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RESUMO

A aquicultura € um dos ramos do agronegdcio que mais cresce mundialmente. O cultivo de camardes
contribui para este aumento através da intensificagdo e ampliacdo das areas cultivadas. Uma das
consequéncias desta intensificagdo € o surgimento de enfermidades que impossibilitam o cultivo de
camardes nas areas atingidas pelas enfermidades. Como alternativa para a continuidade da
atividade, a pratica de policultivos em busca de sistemas mais equilibrados a utilizagao de probioticos
tem sido avaliada, porém nao sabemos o efeito dos probidticos em sistemas de policultivo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementagdo com probiético (Lactobacillus plantarum) em dieta
de tilapias (Oreochromis niloticus) em sistema de policultivo com camarbes marinhos (Litopenaeus
vannameg. Foram utilizados dez cercados de 20 m? dentro de um mesmo viveiro, estocados com 2
tilapias/m” (41,9g) e 10 camardes/m? (2,3 g), totalizando 200 camardes e 40 tildpias por unidade
experimental. As tilapias de 5 unidades experimentais foram alimentadas com racdo comercial
suplementada com L. plantarum e as demais unidades com ragdo comercial controle. Apds 12
semanas de cultivo as tilapias que receberam a dieta suplementada com probidtico (L. plantarum)
obtiveram valores 13,6%, 7,5% e 7,1% maiores (p<0,05) para eficiéncia alimentar, produtividade e
peso final, respectivamente. Nos animais tratados com probioético houve redugcdo na populagédo de
bactérias totais no trato intestinal e um acréscimo na populacado de bactérias acido-lacticas no trato
intestinal de peixes e camardes. No trato intestinal dos camardes também houve diminuicdo na
populagdo de Vibrio ssp. A avaliagdo hematoldégica mostrou maior numero de trombdcitos e
leucécitos nas tilapias que receberam a ragdo suplementada com probiodtico, assim como o de
linfécitos na contagem diferencial dos leucécitos. Nao foram observadas diferencas significativas no
titulo de aglutinacao do soro e taxa de fagocitose. O L. plantarum utilizada colonizou o trato intestinal
das tilapias e camardes, diminuindo a populacdo de bactérias totais, aumentando o peso final e
eficiéncia alimentar das tilapias.

Palavras chaves: 1. Oreochromis niloticus, 2. Litopnaeus vannamei, 3. Lactobacillus plantarum, 4.

microbiota bacteriana, 5. hematologia, 6. crescimento.



ABSTRACT

The aquaculture is an arm of agribusiness that fastest-growing worldwide. The shrimp culture
contributing to this increase by intensifying and expansion of cultivated areas. One of the
consequences of this intensifying is the emergence of diseases that hamper the cultivation of shrimps
in the areas affected by diseases. As an alternative to the continuation of the activity, the practice of
polyculture in search of systems more balanced and the use of probiotics has been assessed But we
do not know the effect of probiotics in polyculture systems.

This work evaluated the effect of the probiotic suplementation (Lactobacillus plantarum) in fed of
tilapias (Oreochromis niloticus) in policulture system with marine shrimps (Litopenaeus vannamei).
Ten cages of 20 m? have been used inside one excavated pond, storaged with 2 tilapias/m? (41,9g)
and 10 camarbdes/m? (2,3g), in total 200 shrimps and 40 tilapias for experimental unit. Fish from 5
experimental units were fed with supplemented diet with L. plantarum and others cages experimental
units with control diet. After 12 weeks culture tilapias that received probiotic diet (L. plantarum)
showed values 13.6%, 7.5% and 7.1% greaters (p > 0,05) of food efficiency, productivity and final
weight, respectively. Fish supplemented with probiotic showed a reduction in the total bacteria
population in the intestinal treatment and an addition in the population of acid lactic bacteria in the
intestinal tract fish and shrimps. In the shrimps also had a reduction in the population of Vibrio ssp.
Shrimp also had reduced in the Vibrio ssp. population. In the treatment with probiotic reduced the
intestinal total bacteria population and an addition in the acid lactic bacteria population in the fish and
shrimp intestinal tract. The hematological evaluation was observed bigger number of trombocytes and
leukocytes from tilapia that received the probiotic, as well as the number of lymphocytes in the
distinguishing counting of the leukocytes. No significant differences was showed in immunology
parametrer to shrimp as well as fagocitose rate to fish. The Lactobacillus plantarum used in this work
colonized tilapia and shrimp intestinal tract, reduced total bacteria population, increased the tilapia
final weight and its food efficiency.

Key words: 1. Oreochromis niloticus, 2. Litopnaeus vannamei, 3. Litopnaeus vannamei, 4. bacteria

microbiota, 5. hematology, 6. growth.



INTRODUGAO

A aquicultura é um dos ramos do agronegdcio que mais cresce mundialmente. Do ano de
2000 a 2004 sua produgédo aumentou em 32,4%, atingindo a marca de 47,8 milhdes de toneladas,
representando 43% do pescado consumido no mundo. Este aumento pode ser exemplificado
através do cultivo de camarbdes que apresentou um crescimento de 28,7% entre 2002 e 2004
(FAO, 2006), este obtido através da intensificacao e aumento das areas cultivadas.

Uma das consequéncias desta intensificacdo é o surgimento de enfermidades que
causam problemas para a industria camaroneira em varios paises. Em Taiwan, nos anos 1987 e
1988, a produgéo de camardes caiu 60% devido a mortalidades (WYBAN et al., 1992). Os virus
sdo os causadores das maiores perdes econdmicas nos principais produtores como China,
Tailandia, Equador (GRIMON, 2003) e Brasil (LIGHTNER & PANTOJA, 2004; MELO & FARIAS,
2007).

Para o controle de enfermidades, varios recursos séo utilizados, em especial, agentes
quimicos com fungdes antimicrobianas. Porém, o uso inapropriado de alguns produtos com
atividades bactericidas e bacteriostaticas no ambiente de cultivo, como antibiéticos, pode provocar
selegdo de cepas patogénicas resistentes (FULLER, 1992; GONGORA, 1998; KLAENHAMMER &
KULLEN, 1999), além de ser uma fonte de poluigdo ambiental (BOYD & MASSAUT, 1999).

No ecossistema aquatico a populagao de bactérias presente encontrasse naturalmente em
equilibrio (MAEDA et al., 1997), incluindo as patogénicas. Em tanques ou viveiros de aquicultura
ha uma tendéncia do mesmo processo ocorrer. Normalmente, o surgimento de uma enfermidade é
a consequéncia da quebra deste equilibrio, tornando o ambiente favoravel para a proliferagdo de
organismos patogénicos e oportunistas como virus, bactérias e parasitos (BIAO & KAIJIN, 2007).
Leung & Tran (2000) sugerem que a solugéo para o controle das enfermidades se baseia na
prevengao. Outra opgao seria a obtengao do equilibrio entre os organismos do sistema de cultivo,
incluindo os patogénicos.

Para manutencdo do equilibrio dos sistemas em fazendas de camarbes marinhos ha
possibilidade da pratica do policultivo com tilapias, devido sua capacidade de melhorar a qualidade
de agua (TORRANS & LOWELL 1987). Junto ao policultivo, pode ser adicionadas cepas de
bactérias benéficas (probidticas) para competir e inibir o crescimento de bactérias patogénicas
(VERSCHUERE et al., 2000), contribuindo para o maior equilibrio do sistema de cultivo.

Os probidticos podem ter potencial benéfico de atuar na agua dos tanques de aquicultura
(BOYD & MASSAUT, 1999) ou nos animais de cultivos, onde a adicdo de cepas de bactérias
compete ou inibe o crescimento de microorganismos patogénicos (GATESOUPE, 2008), ndo
trazendo prejuizos aos animais cultivados nem ao meio ambiente (BOYD & MASSAUT, 1999).
Para Irano & Austin (2002), os probidticos favorecem o crescimento dos animais cultivados e a
redugdo de agentes patogénicos, minimizando o uso de agentes quimicos, como antibiéticos,
favorecendo a pratica de uma aquicultura sustentavel.

Assim, a aplicagao dos probidticos em sistemas de policultivo pode ser uma alternativa,

principalmente para areas atingidas por enfermidades, pois ambas as praticas podem contribuir
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para a manutencdo do equilibrio no cultivo. Contudo, pouco se conhece sobre o efeito dos

probidticos em sistemas de policultivo.
Perdas econémicas causadas por enfermidades na carcinicultura

A aquicultura, como qualquer outra atividade, corre uma série de riscos e um dos
principais encontrados nos sistemas de cultivo é o surgimento de enfermidades. Os animais
aquaticos convivem com seus patdégenos nos mesmo meio, facilitando a contaminagéo por sua
exposi¢ao continua e adversidades encontradas.

Enfermidades podem ser causadas por parasitos, bactérias ou virus. As bactérias, em
especial as do género Vibrio sdo conhecidas por serem patdgenos secundarios e oportunistas
causando mortalidade em camardes em condigbes de estresse (LIU et al, 2004). Seu
aparecimento esta estreitamente relacionado a interagdo entre o hospedeiro, distirbios ambientais
e a populacao de espécies potencialmente patogénicas (LIGHTNER & REDMAN, 1998).

Entre as bactérias, pode-se destacar o Vibrio harveyi responsavel pelo aparecimento da
“sindrome de gaivota” no Equador onde causou perda de 15% na produgdo. Em larvas de
camarao marinho também é responsavel pela doenga conhecida como “sindrome de bolitas”
(ROBERTSON et al., 1998) e “sindrome de Protozooea” (AUSTIN & AUSTIN, 2007) que estao
entre as maiores causadoras de perdas na larvicultura de camarbes. Ja Mourifio et al. (2008)
registrou perdas de 60% em misis 3 e pos-larva 1 de Litopenaeus vannamei em larviculturas no
Estado de Santa Catarina, causado pela bactéria filamentosa, Flexibacter maritimus.

Assim como as bactérias os virus também s&o responsaveis por grandes perdas, porém
mais catastréficas. Na Tailandia em 1995 o virus da cabega amarela (YHV, do inglés Yellow-Head
Virus) provocou perdas de 40 milhdes de ddlares. Em 1996 e 1997 o virus da mancha branca
(WSSV, do inglés White Spot Syndrome Virus) provocou perda estimada em um bilhdo de ddlares.
Este mesmo virus reduziu as exportagbes de camardo da China em aproximadamente 70% de
1992 para 1993 (FLEGEL, 2006).

No Equador ocorreu uma redugéo de 65% da produgédo de camarédo no ano de 2000, em
consequéncia do aparecimento do WSSV (ROSENBERRY, 1998), considerado um dos virus de
maior patogenicidade para camardes peneideos (LINDBERG & NYLANDER, 2001). No Brasil nao
foi diferente, grandes perdas ocorreram apés a confirmacao do WSSV em Santa Catarina, sul do
Brasil (MELLO & FARIAS, 2007) reduzindo o numero de fazendas em atividade. J&4 no nordeste
Brasil, a identificagdo do virus nomeado mionecrose infecciosa muscular (IMN, do inglés Infectious
myonecrosis) (LIGHTNER & PANTOJA, 2004) reduziu em 40% a produgéo entre 2003 e 2005
(ANDRADE et al., 2007).

Policultivo de camardes marinhos e Tilapias

O termo “policultivo” significa o cultivo de varias espécies. Na aquicultura, a maioria dos
empreendimentos trabalha em sistemas de monocultivo, no qual todo o manejo é realizado com o
objetivo de obter um Unico organismo como produto final. Porém, no viveiro existem diversos

organismos secundarios de vital importancia como fitoplancton, zooplancton e zoobentos. Sendo
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assim, quaisquer cultivos podem ser nomeados de policultivo. Contudo, este termo é utilizado
quando mais de uma espécie é cultivada como produto final. Como exemplos, podem ser citados
o policultivo de tilapias e camardes (CANDIDO et al., 2005; TENDENCIA et al., 2006a,b; 2007;
UDDIN et al., 2007); entre carpas, Amblypharyngodon mola e Puntius sophore (KADIR et al.,
2007), o mexilhao, Mytilopsis trautwineana e o camaréo, Litopenaeus vannamei (ALDRIDGE et al.,
2008), entre outros.

Os camarbes podem ser cultivados juntamente a quaisquer espécies de organismos
aquaticos filtradores ou detritivoros, como peixes e moluscos. Entre os peixes, a tildpia tem se
destacado por ser considerado um “peixe sanitarioc” (TORRANS & LOWELL, 1987) sendo capaz
de reduzir as contagens de Vibrio harveyi na agua (TENDENDIA et al., 2006b), bactéria
patogénica para camardes marinhos (VIEIRA et al., 2007; 2008). Este peixe ainda suporta
variagdes de salinidade, tem um bom crescimento em agua salobra (WANG et al., 2000), resiste a
baixos teores de oxigénio e a enfermidades. Além disso, ja possui um pacote tecnoldgico
desenvolvido, de maturacao, alevinagem e engorda.

A presenca da tildpia no policultivo com camarées marinhos pode ser utilizada como
alternativa contra as enfermidades virais. Grimoén (2003) detectou menores prevaléncias de WSSV
em policultivos de tilapias e camardes marinhos comparado com monocultivos de camardes. Isto
foi justificado pela tilapia reduzir a transmisséo horizontal dentro do viveiro ao se alimentar de
camardes moribundos, evitando o canibalismo entre eles. Porém, nao foi observada a presencga de
camardes no estdmago das tilapias demonstrando que estes nao faziam parte de sua dieta.

Esta técnica foi empregada em ambientes continentais (ROUSE et al., 1987; CANDIDO et
al., 2005; UDDIN et al., 2007), estuarinos e marinhos (WANG et al., 1998, TENDENCIA et al.,
2006a,b; 2007). Seu desenvolvimento em ambientes com agua salobra é uma alternativa para
viabilizar a produgdo em fazendas camaroneiras atingidas por enfermidades, aonde vem sendo
preconizada no Equador (GRIMON, 2003) e Brasil (MELLO & FARIAS, 2007).

Alguns trabalhos (CANDIDO et al., 2005; MUANGKEOW et al., 2007) tem demonstrado
rendimentos superiores para camardes cultivados em sistemas integrados com tilapia a
monocultivos. Isto pode estar associado aos efeitos benéficos produzidos pela tilapia nos sistemas
nos viveiros aquicolas, o qual reduz o acumulo de matéria organica em suspenséo e abundancia
do fitoplancton (LEVENTER, 1981; DRENNER et al., 1987; TIAN et al., 2001; GRIMON, 2003),

tornando o ambiente mais equilibrado.
Hematologia

A pele e 0o muco dos peixes séo as primeiras barreiras enfrentadas pelos microorganismos
patogénicos, entretanto ao invadir o corpo do hospedeiro ativam o sistema de defesa inato
humoral e celular (MAGNADOTTIR, 2006). Entre os mecanismos de defesa, os hematoldgicos sdo
considerados como uma importante ferramenta para determinar o estado de saude dos peixes
(TAVARES-DIAS & FAUSTINO, 1998). O estudo destes parametros em pesquisa com animais é
bem aceito e considerada procedimento de rotina em métodos de diagndstico de sanidade animal
(RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004).
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Em peixes, a presenca, a quantidade e a propor¢do das diferentes células no sangue
refletem o estado fisiolégico do organismo em um dado momento ou durante uma determinada
fase da vida (RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004). A variagao entre as células vermelhas
sdo importantes nos processos anemiantes (SOPINSKA, 1985) enquanto o leucograma pode ser
empregado em diagnosticos de processos infecciosos (SOPINSKA, 1995; SERPUNIN &
LIKHATCHYOVA, 1998).

Além da hematologia, alguns parametros como a atividade fagocitica, atividade da
lisozima e atividade hemolitica sdo bons indicadores da influéncia de efeitos externos sobre o
sistema imune dos animais, assim como sua resisténcia a enfermidades (MAGNADOTTIR, 2006).

As alteracbes nos pardmetros hematologicos podem ser resultado de variagées genéticas
(LUND et al., 1995; FJALSTAD et al.,, 2003), variagbes sazonais (ZAPATA et al., 1992;
COLLAZQOS et al., 1995), temperatura da agua (ALCORN et al., 2002; NIKOSKELAINEN et al.,
2004), estresse e manejo (GARBI, 1996; DAVIS et al.,, 2002), dieta e aditivos alimentares
(DUNCAN & KLESIUS, 1996; ORTUNO et al.,2001), doengas e vacinas (ANDERSON, 1992;
HOOLE, et al., 2003) bem como imunoestimulantes e probiéticos (GATESOUPE, 1999; JATOBA
et al. 2008; WANG et al. 2008).

Microorganismos probiéticos

Diversos microorganismos tém sido utilizados como probiéticos. Alguns autores
(AVENDANO & RIQUELME, 1999; GOMES-GIL et. al, 2002; MARQUES et. al, 2006) utilizaram
misturas de microalgas e bactérias com intuito de melhorar as culturas de algas a serem
oferecidas a outros organismos. Ja Abdel-Tawwab et. al, (2008) utilizaram um produto comercial a
base de leveduras com componentes imunoestimulantes como B-glucanos, acidos nucléicos e
oligossacarideos com a capacidade de melhorar a resposta imune (ORTUNO et al., 2002) e
promover o crescimento dos animais (LARA-FLORES et al., 2003). Sakai (1999) reconheceu que
as leveduras podem desempenhar importante papel imunolégico nos animais. Porém, as
leveduras ndo se enquadram na definicdo de probidticos utilizada neste trabalho. Ao tratar-mos de
microorganismos probiéticos as bactérias sdo as mais utilizadas (vide revisdo de BALCAZAR et
al., 2006).

Lin et al., (2004) utilizaram Bacillus sp. na dieta de Litopenaeus vannamei melhorando os
indices de digestibilidade da ragdo. Em Fenneropenaeus indicus, Ziaei-nejad et al. (2006)
observaram aumento da atividade das enzimas digestivas com Bacillus sp. Lategan et al (2006)
verificaram o potencial probiodtico de Aeromonas media devido a sua capacidade de producdo de
substancias inibitérias. Algumas espécies de vibrios t¢m demonstrado potencial probidtico em L.
vannamei (GULLIAN, 2004).

Entre as bactérias, ha o interesse no uso das bactérias acido lacticas como probiéticos por
sua capacidade de inibir o crescimento de bactérias patogénicas pela produ¢cdo de compostos
antibacterianos (FULLER, 1989) e sua agado imunoestimulante (VIEIRA et al., 2008). Entre os
compostos produzidos destacam-se o acido lactico, acido aceético, perdoxido de hidrogéndaio,
reuterina e bacteriocinas (VASZQUEZ et al., 2005).
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As bactérias lacticas sdo caracterizadas por serem gram-positivas, anaerdbicas ou
anaerdbicas aerotolerantes, imoveis, ndo esporuladas, catalase negativas, caréncia de citocromos
e produzem acido latico como maior produto final do seu metabolismo (RINGO & GATESOUPE,
1999). Diferentes géneros de bactérias lacticas (Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Carnobacterium, Aerococcus) se adaptaram a crescer em diferentes
condigdes ambientais (FARZANFAR, 2006). Contudo, elas ndo sdo dominantes na microbiota
intestinal de organismos aquaticos, e muitas tentativas tém sido realizadas no intuito de induzir
uma dominancia artificial destas bactérias (GATESOUPE, 1999).

O Lactobacillus plantarum teve seu efeito probiético registrado em tilapias (JATOBA et al.,
2008) e camardes (VIEIRA et al., 2007; 2008). Os autores trabalharam com cepas isoladas do
trato digestoério dos animais em estudo, aumentando a especificidade entre microorganismos e

hospedeiro.
Definicdo de probiéticos

Os probidticos sédo estudados a mais de 50 anos, e a primeira definigdo provém de Lilly &
Stillwell (1965), “substancia produzida por um protozodrio que estimula o crescimento de outro”.
Esta definicdo foi modificada por Fuller (1989) para “microorganismo vivo utilizado na alimentagcéo
que afeta beneficamente o animal hospedeiro por melhorar o balango de microorganismos da flora
intestinal”. Porém esta definicdo pode ser insuficiente para a aquicultura, pois em ambientes
aquaticos ha uma constante interagdo entre os organismos cultivados e os microorganismos
presentes no ambiente.

Verschuere et al. (2000) define probidticos como “microorganismos vivos que ao serem
ministrados a tanques de cultivo atuam beneficamente no organismo aquatico de interesse, seja
melhorando o consumo ou absor¢cdo da ragdo, o sistema imunoldgico, balango de bactérias no
trato digestivo ou o ambiente de cultivo (viveiro)’. Esta definicdo n&o restringe a atuagdo dos
probidticos independente da sua via de aplicacdo, seja na agua ou na alimentacdo, aos
organismos cultivados. Porém para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizado o conceito de
Gatesoupe (1999) que definiu probidtico como “células microbianas que s&o adicionadas de
maneira que entrem no trato digestivo dos animais, mantendo-se vivas, com o objetivo de
melhorar a saude do animal”’. Este mesmo autor desconsidera como probidticos microorganismos
que aplicados no meio melhorem a qualidade do ambiente de cultivo (biorremediag&o) e diminuem

a carga de bactérias patogénicas na agua (biocontrole).
Isolamento de bactérias probiéticas

Nao existe consenso sobre a utilizagdo de bactérias benéficas como probidticos na
aquicultura. Sao inumeros relatos positivos em camardes (LI et al., 2006; VIEIRA et al., 2007,
2008) e peixes (LARA-FLORES et al., 2003; EL-HAROUN et al., 2006; WANG et al., 2008).
Porém, também ha resultados negativos (ALAVANDI, et al. 2004; PADILHA, 2005) sendo que
estes normalmente estdo associados a produtos comerciais no qual ndo se conhece a origem do

material microbiolégico utilizado, o qual n&o foi isolado do trato digestério do animal em estudo.
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Na escolha de bactérias probidticas deve-se dar prioridade a microorganismos isolados do
animal que se pretende trabalhar. Segundo Vieira (2006), o isolamento e selegdo de uma bactéria
probidtica pode seguir um protocolo (Figura 1). O primeiro passo € isola-la do trado digestério de
animais saudaveis. Deve-se utilizar meio seletivo para selecionar bactérias de interesse, meio de
cultura Agar TCBS (Tiosulfato Citrato Sais de Bile Sucrose) para o isolamento de Vibrio ssp.
(GULLIAN et al.,, 2004), Agar Cetrimide para Pseudomonas ssp. (VIJAYAN et al., 2006), Agar
MRS (DE MAN et al., 1960) para bactérias laticas (RAMIREZ, 2005).

Depois de isoladas as cepas devem passar por um processo seletivo in vitro. Estes testes
incluem tolerancia a cloreto de sodio para garantir a aplicagdo em animais que habitem ambientes
marinhos e estuarinos, resisténcia a sais biliares para garantir melhor passagem da bactéria pelo
trato intestinal (RAMIREZ, 2005), curva de crescimento ideal em diferentes pH e temperaturas
(VIJAYAN et al., 2006), capacidade da cepa de produgdo de compostos inibitérios (VINE et al.,
2004; RAMIREZ, et al. 2006) e de exclusdo competitiva diferentes patégenos (VASEEHARAN &
RAMASAMY, 2003).

Cepas que destacarem-se nos testes in vitro, deve-se proceder um teste in vivo para
avaliar a capacidade destas de recolonizagdo do trato digestivo do animal (GULLIAN et al., 2004;
JATOBA et al., 2008) e se as mesmas ndo sdo patogénicas (VIJAYAN et al., 2006). Este teste
deve ser feito de maneira que permita que a cepa candidata a probiodtica colonize o trato
digestério, seja através da aplicacdo do probiético na agua (LI et al., 2006), na ragéo (JATOBA et
al., 2008; VIEIRA et al., 2007; 2008) ou no alimento vivo.

Contudo, os testes de selecdo in vitro ndo garantem os resultados positivos in vivo.
Alavandi et al, (2004) relatam que o uso das bactérias candidatas a probidtico como
Pseudomonas sp. PM11 e Vibrio fluviates PM17, selecionadas in vitro pela capacidade de inibir
patdgenos, baixaram os indices imunitarios em Penaeus monodon.

Apds as bacterianas serem aprovadas nos testes in vitro, in vivo e ndo demonstraram
patogenicidade , devem ser submetidas a avaliar os efeitos na resisténcia a infecgdo por
patégenos (GULLIAN et al., 2004; JATOBA et al., 2008) ou na melhoria de indices zootécnicos
(VENKAT et al., 2004).
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Figura 1. Isolamento e selegdo de bactérias probioticas do trato de tilapias (adaptado de

VIEIRA, 2006).
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Uso de Probidticos na Aquicultura

A utilizagado de probiéticos vem crescendo rapidamente na aquicultura, inumeros trabalhos
tentam demonstrar seus efeitos benéficos, como a redugao do uso de antibidticos pelos sistemas
de producgdo aquicolas. Griffith (1995) relatou que apods a introdugdo do uso de probidticos na
industria camaroneira equatoriana houve redugdo em 94% na utilizagdo de antibidticos, além de
um incremento na produgéo de 35%.

Em camardes ressalta-se a melhora da sobrevivéncia, eficiéncia alimentar, parametros de
qualidade de agua para, Penaeus monodon (SHARIFF et al., 2001), Penaeus vannamei (WANG
et al.,, 2005) e Litopenaeus stylirostris (CASTEX et al., 2008). Para tilapias, Lara-Flores et al.
(2003), El-Haroun et al. (2006) e Wang et al. (2008) observaram resultados positivos para
crescimento com a utilizagdo de probioticos. Porém estes autores divergiram quanto a método de
aplicagao (agua ou ragao), além dos microorganismos e produtos utilizados como probidticos. Ja
Meurer et al. (2006) ndo observaram ganho em peso nem melhora no sistema imune de tilapias
alimentadas com Saccharomyces cerevisiae. Suzer et al. (2008) também n&o observaram maior
atividade ezimatica e ganho em peso em Sparus aurata alimentados com Lactobacillus ssp.

Kesarcodi-Watson et al. (2008) acreditam que o sucesso na aplicagdo de probidticos na
aquicultura depende da maior compreensao da ecologia microbiana e da interacdo entre a cepa
probidtica e seu hospedeiro. Carnevali et al. (2006) utilizaram Lactobacillus ssp. isolado de robalo
europeu como probidtico desta espécie, resultando em maior ganho em peso, destacando a
especificidade entre a bactéria e o hospedeiro. Jatoba et al. (2008) observaram alteragbes
hematoldgicas como aumento no niumero de leucécitos e trombdcitos em tilapias alimentadas com
dieta suplementada com Lactobacillus plantarum isolado do mesmo peixe. Para camardes, Vieira
et al. (2007) confirmaram o efeito probidtico da bactéria acido-lactica B6 em larviculturas de L.
Vannamei com aumento na sobrevivéncia. A cepa B6 foi identificada molecularmente como L.
plantarum demonstrando seu efeito probiétco em juvenis de L. vannamei através da alteragédo da
mibrobiota bacteriana e melhorando da resposta imune, frente infeccdo experimental por Vibrio
harveyi (VIEIRA et al., 2008).

Entre os microorganismos utilizados como probidticos para peixes destacam-se as
bactérias acido-lacticas que tem seus efeitos registrados em maturagdo, alevinos, juveinis e
adultos, para diversas espécies (vide revisdo de RINGO & GATESOUPE, 1998). Nos ultimos anos
diversos trabalhos demonstram sua capacidade de melhorar o sistema imune e desempenho
zootécnico para uma uUnica espécie cultivada (GILL & RUTHERFURD, 2001; NEWAJ-FYZUL et al.,
2006; ALY et al.,2008; JATOBA et al., 2008; KUMAR et al., 2008). Porém, ndo conhecemos o
efeito dos probidticos em sistemas integrados com mais de uma espécie, como nos policultivos de

tilapias e camardes marinhos.
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementagéo de probiotico (Lactobacillus
plantarum) na dieta de tilapias (Oreochromis niloticus) em sistema de policultivo com camardes
marinhos (Litopenaeus vannamei) em relagdo a parametros zootécnicos, hematoldgicos e
microbiota bacteriana do trato intestinal.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacao de probiotico (Lactobacillus
plantarum) na dieta de tilapias (Oreochromis niloticus) em sistema de policultivo com camardes
marinhos (Litopenaeus vannamei) em relagdo a parametros zootécnicos, hematoldgicos e
microbiota bacteriana do trato intestinal. Foram utilizados dez cercados de 20 m? dentro de um
mesmo viveiro de terra escavada, estocados com 2 tilépias/m2 (4199g)e 10 camardes/m? (2,3 g),
totalizando 200 camardes e 40 tilapias por unidade experimental. As tilapias de 5 unidades
experimentais foram alimentadas com ragao comercial suplementada com L. plantarum e as
demais unidades experimentais cercados com ragdo comercial sem probiético (controle). Apos 12
semanas de cultivo as tilapias que receberam a dieta suplementada com probidtico (L. plantarum)
apresentaram valores 13,6%, 7,5% e 7,1% maiores (p<0,05) para eficiéncia alimentar,
produtividade e peso final, respectivamente. Nos animais alimentados com probiético houve
redugdo na populagédo de bactérias totais no trato intestinal e aumento na populagdo de bactérias
acido laticas no trato intestinal de peixes e camardes. Nos camardes também houve diminuicdo na
populacdo de Vibrio ssp. A avaliagdo hematolégica mostrou maior niumero de trombdcitos e
leucdcitos nas tilapias que receberam a ragcdo suplementada com probidtico, assim como o
numero de linfécitos na contagem diferencial de leucocitos. Nao foram observadas diferengas
significativas no titulo de aglutinagao do soro e taxa de fagocitose. O L. plantarum utilizado neste
trabalho colonizou o trato intestinal das tilapias e camardes, diminuindo a populagédo de bactérias
totais, aumentando o peso final e sua eficiéncia alimentar das tilapias.

Palavras chaves: 1. Oreochromis niloticus, 2. Litopnaeus vannamei, 3. hematologia, 4. microbiota

bacteriana, 5. imunologia, 6. crescimento.
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ABSTRACT

This work evaluated the effect of the probiotic suplementation (Lactobacillus plantarum) in fed of
tilapias (Oreochromis niloticus) in policulture system with marine shrimps (Litopenaeus vannamei).
Ten cages of 20 m? have been used inside one excavated pond, storaged with 2 tilapias/m? (41,99g)
and 10 camardes/m? (2,3g), in total 200 shrimps and 40 tilapias for experimental unit. Fish from 5
experimental units were fed with supplemented diet with L. plantarum and others cages
experimental units with control diet. After 12 weeks culture tilapias that received probiotic diet (L.
plantarum) showed values 13.6%, 7.5% and 7.1% greaters (p > 0,05) of food efficiency,
productivity and final weight, respectively. Fish supplemented with probiotic showed a reduction in
the total bacteria population in the intestinal treatment and an addition in the population of acid
lactic bacteria in the intestinal tract fish and shrimps. In the shrimps also had a reduction in the
population of Vibrio ssp. The hematological evaluation was observed bigger number of
trombocytes and leukocytes from tilapia that received the probiotic, as well as the number of
lymphocytes in the distinguishing counting of the leukocytes. Significant differences in the
antimicrobiana activity, heading of aglutinagéo and rate of fagocitose had not been observed.

The Lactobacillus plantarum used in this work colonized tilapia and shrimp intestinal tract, reduced
total bacteria population, increased the tilapia final weight and its food efficiency.

Key words: 1. Oreochromis niloticus, 2. Litopnaeus vannamei, 3. hematology, 4. bacteria

microbiota, 5. imunology, 6. growth.
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INTRODUGAO

Um dos grandes problemas enfrentados pela carcinicultura sdo as enfermidades. Paises
como Taiwan (Tsai et al., 2000), Equador (Grimén, 2003), Tailandia (Flegel, 2006), China (Biao &
Kaijin, 2007) e Brasil (Mello & Farias, 2007) ja sofreram grandes perdas em suas producdes. Para
o controle de enfermidades varios recursos sao utilizados, em especial, agentes quimicos com
fungdes antimicrobianas. Porém, o uso inapropriado destes antimicrobianos, em especial os
antibidticos, provocam a selecéo de cepas bacterianas patogénicas resistentes (Klaenhammer &
Kullen, 1999), além de ser uma fonte de poluicdo ambiental (Boyd & Massaut, 1999). Leung &
Tran (2000) sugerem que a solugéo para as enfermidades se baseia na prevengéo. Jatoba et al.
(2008) confirmaram a utilizagdo de probioticos (L. plantarum) como importante medida preventiva
para tilapias do Nilo.

Probidtico na aquicultura é definido por Gatesoupe (1999) como “microorganismo vivo que
ao ser ministrado coloniza o trato digestivo dos animais de cultivo com o objetivo de melhorar a
saude destes animais”. O interesse na utilizagdo de bactérias acido-lacticas como probiéticos se
deve a sua capacidade de inibir o crescimento de bactérias patogénicas pela produgdo de
compostos antibacterianos como bacteriocinas, peréxido de hidrogénio, acido latico e reuterim
(Fuller, 1989). Robalo europeu (Dicentrarchus labrax, L.) alimentado com dieta suplementada com
Lactobacillus sp apresentaram melhora da resposta imunolégica, além de melhor desempenho
zootécnico (Carnevali et al., 2006). Vieira et al. (2007; 2008) demontraram que o uso de L.
plantarum isolada de Litopenaeus vannamei melhorou a resisténcia dos camardes a infecgao por
Vibrio harveyi.

Outra opg¢ao no combate as enfermidades é manter o equilibrio entre todos os organismos
e microorganismos do sistema de cultivo, incluindo os potencialmente patogénicos. Para
manutengao deste equilibrio ha possibilidade da pratica do policultivo de camardes marinhos com
tilapias que tem a capacidade de melhorar a qualidade da &gua nos viveiros de cultivo
estabelecendo controle sobre a proliferagdo de fitoplancton, acimulo de matéria orgéanica e
redugdo da prevaléncia de virus (Grimon, 2003). Porém, pouco se sabe sobre os efeitos dos
probidticos em sistemas integrado com mais de uma espécie.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementag¢édo de probidtico (Lactobacillus
plantarum) na dieta de tilapias (Oreochromis niloticus) em sistema de policultivo com camardes
marinhos (Litopenaeus vannamei) em relacdo a parémetros zootécnicos, hematologicos e

microbiota bacteriana do trato intestinal.
METODOLOGIA

O experimento foi realizado na fazenda experimental Yakult da Universidade Federal de
Santa Catarina, localizada no estuario do Itapocu no municipio de Barra do Sul (latitude 26°32’ sul

e longitude 48°39’ oeste) entre fevereiro e abril de 2008.
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Material Biolégico

Os alevinos de tilapia do Nilo foram fornecidos pela Estagdo Piscicultura Acqua Sul,
localizada no municipio de llhota, Santa Catarina. Os peixes com peso médio de 154 + 2,7 g e
estocados em tanques-rede de 1m? durante 34 dias até atingirem o peso médio de 41,9 + 10,3 g.
Os juvenis de camardes marinhos com peso médio de 2,3 + 0,4 g eram provenientes do
Laboratério de Camardes Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (LCM-UFSC)
estavam estocadas em sistema de bercgario intensivo na fazenda experimental Yakult/UFSC. A
cepa de bactéria probidtica utilizada foi o L. plantarum (CPQBA 227-08 DRM) identificada no
Centro Pluridisciplinar de Pesquisa Quimicas, Biologicas e Agrarias da Universidade Estadual de
Campinas. Esta foi isolada do trato intestinal de tilapias, passando por uma série de testes in vitro

e in vivo (Jatoba et al., 2008).
Preparo da dieta experimental

A ragcado foi aspergida com L. plantarum crescida em meio de cultura MRS, na
concentragso de 1x10"" unidade formadoras de colénias (UFC) mL™, na proporgso de 100 mL kg™
de ragcdo comercial (Guabi 32% de proteina bruta, extrusada). A mistura foi incubada durante 24h
a 35°C em recipiente hermeticamente fechado. Apds este periodo, a ragao foi seca em estufa por
24h a 35°C. A ragao do tratamento controle foi aspergida apenas com meio de cultura MRS estéril.
Para a quantificacdo de bactérias acido-lacticas na ragao foram realizadas cinco diluicdes seriadas
fator 1:10. As diluicbes 10, 10" e 10® foram semeadas em meio de cultura Agar MRS modificado
(Ramirez et al., 2006). A contagem final de bactérias acido-lacticas na ragéo suplementada com L.

plantarum foi de 1x10® UFC g™
Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso. Foram utilizados
dez cercados (20 m? de area) dentro de um mesmo viveiro de terra escavada da fazenda
experimental Yakult /UFSC, e povoados com 10 camardes/m? e 2 tilapias/m?, totalizando 200
camardes e 40 tilapias por unidade experimental.

As unidades experimentais foram divididas em dois tratamentos com cinco repeticoes
cada. No primeiro (probidtico) as tilapias foram alimentadas com ragdo comercial suplementada
com L. plantarum. No segundo tratamento (controle), os peixes foram alimentados com a mesma

ragdo comercial sem bactérias probidticas.
Manejo alimentar e parametros de qualidade de agua

As tilapias foram alimentadas de 5% a 3,5% da biomassa ao dia sofrendo redugées
quinzenais de 0,5%. A ragéo era oferecido quatro vezes ao dia (8:00, 11:00, 14:00 e 17:00h),
diariamente. Para os camardes nao foi oferecido racéo.

A temperatura e oxigénio dissolvido do fundo e superficie do viveiro foram mensurados

trés vezes ao dia (00:00, 05:00 e 17:00h). Quinzenalmente foi realizada uma coleta de agua em
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trés pontos dentro do viveiro para detectar a presenga de bactérias acido-lacticas, mensura de

salinidade e pH.
Avaliacao dos indices zootécnicos

Foram realizadas biometrias quinzenais para avaliagdo do ganho em peso. No final do

experimento foram avaliadas a sobrevivéncia, produtividade, peso final e eficiéncia alimentar.
Avaliagdao microbioldgica

No final do experimento, foram dissecados o trato intestinal de um “pool” de 3 camardes e
3 tilapias, por unidade experimental. Os tratos foram macerados e diluidos serialmente em fator
1:10 em solugéo salina estaril 0,65%. As amostras de cada diluigdo foram semeadas em meio
TSA, Agar tiossulfato citrato bile sacarose (TCBS), Agar Centrimide e Agar MRS, e incubados por
48h a 30°C, para contagem de bactérias totais, vibrionaceas, Pseudomonas e acido-lacticas,

respectivamente.
Hematologia

Cinco peixes por unidade experimental (25 por tratamento) foram anestesiados com
benzocaina (50mg/L) e cerca de 1,0mL de sangue coletado para confecgdo de duplicatas de
extensdes sangiineas coradas com Giemsa/MayGrunwald (Rosenfeld, 1947), para contagem
diferencial de leucdcitos e contagens totais de trombdcitos e leucécitos. Uma aliquota foi utilizada
para a determinagdo do hematodcrito (Goldenfarb et al., 1971), glicose (Accu-Chek Advantage 2
Roche) e o restante armazenado em frascos de vidro no gelo para quantificar o numero total de
eritrocitos em hemocitdmetro. Os numeros totais de trombdcitos e leucdcitos foram obtidos na

extensao sanguinea pelo método indireto (Martins et al., 2004).
Titulo de aglutinacédo

Os titulos de aglutinacao foram feitos segundo o método descrito por Yildrim et al. (2003),
individualmente para as bactérias Enterococcus durans ATCC 19492 e Pseudomonas aeroginosa
ATCC 27853. Para inativagdo das bactérias, as cepas de E. durans e de P. aeroginosa, foram
ativadas e isoladas pela técnica de esgotamento em meio de cultura TSA , incubadas a 25°C
durante 48 horas e preparadas segundo Klesius et al. (2000). As colénias foram inoculadas
individualmente em meio de cultura caldo de cérebro-coragédo (BHI) e incubadas a 30°C durante
24 horas.

Apds o crescimento das bactérias, as culturas foram acrescidas de formalina 3%, e
incubadas a 30°C durante 24 horas sob agitagdo continua para inativagédo e centrifugacéo a 1800
g por 30 minutos. O sobrenadante, contendo a formalina, foi descartado e o “pellet” ressuspenso
em solugao salina estéril (SSE) a 0,65% de NaCl. Para confirmagéo da inocuidade do processo,
100 pL das culturas ressuspensas em solugao salina foram semeadas em meio de cultura TSA e
incubadas a 30°C por 72 horas. Nao havendo crescimento de colbnias, as suspensodes foram
usadas para os testes de aglutinagcdo. A concentragéo das células inativadas utilizadas no teste foi

de 0.8 no comprimento de onda de 550 nm (DOs00nm)-
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O teste de aglutinagao foi feito com uma microplaca de 96 pogos de fundo U, onde o soro
foi diluido na proporgdo de 1:1 em solugao tampédo fosfato salino (PBS; 0,2M de Fosfato
monobasico, 0,2M de Fosfato dibasico, 0,11M de Cloreto de Sodio, pH 7,4) no 1° pogo (50 uL de
solucao PBS : 50 pL do soro), sendo diluido serialmente em fator 2 para os demais pogos até o
12°. Depois disso, foram adicionados 50 pL da bactéria inativada em todos os pogos. A microplaca
foi incubada a 25°C durante 18 horas em c&mara umida. A aglutinagao foi confirmada com a
observagédo de um “bottom” no fundo do pogo a olho nu. O titulo aglutinante foi considerado como

o reciproco da ultima diluicdo que apresentou aglutinagao.
Atividade Fagocitaria

A atividade fagocitaria dos leucdcitos foi adaptada segundo Cai et al. (2004). Apos a coleta
de sangue, 0,5 mL, formado por um “pool” de cinco peixes, de sangue foi transferido para um tubo
de ensaio e adicionado de 0,25 mL de E. durans (1 x 10° UFC mL™ ressuspenso em SSE a 0,65%
de NaCl). Os tubos foram armazenados na estufa a 28°C por 30 min. Uma aliquota de sangue foi
retirada para confecgdo de duplicatas de extensbes sanglineas coradas com
Giemsa/MayGrunwald (Rosenfeld, 1947). A taxa de fagocitose foi a relagdo entre o numero

leucécitos que fagocitaram dividido pelo numero total de leucdcitos.
Contagem total de hemécitos (THC)

Foram coletados um “pool” de 3 camardes por unidade experimental. A hemolinfa foi
coletada do sinus ventral, com uma seringa de 1mL previamente resfriada para fixacdo em
solugéo de 4% de formol-MAS (10 mM Tris, 336 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, pH 7.0)
para contagem total de hemdécitos em hemocitdmetro.

Analise Estatistica

Os dados microbiolégicos foram transformados em logo(x+1) e os dados de aglutinagao
em log;, (x+1). Todos os dados obtidos foram avaliados pela realizagdo de um teste t com 5%

significancia.
RESULTADOS

Parametros de qualidade de agua

A temperatura de fundo (24,2 — 29,9 °C), temperatura de superficie (24,0 — 30,3 °C),
oxigénio dissolvido de fundo (2,3 — 6,1 mg/L), oxigénio de superficie (2,9 — 8,1 mg/L), pH (7,67 -
8,64) e salinidade (9 — 12 %0) permaneceram dentro de limites aceitaveis. Nao foi detectada

presenca de bactérias acido-lacticas na agua em todo o experimento.
Avaliacao dos indices zootécnicos

Apos as 12 semanas de cultivo, as tilapias do tratamento alimentado com dieta
suplementada com L. plantarum obtiveram valores 13,6%, 7,5% e 7,1% superiores (p<0,05) para

eficiéncia alimentar, produtividade e peso final, respectivamente (Tabela 1). Contudo, ndo foram
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observadas diferengas significativas (p<0,05) nos indices zootécnicos dos camardes entre os

tratamentos (Tabela 1).
Avaliagao microbiolégica

Nas contagens bacterianas do trato intestinal, foram observados valores inferiores
(p<0,05) nas tilapias alimentadas com probiodtico para bactérias totais e Pseudomonas ssp., e
superiores para bactérias acido-lacticas (Figura 1). No trato intestinal dos camardes alimentados
com probiético, houve redugédo (p<0,05) na contagem de bactérias totais e vibrionaceas; e
aumento da contagem de bactérias acido-lacticas em relagdo aos camardes do controle. Nao foi

observada diferenga para Pseudomonas ssp. (Figura 2).
Hematologia

As tilapias alimentados com ragdo suplementada com probidtico apresentaram mais
trombdcitos, leucocitos e linfécitos (p<0,05) (Tabela 2) circulantes em relagdo ao controle.
Enquanto para glicose, hematdcrito, eritrocitos, neutréfilos e mondcitos ndo foram observados

diferencgas significativas (p<0,05) entre os tratamentos (Tabela 2).
Titulo de aglutinacédo

N&o foi observada diferencga (p>0,05) no titulo de aglutinagcéo entre o tratamento probidtico

e o controle, com valores de 1,6£0,5 e 1,410,5, respectivamente.
Atividade fagocitaria

Nao foi observada diferenca (p>0,05) na taxa de fagocitose entre o tratamento probidtico e

o controle, com 4,3+1,2% e 3,2+1,4%, respectivamente.
Contagem total de hemécitos (THC)

N&o foi observada diferenca (p>0,05) no THC dos camardes do tratamento probidtico e o

controle, com 17000+3000 e 15000+2000 células/mm3, respectivamente.
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Tabela 1. Peso final, sobrevivéncia, produtividade e eficiéncia alimentar de tilapias e camarbes em sistema de policultivo

alimentados com dieta suplementada com L. plantarum e controle.

Peso final (g) Sobrevivéncia | Produtividade Eficiéncia
9 (%) (kg/ha) Alimentar
c ~ Controle 10,7 £ 0,62 79,8 +5,5° 850 + 67,32 na
amaroes
Probiotico 10,5 + 0,32 81,3 + 5,02 853 + 53,3 na
Tilapias Controle | 205,9 + 34,6 97,7 + 1,02 4.020 + 250° 0,66 + 0,07
Probidtico | 220,4 +46,5° | 98,1+ 1,0 4.330 + 1502 0,75+ 0,03°

Dados expressos em médiatdesvio padrao.
*Diferentes letras indicam diferenga significativa (p < 0,05) no t-teste entre os tratamentos.

Na: ndo avaliado



Tabela 2. Parametros hematolégicos de tilapias do Nilo em sistema de policultivo
com camarao alimentadas com ragao comercial (controle) e ragdo suplementada

com Lactobacillus plantarum (probiético).

o Tratamento
Parametros hematolégicos

Controle Probidtico

Glicose (mg dL™) 676+85% 57,0+11,8°
Hematocrito (%) 284+29% 246+28°
Eritrocito (x10° Ly~ 2,1+0,5° 1,8+0,3°
Trombacito (x10° L") 2,1+0,6° 51+0,9°
Leucdcito (x10° L") 3,2+ 1,2° 6,3+1,3°
Linfocitos (x10° L") 6,0 +1,4° 8,6+2,3°
Neutrofilos (x10° uL™")  2,2+0,9° 1,3+0,5°
Mondcitos (x10° uL")  0,3+0,2° 0,3+0,4°

Dados expressos em médiatdesvio padréo.

*Diferentes letras indicam diferenga significativa (p < 0,05) no t-teste entre os

tratamentos
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Figura 1. Contagens bacterianas do trato intestinal de tilapias do Nilo em sistema de policultivo

com camardes alimentados com ragao suplementada com Lactobacillus plantarum e controle.

Diferentes letras indicam diferenca significativa (p<0,05) no t-teste entre os tratamentos.
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DISCUSSAO

A microbiota bacteriana intestinal de organismos aquaticos, ao contrario dos organismos
terrestres, é constituida predominantemente por bactérias Gram negativas, podendo variar de
acordo com o ambiente, escassez de algum nutriente ou pelo uso de bactérias probidticas
(Gatesoupe, 2008).

Nas contagens bacterianas do trato intestinal dos camardes e tilapias alimentados com
racao suplementada com probidtico houve reducdo nas bactérias totais, além da redugado de
Vibrios ssp. para os camardes e Pseudomonas ssp. para as tilapias. Isto pode esta relacionado
com a capacidade das bactérias acido-lacticas produzirem substancias inibitérias (Vieira et al.,
2007, Ramirez et al., 2006), tais como substancias bactericidas de alto (bacteriocinas) e baixo
peso molecular (reuterinas), acido latico, acido acético e peroxido de hidrogénio (Fuller, 1989).
Outro possivel mecanismo de inibicdo pode ser a exclusdo competicdo por espago e nutrientes ou
alteragéo do metabolismo microbiano no intestino (Gatesoupe, 2008).

As alteragbes na microbiota intestinal deste trabalho corroboraram com os resultados
obtidos por Jatoba et al. (2008), utilizando a mesma cepa probidtica em tilapias. Além da
alteragdo na microbiota bacteriana estes autores observaram melhora na resposta inespecifica
das tilapias contra a infecgdo experimental com Enterococcus durans. Assim, a presenca das
bactérias acido-lacticas no trato intestinal das tilapias alimentadas com probidtico sugere que os
peixes podem estar mais imunocompetentes para combater uma enfermidade.

Apesar de nao ter sido oferecido ragdo aos camarbes no policultivo, no tratamento
probidtico houve alteragdo na microbiota bacteriana intestinal dos camardes semelhante a
encontrada por Vieira et al. (2008), observando acréscimo na populagdo de bactérias acido-
lacticas na microbiota bacteriana intestinal. Este fato pode estar relacionado com o habito
detritivoro do camardo Litopennaues vannamei. Como as bactérias acido-lacticas ndo foram
detectadas na agua de cultivo, possivelmente se mantiveram viaveis nas fezes da tilapia, e foram
consumidas pelos camardes. Demonstrando que neste sistema de cultivo integrado o L. plantarum
pode atuar como probidtico para os camardes apesar de nao ter sido oferecido aos mesmos de
forma direta.

Chiu et al. (2007) e Vieira et al. (2008) utilizaram cepas de L. plantarum para Litopenaeus
vannamei e observaram uma melhora na resposta imune frente a infegbes com V. harveyi. A
presenca de bactérias acido-lacticas no trato intestinal dos camardes sugere que os animais
tratados com probidtico podem estar mais imunocompotentes, apesar de nao ter sido observada
diferengas significativas na sobrevivéncia dos camardes neste estudo. Estas sobrevivéncias foram
boas para condicbes de cultivo normais, sugerindo a auséncia de enfermidade durante o
experimento.

A THC (contagem total de hemdcitos) dos camarbes ndo divergiu entre os tratamentos,
corroborando com Vieira et al. (2008) que utilizou dieta suplementada com L. plantarum isolado de
camardes. Estes autores nao observou diferenca no THC entre camardes nao infectados

alimentados com ou sem o probiético.
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A porcentagem de hematdcrito, a glicose e eritrécitos ndo sofreram alteragdes entre os
tratamentos. Os valores foram semelhantes aos relatados em tilapia por Welker et al. (2007) e Aly
et al. (2008). Ja Harikrishnan et al. (2003) observaram que peixes alimentados com Azadirachta
indica apresentaram maior numero de eritrocitos 30 dias apds infeccdo com Aeromonas
hydrophila.

Jatoba et al. (2008) em tilapias alimentadas com a mesma cepa probiética e infectados
com Enterococcus durans, Kumar et al. (2008) em Labeo rohita alimentado com Bacillus subtillis
apos uma infeccdo com Aeromonas hydrophila e Aly et al. (2008) em tilapias alimentados com
dieta suplementadas com Lactobacillus acidophilus observaram incrementono numero de
mondcitos. Diferentemente, neste trabalho ndo foi observado diferenca no nimero de mondcitos
circulantes. Esta divergéncia pode esta relacionada com ausencia de um desafio, como uma
infecgdo experimental.

As contagens de trombdcitos foram maiores nos peixes alimentados com probidtico. Além
do seu papel de hemostasia, estas células tém relevante participagdo no mecanismo de defesa
organica, demonstrada pela presengca nos processos de coagulacdo e inflamacdo, além da
atividade fagocitaria durante infecgdes (Tavares-Dias, 2003).

Nas tilapias alimentadas com ragdo suplementada com probiético observou-se um maior
leucocitése e linfocitdse. Assim, o probidtico pode ter induzido a uma maior producéo ou liberagéo
de linfocitos e trombdcitos,fato que pode ser interessante para a resposta frente a infecgoes, ja
que estas células possuem fungdes importantes no sistema imunolégico do animal (Secombes,
1996).

Mesmo sem entrar em contato com o sistema sanglineo do hospedeiro, as bactérias
acido-lacticas podem interagir diretamente com as células imunes, atrevéz de células
especializadas do epitélio do intestino como as células-M, induzindo sua ativagdo e multiplicagao
(Gill, 2003). Galdeano & Perdigon (2004) detectaram produtos do metabolismo das bactérias
acido-lacticas no interior de células-M e de células imunes do epitélio intestinal. Isto demonstra
que os probidticos ou seus produtos podem ascessar as células imunes do sistema intestinal,
fazendo a comunicacdo com os leucdcitos nos vasos sanguineos, melhorando a resposta
imunolégica do animal (Delcenserie et al., 2008).

A modulacdo da resposta imune com bactérias probidticas tem demostrado seus efeitos
benéficos em mamiferos e peixes, com a proliferacdo de citocinas, estimulando atividade dos
linfécitos NK (do inglés, “natural killer’), aumentando a produgao de anticorpos, taxa de fagocitose
e atividade da lizosima (Matsuzaki & Chin, 2000; Panigrahi et al., 2004). Wang et al. (2008)
observaram aumento da taxa de fagocitose, atividade da lizosima e do “burst’ repiratério em
tilapias alimentadas com o probiotico, E. faecium. Diferentimente do observado neste trabalho,
onde os animais tratados com probidtico (L. plantarum) nao diferiram do controle quanto a taxa de
fagocitose e titulo de aglutinagao.

Meurer et al. (2006) e Suzer et al. (2008) ndo observaram incremento no ganho em peso
para tilapias alimentadas durante 30 dias com Saccharomyces cerevisiae e Sparus aurata

alimentados com Lactobacillus ssp., respectivamente. Ja Lara-Flores et al. (2003) e Wang et al.
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(2008) observaram melhora do desempenho zootécnico das tildpias resultante do uso de
probibticos, porém divergiram quando o modo de aplicacdo do probidtico, na agua e racéo,
repectivamente. Ambos utilizaram cepas isoladas de animais terrestres, diferentemente do
realizado neste estudo dificultando comparacoes.

O maior crescimento e produtividade observado nos animais alimentados com probidtico
pode estar relacionado com a melhor eficiéncia alimentar resultante da presencga do Lactobacillus
plantarum na dieta. Skrede et al. (2002) observaram melhora na digestibilidade do salméo do
atlantico alimentado com Lactobacillus ssp.

Os melhores resultados zootécnicos obtidos com o L. plantarum isolados de tilapia sao
semelhantes aos obsevados por Carnevali et al. (2006) utilizando Lactobacillus ssp. isoladas do
robalo europeu (Dicentrarchus labrax) registrando maior ganho em peso. Isto, desmonstra o
potencial zootécnico do probidtico utilizado. Este resultado foi associado com ao aumento na
expressdo de um gene do crescimento muscular nos animais tratados com probidtico,

demonstrando a especificidade entre as bactérias probiéticas e hospediro.

CONCLUSOES

A suplementacdo de L. plantarum na dieta melhorou a microbioata bacteriana intestinal
das tilapias do Nilo e camarbes, aumentando o nimero de trombdcitos, leucécitos e linfocitos
circulantes nos peixes

O L. plantarum suplementado na dieta provocou maior ganho de peso e melhora na

eficiéncia alimentar de tilapia do Nilo.
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ANEXO |

Figura 3. A: biometria; B: unidades experimentais; C: tilapias nos “ninhos”; D: coleta de camardes na despesca; E:

Fazenda Yakult, em destaque viveiro utilizado; e F: camardes na despesca.



