma incisdo
longitudinal no ventre para a exposicdo dos O6rgdos. Porcdoes de
aproximadamente 3 cm de comprimento foram recolhidas do intestino médio (4
cm abaixo da juncdo do estbmago com o intestino), cortadas longitudinalmente
com tesoura microcirdrgica, fixadas abertas com a parede interna do érgéo
orientada para cima sobre pranchas de isopor, mergulhadas em solucéo
fixadora de Bouin por seis horas, sendo este substituido por alcool 70%,

permanecendo conservadas até o momento da incluséo.
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Posteriormente, as amostras foram desidratadas pela passagem em
séries crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina, para
a obtencdo de cortes transversais com o auxilio de microtomo em espessura
de 5 um. De cada amostra de intestino, foram confeccionadas cinco laminas
semiseriadas, contendo cinco cortes seriados cada, as quais foram submetidas
a coloracdo com Hematoxilina de Harris e Eosina (H.E.) e analisadas em
microscopio de luz. Este material foi submetido a captura de imagem com
objetiva de 10X realizada no Laboratério de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em microscopio Optico Zeiss,
acoplado a um microcomputador com programa computacional Motic Imaages
Plus 2.0 ML.

Para a analise morfométrica do intestino, 25 vilos intestinais por animal
foram aferidos quanto a altura (Figura 1), totalizando 300 vilos por tratamento
(Silva et al., 2010; Schamber, 2008) em programa computacional Motic Images

Plus 2.0 ML.

Desafio bacteriano

A cepa de Aeromonas hydrophila (ATCC 7966) utilizada no desafio
bacteriano dos surubins foi fornecida pelo Laboratério de Camardes Marinhos,
do Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina.
Para o preparo do material para o desafio, a bactéria A. hydrophila foi semeada
em 50 ml de BHI (Brain Heart Infusion) e incubada por 24 horas em estufa

bacteriologica a 30°C. Apds, centrifugou-se a 400g por 20 minutos, o0

sobrenadante foi descartado, e o sedimento foi resuspenso em solucéo salina
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estéril (SSE 0,65%) para manter a concentracdo das bactérias. Foi utilizado
0,01 ml desta suspensao de bactérias para cada grama de peixe.

O desafio bacteriano foi realizado apds a suplementacéo da dieta com
0 probiotico. Apos este periodo, os surubins foram anestesiados em eugenol
(50 mg.L™). Em seguida foi inoculada a bactéria Aeromonas hydrophila, na
concentracdo de 2 x 10® UFC/ml (Silva et al., 2012) em 90 animais (18 peixes
por tratamento), por meio de injecdo na cavidade intracelomatica.

A mortalidade e a ocorréncia de sinais clinicos da bacteriose foram

observadas a cada doze horas até estabilizar a mortalidade.

Analises estatisticas

Para o parametro altura de vilo foi realizada a andlise de regresséao.
Para os resultados de hematologia, desempenho produtivo, capacidade
fagocitica e indice fagocitico, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) com
nivel de significancia 5 %. Quando as médias apresentaram diferencas
significativas, foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Resultados e Discusséo
Desempenho produtivo

Na variavel de desempenho produtivo consumo de racdo (CR), foi

observado menor (P<0,05) consumo entre 0s animais do grupo controle
guando comparado com o0s peixes dos demais tratamentos. No entanto, néo
houve diferenga no consumo de racdo entre os quatro niveis de inclusdo do

probidtico (Tabela 3).
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N&o foi observada diferenca (P<0,05) para a taxa de eficiéncia proteica
(TEP) nos tratamentos crescentes de probiotico (Tabela 5). Segundo Furuya et
al., (2005; 1996) dietas que disponibilizam altos valores de proteina bruta,
resultam em piora na taxa de eficiéncia proteica. De acordo com Sonnenschein
et al., (1993), as enzimas de Bacillus sdo muito eficientes na quebra de
carboidratos, lipidios e proteinas em unidades menores. Na alimentacdo de
camardo, as bactérias probidticas podem facilitar a digestdo de todas as
proteinas constituintes da dieta, pois as enzimas produzidas pelas bactérias
probiodticas, podem complementar a atividade das proteases do camarao,
aumentando a digestibilidade dos alimentos (Ochoa-Solano e Olmos-Soto,
2006).

Os valores de peso médio inicial (PI), peso médio final (PF), ganho de
peso (GP), conversao alimentar aparente (CAA), ganho de biomassa (GB),
taxa de eficiéncia proteica (TEP) e taxa de crescimento especifico (TCE) nao
apresentaram diferenca estatistica (P<0,05) entre os tratamentos (Tabela 3).

Farias (2012) avaliou o desempenho zootécnico de pacus apos
suplementacdo com diferentes dosagens dos probidticos Bacillus subtilis e
Bacillus cereus, e também ndo verificou diferenca estatistica significativa no
desempenho com diferentes niveis de inclusdo do probidtico. A suplementacao,
portanto, ndo influenciou no ganho de peso, na conversao alimentar aparente e
na taxa de crescimento especifico.

Em estudo com tilapias-do-nilo suplementadas com probidtico Bacillus
subtilis e prebidtico mananoligossacarideo, Carvalho et al. (2011) néo

observaram diferenca nos valores de biomassa final, ganho de peso médio,
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ganho de peso diario, ganho em comprimento total e conversédo alimentar
aparente entre os diferentes niveis de incluséo de probidtico, prebidtico e grupo
controle.

Mello (2012) realizou a suplementacdo com Bacillus subtilis e Bacillus
cereus em tilapias-do-nilo durante 80 dias e verificou que a conversao
alimentar aparente e taxa de eficiéncia proteica ndo foram afetados pela
suplementacao.

Resultados positivos mostrando efeitos benéficos da inclusdo de
probidticos em dietas de peixes foram encontrados por outros autores. Estudo
desenvolvido por Dias et al. (2012) avaliando a suplementacdo do probiotico
Bacillus subtilis em juvenis de matrinxa durante 84 dias demonstraram uma
melhora no desempenho produtivo (peso individual final, converséao alimentar
aparente e taxa de crescimento especifico) dos animais que receberam o
probiético em niveis de 5 e 10 g kg™ de racéo.

Em estudo realizado com tilapias-do-nilo, verificou-se que os animais
gue receberam dieta com o probidtico Biogen® apresentaram maior ganho de
peso e melhores taxas de crescimento especifico e eficiéncia proteica quando
comparado com o grupo controle (Haroun et al., 2006). Aly et al., (2008)
avaliaram o efeito da suplementacdo de Bacillus subtilis e Lactobacillus
acidophilus em dieta de tilapias-do-nilo, e observaram aumento da taxa de
sobrevivéncia e ganho de peso desses animais.

A auséncia de efeito do probidtico observada no presente estudo pode
estar relacionada com o tempo de fornecimento do suplemento e as boas

condi¢gbes de manejo na qual os animais estavam submetidos, o que reduziu a
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possibilidade de contato dos mesmos com microrganismos patogénicos,
impedindo o probidtico de realizar exclusdo competitiva, apresentando,
portanto, pouca eficiéncia no desempenho produtivo (Loddi et al., 2000; Lima et

al., 2003; Mello, 2012).

Parametros hematol6gicos

Avaliando-se  estatisticamente 0os valores dos parametros
hematolégicos, observou-se que diminui o hematécrito e o numero de
eritrocitos na dose de 40 g aos 10 dias de suplementacdo com probiético em
relacdo ao grupo controle. Aos 20 dias de suplementacao, houve diferenca dos
grupos suplementados com o grupo controle para a variavel hemoglobina
(Figura 3).

Para os valores de hematocrito aos 10 dias de suplementacao,
observou-se que o grupo controle apresentou valores maiores (P<0,05) em
relacdo ao tratamento com 40 g de probidtico. De acordo com Urbinati e
Carneiro (2001), o aumento do hematdcrito pode ser considerado um indicador
de estresse. Com isto, 0 grupo de animais nao alimentado com probidtico, pode
ter sofrido um maior estresse que os animais alimentados com a maior dose de
probidtico.

A alimentacdo por 10 dias com o probiotico influenciou o niumero de
eritrocito, nos quais 0s animais tratados com 40 g de probidtico tiveram uma
menor média em relagdo ao grupo controle. Estes dados séo diferentes dos
encontrados por Mourifio et al. (2011), em que surubins alimentados com

probidtico e prebidtico, tiveram um aumento nos valores de eritrécitos.
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Os valores de hemoglobina aos 20 dias de suplementacdo, para os
animais alimentados com probidtico foram menores (P<0,05) que no grupo
controle, independentemente da quantidade de probiotico fornecida. Entretanto
0s animais alimentados com probiotico, ndo houve diferenca. Os resultados
corroboram com EI-Rhman et al. (2009), que avaliaram a suplementacéo
alimentar com Pseudomonas sp. para tilapias durante 90 dias.

Na figura 4 estdo relacionados os resultados de leucograma e
trombograma. Observou-se que os valores de leucocitos na coleta basal, foram
maiores nos animais suplementados com 30 gramas de probiotico e diferentes
do grupo controle, 10 e 20 gramas de probiotico. Estes resultados diferem do
estudo de Dias et al. (2012), que trabalharam com Bacillus subtilis para
matrinxd. Nesse estudo ndo houve diferenca nas varidveis de leucécitos,
neutrofilos e monaocitos circulantes.

Aos 10 dias de suplementacdo, para a variavel linfécito, os animais
suplementados com a dose de 30 gramas diferiu do grupo controle e dos
animais suplementados com 20 gramas, nesta mesma variavel o grupo
controle apresentou o menor valor. Ainda para linfécito, na coleta basal, os
valores diferiram da dose de 30 gramas para a dose de 10 e 20 gramas de
probiotico. As células granulociticas especiais, leucdcito imaturo, mondcitos e
trombdcitos ndo apresentaram diferencas significativas (P<0,05) entre os
tratamentos nas diferentes coletas.

O maior numero de eosindfilo na coleta final foi encontrado para a
suplementacdo com 30 gramas, diferindo (P<0,05) do grupo controle, 10 e 20

gramas, e na dose de 10 gramas, essa célula ndo foi encontrado na contagem.
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Segundo Ranzani-Paiva e Silva-Souza (2004), alguns granul6citos séo
encontrados com mais frequéncia em peixes portadores de parasitoses.
Observa-se que houve diferenca estatistica (P<0,05) na coleta basal
para basofilo, em que os animais do grupo suplementado com 40 gramas
apresentaram médias superiores em relacdo ao grupo controle e da dose de 20
gramas. Para neutrofilo na coleta basal, a dose de 30 gramas apresentou a
maior média e diferiu do controle e da dose de 20 gramas de probiotico. Ja na
coleta final, o maior valor encontrado para neutrdfilo foi no grupo suplementado
com 10 gramas de probidtico, sendo diferente (P<0,05) dos grupos

suplementados.

Capacidade Fagocitica

A inclusdo crescente probidtico na alimentacdo de surubim
proporcionaram aumento da capacidade fagocitica (P<0,01) quando
comparados ao grupo controle (Figura 5). Com isto, a inclusdo de Bacillus
subtilis por 20 dias nas dietas para juvenis de surubins, proporcionou maior
capacidade de fagécitos em fagocitar as leveduras inoculadas. No estudo
realizado por Farias (2012), também foi verificado aumento da capacidade
fagocitica em pacus suplementados com a bactéria probiética Bacillus.

No presente estudo ndo ocorreram diferencas significativas entre os
tratamentos para o indice fagocitico (Figura 6). O mesmo resultado foi
encontrado por Dias (2010), avaliando a suplementacdo de Bacillus subtilis

para matrinxa, e por Nakandakare (2010) estudando a inclusdo do probiético
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PAS TR (Bacillus toyoi 4,0 x 10® UFC g e Bacillus subtilis 4,0 x 102 UFC g?)
para tilapia-do-nilo.

Itami et al. (1998) verificaram que a adicdo de Bifidobacterium
thermophilum ao camardo Kuruma, melhorou significativamente o seu sistema
imune, tendo uma maior sobrevivéncia quando desafiados com V. penaeicida.
Os autores atribuiram a este fato o efeito imunoestimulador dos probidticos,
visto que a atividade fagocitica de granulécitos de camardo, foi
significativamente maior no camaréo tratado em comparacdo com 0S animais
do grupo controle.

Panigrahi et al. ( 2004) citam que animais alimentados com probiético,
tem uma porcentagem maior de células fagociticas, prevenindo o animal contra
microrganismos patogénicos. Esta protecdo esta relacionada com a
imunomodulacdo do sistema de defesa dos animais, como a celular, e a
capacidade de influenciar as respostas imunoldgicas tanto em niveis locais ou

sistémicas.

Histomorfometria intestinal

Na andlise das vilosidades intestinais, a regressao indicou efeito linear
negativo (P<0,01) dos niveis de probidtico sobre a altura dos vilos intestinais.
Foram estimados valores com a equacdo: Y = 273,5062 - 0,3306 * X, R? = 0,2.
Os valores médios observados nos peixes suplementados com 10, 20, 30 e 40
g de probidtico foram 265,75; 278,22; 254,10 e 262,43 um, respectivamente

(Figura 2).
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Pode-se observar uma reducdo nos valores médios para comprimento
das vilosidades com o aumento dos niveis de inclusdo do probidtico B. subtilis,
0 que sugere que a adicdo crescente ndo provocou o desenvolvimento da
mucosa intestinal. Esses resultados n&o estdo de acordo com Merrifield et al.
(2010), que verificaram alteracdes benéficas das microvilosidades intestinais de
salmonideos, quando alimentados com racdo suplementada com probiético.

Foram observados resultados semelhantes em outros animais com o
uso de suplementos alimentares. Ao trabalharem com coelhos Nova Zelandia
Branco, Euler et al. (2010) concluiram que o aumento da inclusdo de
Lithothamnium sp, prejudicou o desenvolvimento da mucosa intestinal.

Silva et. al (2000), ao trabalharem com Enterococcus faecium,
Lactobacillus acidophilus, Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli ndo
patogénica, verificaram que ndo ocorreu efeito significativo deste probidtico na
altura das vilosidades do duodeno de aves durante 42 dias.

Segundo Furlan (2004), os efeitos benéficos do probidtico na
morfometria intestinal esta relacionada com a reducdo da colonizacdo por
bactérias prejudiciais a mucosa, que atuam inibindo sua aderéncia ao
enterdcito, por meio da ligacdo com o glicocalix. Esta ligagdo promove a
exclusdo competitiva de bactérias indesejaveis por meio da aderéncia aos
sitios de ligacdo dos enterécitos (glicocalix), nos diferentes segmentos do
intestino. No entanto, as condigcdes experimentais ndo desafiaram o sistema
imune intestinal dos animais, e isto € um pré-requisito basico para respostas
com potencial de atuacdo na fisiologia digestiva, quando utilizados

suplementos alimentares como o prebidtico e probiotico (Euler et al., 2010).
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Desafio bacteriano

Ap6s 120 horas de desafio com Aeromonas hydrophila foram
observadas mortalidades em todos os grupos. Foi observada uma alta taxa de
mortalidade no grupo que receberam a dose de 40 gramas de probiotico
(38,9%), seqguido dos grupos de 10 e 20 gramas, com taxa de mortalidade de
27,8%. O grupo controle apresentou uma mortalidade acumulada de 22,2%.
Para o grupo com suplementacdo de 30 gramas, foi observada a menor
mortalidade acumulada (16,7) 120 horas ap0s o desafio, no entanto, ndo houve
diferenca estatistica (P<0,05) entre os grupos. A mortalidade iniciou 24 horas
apos inoculacdo com Aeromonas hydrophila e se estabilizou no quinto dia
(Figura 7).

Apos 12 horas do desafio, houve o surgimento de petéquias na base das
nadadeiras anais, isolamento dos peixes e alteracdo do anus com o aumento
da irrigacdo sanguinea.

Carvalho (2010) realizou desafio com Aeromonas hydrophila em tilapias-
do-nilo que receberam dieta suplementada com Bacillus subtilis e
mananoligossacarideo, e também ndo observou diferenca estatistica na
sobrevivéncia quando comparado os diferentes niveis de inclusdo de
probidtico.

Estudo realizado por Mourifio (2010) com surubins hibridos submetidos
a desafio com Aeromonas hydrophila, determinou alto indice de mortalidade
apos 24 horas da inoculacdo. No entanto, a mortalidade foi inferior nos animais
tratados com Weissella cibaria e 0,5% de inulina, quando comparados aos

animais do grupo ndo suplementado e suplementado com o L. plantarum e
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0,5% de inulina. O quadro de mortalidade durante as 96 horas do experimento
foi constante. O estudo evidenciou que o simbiotico pode melhorar a resposta
de defesa em peixes no caso de infeccédo bacteriana.

Pacus alimentados com dietas sem adicdo de probidtico e submetidos
ao desafio com Aeromonas hydrophila apresentaram maior taxa de mortalidade
quando comparados aos animais alimentados com dieta com diferentes niveis
de inclusdo dos probidticos Bacillus cereus e Bacillus subtilis, no estudo
realizado por Farias (2012).

Camarbes marinhos que receberam dieta suplementada com
Lactobacillus plantarum e foram submetidos a desafio por Vibrio harveyi
apresentaram maior sobrevivéncia apés 10 horas de desafio quando
comparados com 0 grupo que nao recebeu suplementacéo (Vieira et al., 2010).

Em concluséo, o fornecimento por 20 dias nas doses de 10, 20, 30 e 40
gramas do probiético Bacillus subtilis por quilo de ra¢do, ndo melhorou o
desempenho produtivo, a histomorfometria intestinal e sobrevivéncia apos
desafio bacteriano em surubins Pseudoplatystoma spp. Houve alteracdo da
hematologia e a melhora da capacidade fagocitica nos animais alimentados

com o probidtico.
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Tabela 5. Valores médios (+ desvio padrédo da média) do peso inicial (PI), do peso final (PF), do ganho de peso (GP), da
conversao alimentar aparente (CAA), do consumo de racdo (CR), ganho de biomassa (GB), taxa de eficiéncia proteica (TEP)

e da taxa de crescimento especifico (TCE) de juvenis de surubins alimentados probioticos B. subtilis durante 20 dias.

Tratamentos Pl (g) PF (9) GP (9) CAA CR(g) GB (9) TEP (G) TCE (cm)

Controle 2455+1,10 26,88+ 1,29 2,33+1,24 4,48 + 2,43 8,05° + 0,15 20,93+ 11,14 5,82+ 3,03 0,45+ 0,23
109 24,78+ 1,14 28,31+ 2,04 3,53+1,19 3,07+1,21 9,68%+ 0,16 31,76 + 10,72 7,39+ 2,52 0,66 + 0,20
20g 24,15+055 27,75+1,21 3,60+ 0,94 2,98+0,93 10,00°+0,15 32,40+848 7,28+1,88 0,69+0,17
309 24,52 +0,81 28,98 + 0,95 4,46 + 1,49 2,56 + 1,17 10,07+ 0,81 40,16 +13,41 8,99+ 3,12 0,84 + 0,28
409 2435+0,98 28,50+2,14 4,15+ 1,42 2,84+ 1,69 9,85% + 0,24 37,35+12,82 8,55+ 3,01 0,78 £ 0,25

Letras iguais na coluna nao diferem significativamente segundo teste Tukey (P<0,05)
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Figura 1. Fotomicrografia da mucosa intestinal do surubim Pseudoplatystoma spp.
Nela pode ser observada a altura de vilosidade. Coloracdo: H. E. 100x

Figura 2. Fotomicrografia da mucosa intestinal dos surubins Pseudoplatystoma spp.
alimentados com dietas contendo 10 g (A), 20 g (B), 30 g (C) e 40 g (D) de probiético
Bacillus subtilis por quilo de racéo. Coloracéo: H. E. 100x
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Figura 3. Valores de eritrograma de juvenis de surubins Pseudoplatystoma spp.
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indicam diferenca pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 6. Valores médios dos indices fagociticos de surubim Pseudoplatystoma spp.
suplementados ou ndo com probidtico. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
pelo teste de Tukey (P<0,01).
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo da bactéria probidtica Bacillus subtilis para surubins em
nivel experimental, ndo influenciou no desempenho produtivo deste peixe.
Suplementos alimentares tém os efeitos potencializados quando ocorre um
desequilibrio no meio de producdo, ou nas dietas fornecidas. Resultados
ligados ao desempenho produtivo necessitam de um periodo maior de
alimentacdo com suplementos, desta forma os animais podem passar por
situacbes adversas. A realizacdo desta pesquisa em laboratério, ndo permite
gue 0s animais passem por situacdes reais de producdo, como quedas de
oxigénio, mudancas de temperatura e altas densidades de estocagens.

O fornecimento de probidtico em curtos periodos sdo mais promissores
nos resultados ligados ao sitema imune, como verificado nesta pesquisa. Foi
verificado também que o desafio bacteriano por inoculacdo, ultrapassa as
barreiras inicias de defesa do animal, sugerindo a infeccdo por coabitacdo, que
€ um método de infeccdo mais natural.

E valido sempre levar em consideracdo, a viabilidade da
suplementacdo em escala industrial, com a utilizacdo de bactérias probioticas

de facil incorporacéo e de grande resisténcia.



