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RESUMO

Probiéticos sdo, em geral, considerados microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio a saide do hospedeiro. O método de
processamento da dieta e a forma de inclusdo do probidtico podem interferir nos paradmetros
hematolégicos, imunolégicos e microbiolégicos dos peixes. Objetivou-se estimar os parametros
hematolégicos, imunolégicos e microbiolégicos em juvenis de tildpia-do-nilo, alimentados com
probidtico incluido antes e apds o processamento de peletizagdo e extrusdo da ragdo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos: racdo peletizada
sem a inclusdo do probidtico, ragdo peletizada com inclusdo do probiético antes e apds o
processamento, ragdo extrusada sem probiético e racdo extrusada com inclusdo do probiético apés
0 processamento, e cinco réplicas. Duzentos e cinquenta peixes foram distribuidos em 25 aquarios
(20 L) e alimentados durante 63 dias. A composicdo sanguinea (série vermelha e branca) ndo
mostrou diferencas significativas, exceto a concentracdo de hemoglobina corpuscular média do
controle quando comparados aos demais tratamentos. A capacidade fagocitica dos animais que
receberam a dieta extrusada suplementada com probidtico foi significativamente superior,
entretanto, para o indice fagocitico, ndo ocorreram diferencas entre os tratamentos. Os peixes
alimentados com a dieta extrusada mostraram melhora na imunidade inespecifica. As bactérias
probidticas colonizaram o intestino, pois foi possivel recupera-las. Pode-se afirmar que esses peixes
mantiveram-se sadios, pois os parametros hematolégicos ndo sofreram alteracdes durante o
periodo experimental. O estudo revela que qualquer forma de inclusdo de probidticos nas racoes
testadas (antes ou depois da peletizagdo e apds a extrusdo) pode ser utilizada facilmente pelo piscicultor.
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INCORPORATION OF PROBIOTICS IN THE DIET FOR JUVENILE NILE TILAPIAS:
HEMATOLOGICAL, IMMUNOLOGICAL AND MICROBIOLOGICAL PARAMETERS

ABSTRACT

Probiotics are generally considered as live microorganisms which, when administered in adequate
amounts, confer a health benefit to the host. The processing method of diet and the form of
inclusion of probiotic can interfere in hematological, immunological and microbiological
parameters in fish. The aim was to estimate the hematological, immunological and microbiological
parameters in juveniles of Nile tilapia, fed probiotic, included before and after the process of
pelletization and extrusion. The experimental design was completely randomized, with five
treatments: pelleted diet without probiotic, pelleted diet with inclusion of probiotic before and after
processing, extruded feed without probiotic and extruded feed with inclusion of probiotic after
processing and five replications. Two hundred and fifty fish were distributed in 25 aquaria (20 L)
and fed for 63 days. The blood composition (red and white) showed no significant differences
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except mean corpuscular hemoglobin concentration of control when compared to other treatments.
The phagocytic capacity of the animals that had received the extruded diet supplemented with
probiotic was significantly higher when compared to the other treatments. However, there were no
differences between the treatments regarding to the phagocytic index. Fish fed the extruded diet
exhibited significant improvement in the nonspecific immunity. The probiotic bacteria colonized
the intestine, since it was possible to recover them. We can affirm that these fishes remained
healthy, because the hematological parameters were not altered during the experimental. The study
shows that any form type of inclusion in the feed tested (before or after and after pelletizing

extrusion) may be easily used by the fish farmer.

Keywords: Bacillus subtilis; Bacillus toyoi; cichlid; macrophage migration

INTRODUCAO

Os probidticos foram definidos por FULLER
(1989) como '"microrganismo vivo suplementado
na dieta o qual beneficia o animal hospedeiro por
melhorar o balango microbiano intestinal”. Em
outubro de 2001, a FAO/OMS (FAO/WHO,
2001), intitulou o termo probidtico como
quando
administrados em quantidades adequadas,

"microrganismos vivos que,

conferem um beneficio a satide do hospedeiro".
Recentemente, NAYAK (2010) afirmou que um
probiético ideal, independente da fonte, deve ser
capaz de colonizar, estabelecer e se multiplicar no
intestino do hospedeiro.

Os produtos mais utilizados na industria da
aquicultura incluem uma vasta gama de
probidticos, como as bactérias Gram positivas,
especialmente bactérias &cido laticas, Bacillus,
Streptococcus spp, as bactérias Gram negativas
Aeromonas, Alteromonas, bifidobactérias,
Flavobacterium, Pseudomonas, e as leveduras
Saccharomyces, ~ Debaryomyces ~ (IRIANTO e
AUSTIN, 2002; BURR et al., 2005; SAHU et al.,
2008; KESARCODI-WATSON et al., 2008). Em
peixes, sdo administrados oralmente e a
suplementacdo ¢é feita, em geral, nas racdes
(NAGESWARA e BABU, 2006; SAHU et al., 2008;
MOURINO et al., 2012).

Os efeitos benéficos incluem competi¢do por
sitios de adesdo e resisténcia a colonizagdo;
competicdo por nutrientes essenciais; producdo
de compostos antagonistas contra-patégenos;
evolugdo da resposta imune e resisténcia as
doencas; melhoria da digestibilidade do alimento
e  desempenho  produtivo (RINGO e
GATESOUPE, 1998, VERSCHUERE et al., 2000;
BALCAZAR et al, 2006; DIAS et al, 2008;
KESARCODI-WATSON et al., 2008).
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No mercado existem formas distintas de
probidticos,
liquidas, liofilizadas, liofilizadas-protegidas por
microencapsulagdo. No entanto, nenhuma
bactéria  probidtica  comercial suporta o
processamento da racdo em temperaturas de 130-
150 °C (extrusdo), combinado com alta pressdo
(30 a 60 atm) (VIEIRA et al., 2005). Os probidticos
mais resistentes sdo as bactérias com a capacidade
de esporulagdo, como os Bacillus, que resistem até
temperaturas de 90 °C (SETLOW, 2006). Portanto,
nos dias de hoje ndo existe a possibilidade de
inclusdo dos probidticos na ragdo antes do

comercializacdo  dos emulsdes

processo de extrusdo convencional. Segundo
FURUYA et al. (2012) estudos sobre prebidticos e
probidticos em ragdes para tildpia ainda sado
incipientes.

A inclusdo do probiédtico na ragdo de peixes
pode ser realizada misturando-se o p6 (probidtico
liofilizado) na racdo farelada/triturada para
alimentagdo das larvas e pés-larvas, antes ou apods
a peletiza¢do, pois o processamento da racdo por
este método geralmente ndo atinge temperaturas
superiores a 60 °C. No entanto, a maioria das
criacdes comerciais de peixes utiliza a ragdo
extrusada e a incorporagdo de probidtico em
grandes quantidades de racdo torna-se custosa e
dificil. Algumas formas para incluir o probiético
em ragOes extrusadas seria aplica-lo sobre os
peletes e recobri-lo com 6leo para agregacdo
(DIAS et al., 2012); aspergindo o probiético em
solugcdo com &dgua e secando posteriormente, em
temperatura de 25 °C (BUCIO et al., 2005);
aspergir o probidtico em emulsdo com O6leos
(CHANG e LIU, 2002); juntamente com alginato
de sodio (TAPIA-PANIAGUA et al., 2010). Todas
estas formas de inclusdo necessitam de cuidado,
pois sdo organismos vivos ou viadveis que, para
desempenhar as fungdes de probidtico, precisam
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manter-se ativas no intestino para a colonizagdo
do hospedeiro (NAYAK, 2010).

A avaliagdo das condicdes fisiolégicas e o
estado nutricional dos peixes podem ser
determinados por meio da hematologia como
procedimento de rotina em métodos de
diagnoésticos (RANZANI-PAIVA e SILVA-SOUZA,
2004; RANZANI-PAIVA et al, 2005). Segundo
NAYAK (2010), bactérias probidticas podem
aumentar os eritrécitos, leucécitos (linfécitos e
mondcitos) e atividade fagocitica em peixes, efeito
da imunoestimulagdo (WELKER e LIM, 2011). A
manipula¢do da microbiota intestinal por meio da
suplementacdo dietética é uma nova abordagem,
ndo s6 do ponto de vista nutricional, mas também,
como uma modalidade terapéutica alternativa
vidvel para superar os efeitos adversos dos
antibiéticos e drogas (CROSS, 2002).

A estimulagdo do sistema imune pela
utilizagdo de cepas probiéticas foi reportada por
GILL et al. (2000); RENGPIPAT et al. (2000);
SELVIN et al. (2004); GULLIAN et al. (2004);
MERRIFIELD et al. (2010) e MOURINO et al.
(2012) como uma caracteristica a ser considerada
na selecdo de bactérias. A imunoestimulacdo é
uma alternativa para manter o sistema de defesa
ativo, aumentando a resisténcia a virus, ou
controlando popula¢des bacterianas patogénicas
que podem afetar a saide do hospedeiro.

Testes de ativagao e incremento da imunidade
inespecifica amplificam, em organismos aquaticos,
a migracdo dos macréfagos até a cavidade
celomadtica, e estimam a capacidade e o indice
fagocitico dos macréfagos (SILVA et al., 2002;
2005), técnica essa que permite avaliar a resposta
imune inespecifica, pela observacdo do macréfago
ativo ou ndo, por meio da contagem das leveduras
fagocitadas.

O objetivo foi avaliar as formas de inclusdo do
probiético (PAS TR®) no processamento de ragao e
as alteragdes nos pardmetros hematolégicos,
imunolégicos e microbiolégicos do intestino de
juvenis de tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus,
quando mantidos em condicées laboratoriais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério
de Patologia de Organismos Aquaticos do

Instituto de Pesca, APTA, S.A.A., Sao Paulo-SP,
Brasil. Mil juvenis de tilapias-do-nilo revertidos
(lote 100% machos), pertencentes a variedade
GIFT, foram acondicionados em dois tanques de
500 L cada.

Ap6s 15 dias de aclimatagdo, 250 peixes, com
peso e comprimento inicial de 5,23 + 0,40 g e 6,90
+ 0,23 cm, foram selecionados e distribuidos
aleatoriamente, em 25 aquarios (20 L), providos de
aeracdo continua e sistema de filtragem
individual.

Os parametros de qualidade da 4gua
temperatura, oxigénio dissolvido, pH,
condutividade elétrica, slidos dissolvidos totais
e amoOnia foram monitorados, semanalmente, com
auxilio do medidor de multipardmetros HORIBA.

Estabeleceu-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com cinco tratamentos e
cinco réplicas, totalizando 25 parcelas, e a unidade
experimental composta de 10 peixes. Os
tratamentos foram: ragdo peletizada sem probiético
(PEL), ragdo peletizada com inclusdo do
(PEL-PRE) e apés o
processamento (PEL-POS), racdo extrusada sem
probiédtico (EXT) e racdo extrusada com inclusdo
do probiético apés o processamento (EXT-POS). A
adicao de probidtico antes da extrusdo ndo foi
testada pelo fato de que nenhuma bactéria

probidtico  antes

probidtica suporta o processamento da ragdo em
temperaturas de 130-150 °C (extrusdo), combinado
com alta pressao (30 a 60 atm.) (VIEIRA et al., 2005).

Quatro gramas, por quilo de ragdo, do
probidtico PAS TR® (Bacillus toyoi 4,0 x 108 UFC g
e Bacillus subtilis 40 x 108 UFC g') foram
utilizadas no tratamento PEL-PRE, adicionado a
dieta antes da peletizacdo. Para os outros dois
tratamentos, PEL-POS e EXT-POS utilizaram-se
também 4,0 g kg de probidtico homogeneizado
em 2% de 6leo de soja, aspergido sobre a racao.

As andlises bromatolégicas foram realizadas
no Laboratério de Nutricdo Animal/LANA da
UNESP, Jaboticabal, SP, segundo os seguintes
procedimentos da AOAC (1990): Matéria Seca
(MS): ap6s a pré-secagem - 65°C/72 h e secagem
em estufa - 105°C/24 h, até peso constante;
Extrato Etéreo (EE): lavagem da amostra com
solvente (éter) - Soxhlet; Fibra Bruta (FB):
tratamento da amostra com solucido 4acida e, em
seguida, com solucdo basica; Proteina Bruta (PB):
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analise do nitrogénio total da amostra pelo
método de Kjeldahl; Matéria Mineral (MM):
incineragdo da amostra - 600 °C/4 h; e Energia
Bruta (EB): através de bomba calorimétrica.

A composicao basal detalhada da ragdo para
os juvenis de tilapia-do-nilo encontra-se na Tabela 1.
As ragdes foram formuladas com base nos dados
apresentados no NRC (1993).

Tabela 1. Composicao quimica e analise centesimal da ragdo basal.

Ingredientes (%)

Dieta Basal

Sem Probiético

Com Probiético

Farelo de Soja 45,10 45,10
Farelo de Trigo 21,24 21,24
Fuba de Milho 10,45 10,05
Farinha de Peixe 10,00 10,00
Gluten de Milho 4,00 4,00
Fosfato Bicalcico 3,80 3,80
Premix Vitaminico e Mineral 0,50 0,50
L - Lisina 0,40 0,40
DL - Metionina 0,41 0,41
Vitamina C 0,08 0,08
BHT 0,02 0,02
Probiético 0,00 0,40
Total 100,00 100,00
Composi¢do quimica

Matéria Seca (%) 86,52

Proteina Bruta (%) 36,00

Extrato Etéreo (%) 4,58

Fibra Bruta (%) 8,43

Matéria Mineral (%) 13,48

Energia Bruta (kcal kg1) 3.524,00

Os peixes foram alimentados com as dietas
experimentais formuladas, peletizada e extrusada,
com 36% de proteina bruta (PB), trés vezes ao dia
(KUBITZA, 1999), as 08h, 14h e 18h, na proporg¢ao
de 1,0% do peso vivo, por 63 dias.

Para as avalia¢cbes hematolégicas, a cada 21
dias foram coletadas amostras de sangue de
10  peixes por tratamento, anestesiados
individualmente, segundo 0 COLEGIO
BRASILEIRO DE EXPERIMENTACAO ANIMAL,
COBEA (htpp:/ /www.cobea.org.br), em solucao
aquosa de benzocaina 1,0 g 10 L, até a perda do
equilibrio e reducdo dos movimentos operculares
(MATUSHIMA e MARIANO, 1996). Coletou-se
sangue, por meio de pungdo da veia caudal com
seringas heparinizadas, e confeccionaram-se
extensdes sanguineas, posteriormente coradas por
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May-Griinwald-Giemsa, segundo método de
ROSENFELD (1947), para realizar a contagem
total e diferencial de leucdcitos e de trombdcitos
(HRUBEC e SMITH, 1998).

Determinou-se o ntmero total de eritrécitos
(Er), por meio de contagem em camara de
Neubauer, utilizando-se diluente de Hayen; o
porcentual de hematoécrito (Ht), pelo método de
microhematécrito; e a taxa de hemoglobina
(Hb), pelo método da cianometahemoglobina.
Com os resultados obtidos, calcularam-se os
indices hematimétricos como: volume corpuscular
médio (VCM = Ht x 100/n° eritrécitos = fL),
hemoglobina corpuscular média (HCM = taxa Hb
x 10/n° eritrécitos = ppg) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM = taxa
HCM x 100/ Ht = %).
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Ao final do experimento, um animal de cada
repeticdo, perfazendo um total de cinco peixes de
cada tratamento, foi utilizado para realizar os
testes imunolégicos. Injetou-se 1 mL de solugdo
contendo leveduras, Sacharomyces cerevisiage, na
concentracdo de 8.000 células mm=3 na cavidade
celomatica. Apds o periodo de 4 h de incubacao,
os peixes foram anestesiados em solugdo de
benzocaina (1g L") e eutanasiados por seccdo da
medula espinhal. Foi feito um corte ventral, por
onde foi realizado o lavado da cavidade
peritoneal com 1 mL de solugao salina a 0,65%. O
liquido fagociticas
(macréfagos) foi aspirado com pipeta Pasteur e

contendo as  células
centrifugado a 1.500 rpm (251,5 x g) por 5 min. O
sobrenadante foi desprezado e o restante
depositado entre lamina e laminula e observado
ao microscopio de contraste de fase (400 X) para
contagem do nimero de fagécitos (TACHIBANA
et al., 2011). Com o ntmero de macréfagos e o
total de leveduras no interior das células
fagociticas, foram calculados os valores de
Capacidade Fagocitica (CF) e Indice Fagocitico
(IF), segundo metodologia preconizada por
SILVA et al. (2002; 2005): CF = ndmero de
fagocitos fagocitando/100 fagocitos e IF = nimero
total de leveduras fagocitadas/ntimero de
fagocitos fagocitando.

Para o cultivo bacteriano, foram coletados, a
cada 21 dias, o trato intestinal de cinco individuos
por tratamento, eutanasiados. Foi feita assepsia do
local do corte com alcool 70% G.L. e dos
instrumentos cirdrgicos e o intestino foi separado
em placa de Petri esterilizada. O intestino foi
fragmentado, acondicionado em tubos de ensaio e
pesado com auxilio de balanca analitica. Apés a
pesagem, os fragmentos dos intestinos foram
macerados em tubos de ensaio previamente
esterilizados, diluidos em séries de 10-2, 103 e 104,
homogeneizados por vortex (ISHIKAWA, 1998) e
semeados, em duplicata, em placas de Petri
estéreis contendo meio de cultura TSA (Agar
Tripticaseina de Soja) (IRIANTO e AUSTIN, 2002).
As andlises microbiolégicas da racdo foram
realizadas na IMEVE S/A (Jaboticabal-SP). Um
grama de racdo de cada tratamento foi moido e
diluido em 9,0 mL de 4gua estéril, utilizando-se a
mesma metodologia anteriormente citada, no
entanto, com dilui¢bes seriadas de 10-, 102, 103,
104, 10%, 10%, 107 e 108. As placas provenientes do

intestino e ragdo foram incubadas em estufa a 30 °C,
por 72 h, para posterior contagem das colonias de
Bacillus spp. (TACHIBANA et al, 2011). Os
resultados foram expressos em unidades
formadoras de colonias (UFC).

Os dados dos parametros hematolégicos,
imunolégicos e microbiolégicos dos diferentes
tratamentos foram submetidos ao teste de
Bartlett's para verificar a homogeneidade dos
dados, a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste
de Tukey. Os resultados foram considerados
significativos quando P<0,05 (ZAR, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Parametros hematolégicos sdo considerados
indicadores da satde dos animais em geral,
incluindo-se os peixes (CHEN et al., 2004;
MARTINS et al., 2004; RANZANI-PAIVA e
SILVA-SOUZA, 2004; ISHIKAWA et al., 2007;
BARROS et al., 2009; HARIKRISHNAN et al., 2010).

Durante os 21 dias, correspondentes a 1°
biometria, os valores médios de Hb, VCM e HCM
nao  diferiram  estatisticamente entre os
tratamentos (Tabela 2). O Ht dos animais do
tratamento PEL apresentaram valores menores
que o PEL-POS, sugerindo que o probidtico
adicionado apdés o processamento parece atuar
sobre este parametro quando incorporado na
ragdo peletizada. Os valores inferiores do Ht no
tratamento PEL podem ter ocorrido devido ao
estresse durante a adaptacdo dos peixes ao espago
restrito e pequenos volumes de agua. AL-
DOHAIL et al. (2011) observaram redugdes nos
valores de Ht e CHCM do bagre-africano, Clarias
gariepinus, quando infectados com bactérias
patogénicas, entretanto, quando receberam dietas
com probidticos, os valores se mantiveram
proximos aos obtidos nos peixes do controle (ndo-
infeccionados).

Nas condi¢bes experimentais, somente o
tratamento PEL propiciou alteragdo nos valores de
CHCM em relacio aos demais tratamentos
(Tabela 2). LARA-FLORES et al. (2002) testaram
probidtico comercial contendo uma mescla de
bactérias de Streptococcus faeciumn e Lactobacillus
acidophilus para tilapia-do-nilo e constataram que
os parametros da série vermelha ndo sofreram
variacdes ao longo do estudo.
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Tabela 2. Médias * erro padrdo dos pardmetros hematolégicos e hematimétricos em juvenis de tildpia-do-

nilo nos diferentes tratamentos.

Aos 21 dias
Tratamentos Ht Hb Er veM HCM CHCM
PEL 19641212 6570432 1510049172  132,65+13,002 44,65+5062 3348+1,082
PEL-PRE  2530+174 64640832 18320+6862 1375044772 3477+3302 2509+1,61b
PEL-POS  3070+141b 84740102 18620+20,082 172321751 4848+7,060 27,801,240
EXT 2613334 672088 169,13+27,162 1572549892 4037+2252 2571 +032b
EXT-POS  28,60+258b 7,22+0,602 18290+1504c 15603+4,662 3949+138a 2532+0,650
Aos 42 dias
PEL 313042182 81940292 24460+13662 129,06+9292 33,83+1902 2640+0922
PEL-PRE  2730+3362 82440462 203,60+928 13567+19,072 4078+2992 31,44+2,97a
PEL-POS  2670+1202 7,40%0,672 179,60+10,13b 15049+10,922 41,18+3,07a 27,642,060
EXT 30,80£2,922 84040552 24390+20,77a 12720410402 3474+120a 2780+1,72a
EXT-POS 257042352 7,67+1153 217,40+15832 121,64+16942 3566+576a 2935+333a
Aos 63 dias
PEL 2860+2752 7,62+0,64a 157,00£18,632 187,63 +16242 5022 +454a 2685+ 0,96
PEL-PRE  2920+090a 7,74+024s 19340+17,862 15542413382 41,293,722 2654+0,674
PEL-POS  31,00£2452 732+0382 19590+20,972 167,00 £24,92a 39,19+4962 23,86 +1,06
EXT 26201362 758+061a 1557014472 172,02+11,752 49,01+1,72a 2877 +1,13
EXT-POS  3370+254s 79340752 21580+19,602 16893 +14302 37,65+£397¢ 22,82+281a

PEL = peletizada sem probiético; PEL-PRE = peletizada com inclusdo do probidtico antes do processamento; PEL-POS =
peletizada com inclusdo do probiotico apds o processamento; EXT = extrusada sem probidtico; EXT-POS = extrusada com
inclusdo do probidtico apds o processamento; Ht = hematocrito (% ); Hb = taxa de hemoglobina (¢ 100 mL-1); Er = niimero de
eritrocitos (104 mm=3); VCM = volume corpuscular médio (fL); HCM = hemoglobina corpuscular média (%) CHCM =
concentragio de hemoglobina corpuscular média (%), Letras diferentes na coluna diferem significativamente sequndo teste

de Tukey (P<0,05).

Os valores de Hb ndo foram significativos
durante o experimento, entretanto, sua variacdo
foi similar aos reportados para a mesma espécie
por ALKAHEM (1994); UEDA et al. (1997);
TAVARES-DIAS e FAUSTINO (1998) e
TAVARES-DIAS et al. (2000).

No 42° dia, apenas os valores de Er foram
nos peixes que
sem probiodtico;

estatisticamente superiores

receberam ragdo peletizada
peletizada com inclusdo do probidtico antes do
processamento, sem probidtico e

extrusada com inclusdo do probidtico apds o

extrusada

processamento quando comparados aos que
receberam racdo peletizada com inclusdo do
probiotico apdés o processamento (Tabela 2),
corroborando comparativamente aos encontrados
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por TAVARES-DIAS e FAUSTINO (1998);
ADEPARUSI e ATAYI (2000) e HISANO et al.
(2003).

Aos 42° e 63° dias, os valores médios de VCM,
HCM e CHCM foram semelhantes (Tabela 2) aos
verificados por UEDA et al. (1997); TAVARES-
DIAS e FAUSTINO (1998); ADEPARUSI e ATAYI
(2000); TAVARES-DIAS et al. (2000; 2002).

O tamanho reduzido dos eritrécitos mostra
um caminho mais curto para difusdo de oxigénio,
além de uma maior concentracio de Hb. Estas
alteracoes possibilitaram o consumo de oxigénio
nas branquias e a liberacdo de oxigénio em
diferentes tecidos, segundo MOYLE e CECH ]Jr.
(1982).
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Neste estudo, os parametros hematoldgicos
da série vermelha dizem respeito ao estado geral
da satide dos peixes e por ndo apresentarem
alteracdes significativas, indicaram que os
mesmos encontraram-se saudaveis, corroborando
aos estudos realizados por ISHIKAWA et al,
(2007); BARROS et al. (2009) e HARIKRISHNAN
et al. (2010). E sabido que as que as células
sanguineas apresentam grande varia¢do nos
valores de contagem dependendo de fatores
como, qualidade da &gua, estado nutricional,
sistema de criagdo (TAVARES-DIAS e MORAES,
2004). Portanto, a comparagdo dos valores, em
geral, é realizada em relacdo ao controle do
proprio experimento.

Provavelmente, o estresse de manejo no inicio
do experimento ocasionou aumento significativo,
até o 21° dia, do Ht, coincidindo com a elevacao
de Hb, Er e VCM, porém, com diminuicdo do
CHCM nos peixes que receberam ragdo
peletizada com inclusdo do probiético apds o
processamento e extrusada com inclusdo do
probidtico apés o processamento. Isto significa
que o0s peixes produziram células maiores
(imaturas  provavelmente) e com menor
concentracdo dos valores de Hb no interior das
células como resultado da adigdo do probidtico

na racao.

Neste estudo os valores do ndmero de
trombocitos foram inferiores (Tabela 3) aos
constatados por UEDA et al. (1997), que
observaram a variagdo de 38.540,00-100.800,00 pL-1.
Segundo TAVARES-DIAS e MORAES (2004),
além da variagao interespecifica, as diferencas
metodolégicas empregadas na contagem de
trombdcitos sdo responsaveis por essas diferencas
marcantes.

Embora trombdcitos e leucécitos sejam células
de linhagens diferentes, sob o ponto de vista da
Patologia, podem ser agrupados nas contagens
relativas e denominados células sanguineas de
defesa orgénica (TAVARES-DIAS et al., 2000).
Diversos autores atribuiram fung¢des destas células
nos peixes, entre elas, a importancia no processo
de coagulagdo (CASILLAS e SMITH, 1977) e
fagocitose (HILL e ROWLEY, 1996).

Tabela 3. Médias + erro padrdo da contagem de
trombécitos em juvenis de tildpia-do-nilo nos
diferentes tratamentos.

Tb
Tratamentos

Aos 21 dias
PEL 18.005,50 + 3.010,71
PEL-PRE 19.529,50 + 2.831,57
PEL-POS 20.566,50 + 1.526,26
EXT 19.654,38 + 3.316,14
EXT-POS 20.690,00 + 2.626,85

Aos 42 dias
PEL 21.028,00 + 3.406,38
PEL-PRE 19.775,00 + 1.767,28
PEL-POS 18.722,50 + 1.850,89
EXT 20.670,00 + 3.375,97
EXT-POS 19.803,00 + 1.997,00

Aos 63 dias
PEL 17.497,50 + 3.546,89
PEL-PRE 19.308,50 + 1.920,40
PEL-POS 16.064,50 + 1.853,72
EXT 17.963,00 + 2.213,76
EXT-POS 16.692,00 + 1.350,71

PEL = peletizada sem probidtico; PEL-PRE = peletizada
com inclusio do probidtico antes do processamento; PEL-
POS = peletizada com inclusdo do probiotico apds o
processamento; EXT = extrusada sem probidtico, EXT-
POS = extrusada com inclusio do probidtico apds o
processamento. Tb = trombdcitos (uL-1). Ndo foram
observadas diferencas significativas (P>0,05).

A variacdo do numero de linfécitos nao foi
significativa entre tratamentos e tempos
(Tabela 4). Em trabalhos com tilapia-do-nilo
realizados por UEDA et al. (1997); TAVARES-
DIAS e FAUSTINO (1998) e TAVARES-DIAS e
MORAES (2003)
superiores.

foram encontrados valores

Em relagdo a fungdo destas células nos peixes,
ELLIS (1977) atribuiu a caracteristica de
imunocompetentes. Ja os neutréfilos mobilizam-se
rapidamente para o local da injdaria, minimizando
a expansdao da doenca e iniciando a resposta
imune. DOGGETT e HARRIS (1989) consideram
os neutréfilos como as maiores células fagociticas,
visto que sdo capazes de ingerir tanto particulas
de carbono como bactérias.
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Tabela 4. Médias + erro padrdo das contagens total e diferencial de leucécitos (ntiimero pL-1) em juvenis de

tilapia-do-nilo nos diferentes tratamentos.

Tratamentos Le Lf Mn Nt Bs
Aos 21 dias
PEL 21.715,50 £2.012,25 16.513,19 +1.566,46 2.483,26 +1.74,00  2.719,05 + 544,32 0,00 + 0,00
PEL-PRE 23.303,50 £1.939,87 17.085,42+1.455,29 3.57422+771,82 2.582,62+242,53  61,25+23,34
PEL-POS 23.685,50 +£2.094,47 18.356,13 +1.471,83 2.949,64 £522,17  2.333,42+336,44 46,31 £ 28,50
EXT 21.765,63 £1.959,05 16.948,06 £1.959,76 2.362,67 +174,89  2.454,90 + 427,81 0,00 £ 0,00
EXT-POS 24.205,50 +2.354,03 18.416,88 +1.647,56 3.367,07 £437,48  2.338,61 £358,34 82,95 + 54,89
Aos 42 dias
PEL 21.414,00 £3.276,78 15.851,31 £2.520,73 2.424,41 +457,44  3.113,50 +416,70 24,77 £24,77
PEL-PRE 2224550 £4.110,22 16.379,26 £2.770,30  3.159,86 + 355,23  2.646,48 +529,82 59,90 + 35,94
PEL-POS 23.610,00 £ 2.666,75 18.031,07 +1.811,91 2.973,28 £552,21  2.576,51 +365,43 29,15 £ 29,15
EXT 19.992,50 £1.562,39 14.507,79 £1.198,20 2.497,50 + 243,59  2.987,21 + 459,70 0,00 £ 0,00
EXT-POS 22.239,00 £1.572,65 16.954,65+1.047,55 2.431,02+385,31 2.813,11+562,47 40,22 + 36,72
Aos 63 dias
PEL 19.613,00 £2.604,49 15.463,79 £1.961,61 2.026,46 +382,44  2103,28 +240,97 1947 +£19,47
PEL-PRE 22.157,50 £2.876,39 17.716,55+2.214,43 2.34528 +455,71  2.039,41 +154,89 56,27 £ 51,36
PEL-POS 21.135,00 £3.169,31 17.084,54 +2.555,14 2.328,09 £469,45 1.691,48 £125,78 30,90 £ 18,94
EXT 19.356,00 £ 2.233,46  15.187,43+£1.397,60 2.168,72 + 603,33  1.999,85 + 232,53 0,00 £ 0,00
EXT-POS 22.072,00 +4.438,08 17.347,42+3.32590 2.433,89 +456,84  2.234,81 604,32 55,89 + 51,02

PEL = peletizada sem probidtico; PEL-PRE = peletizada com inclusio do probictico antes do processamento; PEL-POS =
peletizada com inclusio do probiotico apés o processamento; EXT = extrusada sem probidtico; EXT-POS = extrusada
com inclusio do probidtico apds o processamento. Lc = leucdcitos totais (uL-1); Lf = linfocitos (uL-1); Mn = mondcitos

(uL-1); Nt = neutrdfilos (uL-1); Bs = basdfilos (uL); Es

significativas (P>0,05).

Foi constatada a presenca discreta de basoéfilos
na contagem diferencial no sangue dos peixes
deste experimento (Tabela 4). A baixa frequéncia
também foi relatada em diferentes espécies de
peixes por RANZANI-PAIVA e GODINHO (1983)
e VEIGA et al. (2000). Basoéfilos e eosindfilos sdo
geralmente escassos no sangue de peixes, mas
estudos de PITOMBEIRA e MARTINS (1970) e
EZZAT et al. (1974) indicam que ha diferenciagdo
de células entre as espécies de peixes. A fungdo
dos basoéfilos nos peixes ainda ndo estd bem
definida e parece estar associada aos processos
alérgicos, j4 que possuem histamina em seus
granulos (ROBERTS, 1981).

BITTENCOURT et al. (2003) ndo encontraram
basofilos ou eosinéfilos, nem seus precursores, no
sangue periférico de O. niloticus, criados em
sistema semi-intensivo, e TAVARES-DIAS (2003)
também ndo registrou eosindfilos, assim como em
nosso estudo.
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= eosindfilos (uL1). Ndo foram observadas diferencas

Os valores de contagem de células brancas
(total e diferencial) deste experimento encontram-
se de acordo com os valores encontrados por
TAVARES-DIAS e MORAES (2004). No entanto,
os valores determinados por JATOBA et al. (2011)
demonstram que as tildpias alimentadas com
Lactobacillus plantarum na dieta apresentaram
valores mais elevados de contagem de
trombdcitos, linfécitos e neutrdfilos do que os
peixes alimentados com a bactéria probidtica. A
resposta imunoldgica devido ao aumento nos
das sangue
provavelmente esteja associada a introdugdo de
grandes quantidades de bactérias na alimentagao
dos peixes segundo TAVARES-DIAS e MORAES
(2004). Existem indicios que os trombdcitos atuam
como células fagociticas de defesa e, portanto, um
aumento nos valores de ntimero de trombdcitos
seria esperado neste trabalho, o que ndo ocorreu.

O processamento da ragdo, neste experimento,

valores células brancas do
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pode influenciar na eficiéncia de incorporacao e
acdo do probidtico no peixe, e pouco pela
disponibilidade dos nutrientes na ragdo nos
pardmetros sanguineos. A contagem de células
brancas nas diferentes formas de processamento
demonstrou que a presenga do probiético nao
alterou as células sanguineas.

O fornecimento de probidtico na dieta dos
peixes  pode  provocar  imunoestimulacdo
(JATOBA et al., 2008 e JATOBA et al., 2011)
ocasionando um alerta/preparo para possiveis
infecgdes; portanto, seria recomendado fornecer o
probiético antes de situagdes de alto estresse ou
periodos de incidéncia de doengas. Neste estudo
ndo foi observada alteragdo nos pardmetros
sanguineos de células brancas com o fornecimento
do probidtico B. subtilis e B. cereus na dieta.
Possivelmente, as alteragdes possam ocorrer em
periodos bastante curtos apdés o inicio da
alimentagdo (MERRIFIELD et al. 2010), ndo
possibilitando a deteccdo das mudangas pelos
métodos empregados.

Esperava-se, nesta pesquisa, aumento nos
valores de contagem das células brancas
sanguineas, pois a imunoestimulagdo pode causar
o aumento do numero de leucécitos, linfdcitos e
trombocitos (Da SILVA et al., 2012).
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Os valores médios da CF apresentaram

diferencas  significativas entre os  peixes
alimentados com as dietas extrusadas sem
probiético e com sua inclusdo apds o
processamento, indicando que o probidtico
apresentou um efeito imunocompetente (Figura 1).
Entretanto, os peixes alimentados com as dietas
peletizadas, sem inclusdo de probiético ou com a
inclusio  do

processamento, ndo apresentaram diferencas entre

mesmo, antes e apdés do

os tratamentos. Foi possivel visualizar as células
fagociticas ativas no lavado visceral (com leveduras
em seu interior) e o numero de leveduras no
interior de cada célula (Figura 1).

O IF fornece informacdes a respeito da
quantidade de microrganismos estranhos ao
organismo que cada macréfago ativo foi capaz de
fagocitar por meio da contagem do nimero de
leveduras dentro de uma dada célula, porém, no
presente estudo, ndo ocorreram diferencas
significativas entre os tratamentos (Figura 1). O
mesmo foi observado por DIAS (2010) em estudo
com matrinxas, Brycon amazonicus. PIRARAT et al.
tildpias-do-nilo,
semanas com

(2006) observaram que
alimentadas durante duas
Lactobacillus rhamnosus na dieta, mostraram sinais

de aumento de atividade fagocitaria.

25
21 22
21 48 18 i
o115
@
£
=
= 1
05
0 ‘ T T
PEL PEL-PRE PEL-PRO EXT EXT-POS
Tratamentos
B

Figura 1. Capacidade Fagocitica (A) e Indice Fagocitico (B) de macréfagos de tilapias-do-nilo alimentadas
com dietas peletizada e extrusada sem e com suplementagdo de probidtico, ao final de 63 dias. (PEL =
peletizada sem probiético; PEL-PRE = peletizada com inclusio do probiético antes do processamento; PEL-
POS = peletizada com inclusdo do probiotico ap6s o processamento; EXT = extrusada sem probidtico; EXT-
POS = extrusada com incluséo do probiético ap6s o processamento).

Bol. Inst. Pesca, Sao Paulo, 39(2): 121 - 135, 2013



130 NAKANDAKARE et al.

A microbiota bacteriana intestinal de
aquéaticos, ao
terrestres, é

organismos contrario  dos

organismos constituida
predominantemente por
negativas, podendo variar de acordo com o
ambiente, escassez de nutrientes ou pelo uso de

bactérias probiéticas (GATESOUPE, 2008).

bactérias Gram

Este experimento foi realizado com bactérias
Gram positivas, comprovando que as bactérias
adicionadas a racdo colonizaram o trato intestinal
dos peixes (Tabela 5). Dados semelhantes foram
verificados em pés-larvas de tilapias por
TACHIBANA et al. (2011) em experimento com
Bacillus subtilis, recuperando a quantidade de
1,15x10* e 4,74x105 UFC g7, em tratamentos com
racao farelada contendo 5 e 10 g de probiotico kg,
respectivamente. J& MEURER et al. (2008)
observaram a  colonizacdo da
Saccharomyces cerevisage no intestino quando

levedura

alimentaram pos-larvas e alevinos de tilapia-do-
nilo com racéo farelada.

Tabela 5. Contagem de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC g?) Bacillus spp. realizada na racao
antes do inicio do experimento e a recuperacdo de
bactérias probidticas do trato intestinal de tilapias-
do-nilo no 63° dia de experimento.

Tratamentos Dieta experimental Trato intestinal

PEL 1,0x101 1,4x102
PEL-PRE 3,8x107 4,9x105
PEL-POS 2,1x107 1,3x105

EXT 1,0x101 1,5x102
EXT-POS 3,8x106 9,3x104

PEL = peletizada sem probiético; PEL-PRE = peletizada
com inclusio do probidtico antes do processamento; PEL-
POS = peletizada com inclusio do probiotico apds o
processamento; EXT = extrusada sem probidtico, EXT-
POS = extrusada com inclusio do probidtico apds o
processamento.

JATOBA et al. (2008), utilizando bactérias
acido laticas em tildpias, notaram alteragdes na
microbiota bacteriana melhorando a resposta
inespecifica das tildpias contra a infecgdo
experimental com Enterococcus durans. Assim, a
presenca das bactérias acido-lacticas no trato
intestinal das tilapias alimentadas com probiético
indica que os peixes possivelmente apresentam-se
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imunocompetentes para combater as

enfermidades.

A recuperacdo das bactérias probidticas
certifica que estas foram consumidas e continuam
viadveis no intestino dos peixes para agirem como
probiético  (TACHIBANA et al, 2011),
independentemente do tipo de processamento da
ragdo. Entretanto, a adesdo e a colonizacdo do
trato gastrointestinal ndo podem ser confirmadas
com esta andlise, somente com o auxilio de
microscopia eletrénica de varredura (RINGO
et al., 2003).

MERRIFIELD et al. (2010) demonstram
grande preocupacdo com a forma de incorporagao
do probidtico na ragdo, citando que, na industria
do salmado, a grande quantidade de racao utilizada
pode dificultar a inclusdo. Os Bacillus spp
possuem algumas vantagens sobre outras espécies
de bactérias, pois produzem esporos, o que facilita
a eficiéncia na incorporagao da dieta.

Segundo PASTORE et al. (2012), cuidados
devem ser tomados para minimizar a presenca de
possiveis contaminantes como, por exemplo, a
limpeza dos materiais. Isto explicaria, neste
estudo, a presenga de Bacillus spp. verificada no
intestino de tildpias-do-nilo que ndo receberam o
probidtico na dieta. Embora a analise
microbiolégica possibilite a identificacdo do
género, mas ndo da espécie, sua presenca no
intestino dos peixes dos tratamentos PEL e EXT

pode ocorrer naturalmente (Tabela 5).

Neste trabalho, verificou-se que os métodos
de inclusdo do probiético na ragdo foram eficazes,
pois, nas anélises microbiolégicas das tildpias-do-
nilo, constataram-se valores préximos de UFC de
Bacillus spp. (Tabela 5) nos trés tratamentos com
inclusdo de probidticos sendo que, em seguida,
essas bactérias foram recuperadas do trato
intestinal, indicando que as bactérias incluidas sdo
vidveis para atuar como probidtico. Corroborando
com MERRIFIELD et al. (2010), que asseguram
que as bactérias probidticas devem manter-se
viaveis quando incluidas nas dietas para atuar
beneficamente no hospedeiro.

Demonstra-se, portanto, que qualquer forma
de inclusdo nas ragdes testadas (antes ou depois
da peletizagdo e apds a extrusdo), pode ser
utilizada facilmente pelo piscicultor.
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CONCLUSOES

O probidtico composto por Bacillus spp. pode
ser incluido na racdo antes ou depois da
peletizacdo e apés a extrusdo, possibilitando
recuperar as bactérias probiéticas do intestino. A
utilizagdo do probidtico foi eficaz para promover
o aumento da imunidade em juvenis de til4pia-
do-nilo alimentados somente com a dieta
extrusada. Pode-se afirmar que os peixes
mantiveram-se sadios, uma vez que os pardmetros
hematolégicos
alteragdes durante o periodo experimental.

praticamente ndo  sofreram
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