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“Em todas as fases da vida existem dificuldades, sio elas que nos
ensinam e ajudam a valorizar tudo que conguz'stamos. Seguir em frente
é muito mais que dar um szmp]es passo, Seguir em frente é erguer a

cabeca e perceber que tudo que vocé quer, pode sim ser alcangado.”

ALISON EDUARDO MELO DA PAIXAO
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PROBIOTICOS NA ALIMENTA(;AO DE ALEVINOS DE TAMBAQUI
(Colossoma macropomum): DESEMPENHO E PARAMETROS
HEMATOLOGICOS

Autor: Alison Eduardo Melo da Paixao
Orientador: Rodrigo Fortes da Silva

Resumo: O tambaqui (Colossoma macropomum), espécie endémica das bacias
Orinoco e Amazonas € uma espécie com notdrio interesse comercial. Ela é
considerada uma das espécies nativas de agua doce com maior interesse na
aquicultura brasileira e possui um grande valor de mercado devido a sua
rusticidade, crescimento rapido e sabor agradavel. Diversos problemas atingem a
aquicultura mundial, a exemplo de danos causados por bactérias patogénicas. A
Streptococcus agalactiae € um das bactérias que mais acometem a producéo
aquicola, trazendo prejuizos imensos aos produtores. Probidticos sdo oOtimas
alternativas ao uso de antibidticos para sanar problemas causados por patdgenos
na aquicultura, eles tém sido utilizados em dietas para organismos aquaticos
visando aumentar a resisténcia, sobrevivéncia, imunidade, desempenho, dentre
outros parametros fisiolégicos. Diversos estudos vém sendo realizados com o
proposito de sanar ou minimizar os problemas causados por patdbgenos no meio
aquatico, como por exemplo, estudos de parametros hematoldgicos, que podem
verificar a possivel acdo de patdgenos sobre os seus hospedeiros. O presente
trabalho teve o objetivo de avaliar o desempenho e parametros hematologicos de
juvenis de tambaquis com inclusdo de dois probidticos (Bacillus subtilis e
Saccharomyces cerevisiae) na dieta. Na primeira etapa foram utilizados 108
animais e durou 90 dias. Avaliou-se 0 desempenho produtivo e a composicdo da
carcaca dos animais. Foi constatado que a inclusdo dos aditivos probioticos B.
subtilis e S. cerevisiae ndo afetou o desempenho produtivo e a composicéo
corpérea dos animais alimentados durante os 90 dias. Na segunda etapa foram
utilizados 60 animais, o objetivo foi avaliar o efeito do desafio com Streptococcus
agalactiae nos parametros hematoldgicos dos tambaquis suplementados com
Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisiae. No presente estudo nado foi
observado sinais clinicos nem mortalidade ap6s o desafio com a bactéria
Streptococcus agalactiae. Os parametros hematoldgicos apresentaram alteracfes
(p=0,05) para o numero de eritrocitos (Eri), volume globular (VG), volume
corpuscular médio (VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média



(CHCM), hemoglobina (Hb) e proteina (PTT). O estudo demonstrou que a
admissdo desses incrementos tem efeitos benéficos para o0s animais
suplementados, reduzindo os efeitos danosos, mesmo quando desafiados com
bactéria patogénica.

Palavras chave: Desempenho zootécnico, parametros hematoldgicos,
imunidade, resisténcia.



Probiotics in feeding of tambaqui (Colossoma macropomum) fingerlings:
performance and hematological parameters

Author: Alison Eduardo Melo da Paixao
Orientated by: Rodrigo Fortes da Silva

Abstract: Tambaqui (Colossoma macropomum), an endemic species of the
Orinoco and Amazon basins, is a species with remarkable commercial interest. It
is considered one of the native freshwater species with higher interest for Brazilian
aquaculture and has a great market value due to its hardiness, fast growing and
pleasant taste. Several problems affect the global aquaculture, such as damage
caused by pathogenic bacteria. Streptococcus agalactiae is the bacteria that most
affect aquaculture, bringing huge losses to producers. Probiotics are great
alternatives to antibiotics to remedy problems caused by pathogens in
aquaculture; they have been used in diets for aquatic organisms to increase the
resistance, survival, immunity and performance, among other physiological
parameters. Several studies have been conducted with the purpose of remedying
or minimizing the problems caused by pathogens in aquatic environment, such as
studies of hematologic parameters, which can verify the possible action of
pathogens on their hosts. This study aimed to evaluate the performance and
hematological parameters of tambaqui juveniles with inclusion of two probiotic
(Bacillus subtilis and Saccharomyces cerevisiae) in the diet. At the first stage,
which lasted 90 days, 108 animals were used. The productive performance and
carcass composition of animals were evaluated. It has been found that the
inclusion of probiotics additives B. subtilis and S. cerevisiae did not affect growth
performance and body composition of animals fed for 90 days. In the second
stage 60 animals were used, the objective was to evaluate the effect of the
challenge with Streptococcus agalactiae in hematological parameters of
tambaquis supplemented with Bacillus subtilis and Saccharomyces cerevisiae.
Our study has not observed clinical signs or mortality after challenge with the
bacteria Streptococcus agalactiae. Hematological parameters showed changes (p
= 0.05) for the number of erythrocytes (Eri), packed cell volume (PCV), mean
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC),
hemoglobin (Hb) and protein ( PTT). The study showed that the admission of
these increments have beneficial effects for the supplemented animals, reducing
the harmful effects, even when challenged with pathogenic bacteria.

Key words: zootechnical performance, hematological, immunity, resistance.



1. INTRODUCAO

A carne de pescado € a proteina animal mais consumida no mundo. Cerca
de 155,7 milhdes de toneladas de pescado foram produzidas em 2011, onde
130,8 milhdes foram destinadas ao consumo humano. Entre 1991 e 2011, a
consumo mundial de carne bovina cresceu 13%, praticamente a mesma taxa de
crescimento do consumo humano de pescado (14,4%) foi registrada num periodo
guatro vezes menor entre 2006 e 2011. Segundo a Organizacdo das Nacoes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), ao todo, o setor movimenta US$
217,5 bilhdes em todo planeta (GONCALVES, 2014).

A aquicultura nos ultimos anos vem passando por uma grande ascensao.
Segundo dados da FAO (2014), a producdo mundial de pescado por captura
reduziu de 93,7 milhdes de toneladas para 91,3 milhdes entre os anos de 2011 e
2012, enquanto a aquicultura mundial passou de 62,0 milhdes de toneladas para
66,6 milhdes no mesmo periodo, desses, a aquicultura continental produziu 41,9
milhdes de toneladas e a aquicultura marinha 24,7 milhdes de toneladas,
demonstrando a significante ascensao da atividade aquicola em todo o mundo.
Por continente temos a Asia liderando a produc&o aquicola com 58,9 milhdes de
toneladas (89,39%), Américas com 3,2 milhdes (4,78%), Europa com 2,8 milhdes
(4,32%), Africa com 1,5 milhdes (2,23%) e por ultimo a Oceania com quase
200.000 toneladas (0,28%) de pescados produzidos em 2012. A mesma fonte
relata que China (41.108,306 T), india (4.209.415 T) e Vietnam (3.085.500 T) s&o
0s maiores produtores aquicolas mundiais. .

O Brasil € um dos escassos paises com condi¢Bes para atender o aumento
da demanda mundial por produtos pesqueiros, principalmente por meio da
aquicultura. Segundo MPA (2011), o pais ocupava o 17° lugar no ranking mundial
da aquicultura com 479.399 toneladas e o 25° lugar na producdo da pesca

extrativista com 785.366 toneladas (tabela 1).



Tabela 1: Produgcdo mundial da pesca e aquicultura em 2010.

PESCA EXTRATIVISTA (2010) AQUICULTURA (2010)

Ranking mundial Toneladas Ranking mundial Toneladas
1° China 15.665.587 1° China 47.829.610
2° Indonésia 5.384.418 2° Indonésia 6.277.925
3° India 4.694.970 3° india 4.653.093
25° Brasil 785.366 17° Brasil 479.399

Fonte: Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura 2011/MPA

A aquicultura brasileira vem crescendo na mesma proporc¢do da aquicultura
mundial. A estimativa é que em 2030 a producdo nacional alcance cerca de 20
milhdes de toneladas. Alemanha, Estados Unidos, Franca, Italia, Japéo e Taiwan
sd0 0s principais provaveis paises de destino da produgdo. O pais possui
condicdes climaticas e naturais bastante favoraveis: A maior parte da agua doce
do planeta (cerca de 12%) e sua costa maritima de aproximadamente 8,5 mil
quilémetros, além da rica biodiversidade tanto no mar quanto nos rios e lagoas, e
uma producéo significativa de graos para a fabricacdo de racao, classifica o pais
como uma das grandes poténcias aquicolas futuras (MPA, 2014). Segundo a
mesma fonte, a producdo nacional de pescado alcancou em 2011 quase 1,4
milh&o de toneladas, onde 628.704,3 deste total foram produzidas em cativeiro.

O Brasil possui cerca de 3 mil espécies de peixes, em que boa parte tem
potencial para producdo. Como exemplos o dourado, jau, matrinxa, piau,
tambaqui, pintado, pirarucu e jundia. Apenas 20% das espécies nativas
colaboram com a producédo nacional, os outros 80% s&o de espécies exaticas, na
Asia, 95% dos cultivos sdo de espécies nativas. Hoje as espécies exoticas sdo
mais cultivadas ndo pelas suas caracteristicas, mas sim, pela existéncia de
informacfes basicas para a sua criacdo. No pais, espécies exoticas s6 poderao
ser cultivadas, se ja estiverem comprovadamente detectadas na bacia
hidrografica onde se pretende produzir (GONCALVES, 2014). Existe uma
limitacdo para a producdo de espécie exdtica na legislacao brasileira. O Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) descreve
na PORTARIA n°® 145/98, de 29 de outubro de 1998, Art. 3° que é proibida a
introducdo de espécies de macrofitas e peixes de dgua doce em aguas da unido
(IBAMA, 1998).



Em relagdo a producdo nacional de peixes por regido, no Norte prevalece a
producdo de peixes como o tambaqui e o pirarucu, ja no Centro-Oeste, 0s
destaques sao o tambaqui, pacu e os pintados, no Nordeste, a tildpia e 0 camardo
marinho, no Sudeste a tilapia tem grande presenca na aquicultura, no Sul
predominam as carpas, tilapias, ostras e mexilhdes (GONCALVES, 2014).

O consumo brasileiro de pescado vem crescendo a cada ano. Em 2001, o
consumo per capto de peixes no Brasil era de 6,79 Kg, superando 9,75 Kg em
2010. Hoje, o consumo no pais gira em torno de 10 Kg por habitante e a
estimativa € que, no final de 2015 esse consumo alcance 12 kg anuais por
habitante, minimo de consumo preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). A maior parte do pescado consumido no pais nos ultimos anos € de
origem interna (x70%), o restante vem da importacao (+x30%) (Figura 1).

Figura 1: Origem do pescado consumido no Brasil
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Fonte: MPA (2011).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Tambaqui

Uma espécie com notdrio interesse comercial € a Colossoma macropomum
(Cuvier 1818), pertencente a familia Characidae e subfamilia Serrasalmidae,
conhecida vulgarmente como tambaqui (Figura 2). Ela é considerada a segunda
maior espécie de escamas de agua doce da Bacia Amazénica, perdendo apenas
para o pirarucu (GOULDING; CARVALHO, 1982), além de ser uma das espécies
nativas de maior interesse na aquicultura brasileira atual (MPA, 2011; FIUZA et
al., 2015). Esse animal é proveniente das bacias dos rios Orinoco e Amazonas,
situadas na Ameérica do Sul. Quando juvenil seu dorso € pardo e o0 ventre tem
uma tonalidade esbranquicada, quando maduro, possui manchas escuras no
ventre e na cauda e seu dorso fica esverdeado. O tambaqui € um peixe dulcicola
migrador de grande porte, possui um habito alimentar onivoro, alimentando-se de
zooplancton, sementes, frutos e pequenos animais, como por exemplo,
microcrustaceos, insetos e caramujos (CARVALHO, 1981; GOULDING;
CARVALHO, 1982). Esses animais realizam migracéo reprodutiva, alcancando a
maturidade sexual entre 4 e 5 anos de idade, podem alcancar mais de um metro
de comprimento e até 45 kg de peso vivo (CARDOSO, 2001).

Figura 2: Tambaqui (Colossoma macropomum)

Fonte: Canal do produtor (http://www.canaldoprodutor.com.br/)



http://www.canaldoprodutor.com.br/
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Devido a rusticidade, com alta resisténcia a baixos niveis de oxigénio
dissolvido e temperatura, assim como crescimento rapido, podendo atingir em
cativeiro tamanho comercial em um ano, o tambaqui possui um elevado potencial
de producao, a 6tima qualidade, consisténcia e palatabilidade de carne apreciada
pelo consumidor, também sdo atrativos que lhes conferem um alto valor comercial
e importancia para a economia no mercado nacional (VAL; HONCZARYK, 1995;
VAL et al. 1998; SILVA et al. 2007). O tambaqui se destaca entre outras espécies
pela facilidade de adaptacdo ao cultivo, aceitando bem, racdes peletizadas e
extrusadas. Sua tolerancia a atividades biométricas e facilidade em reproducéo
artificial também possui grande destaque (SAINT PAUL, 1986). Esses destaques
tém despertado o interesse de varios departamentos da iniciativa privada e
governamental no Brasil (RESENDE et al., 2009).

Segundo Brasil (2011), o pais produziu cerca de 111,1 mil toneladas de
tambaqui em 2011, além disso, nos ultimos tempos diversos trabalhos vém sendo
executados com o intuito de promover um aumento na imunidade e desempenho
zootécnico dos animais, visando minimizar os problemas de doencas e aumentar
a renda nos cultivos (SILVA et al., 2007; NUNES, 2011; CHAGAS et al., 2013;
HUANG et al., 2015).

2.2. Sistema digestorio dos peixes

O sistema digestorio dos peixes possui uma quantidade de células vivas
maiores que a encontrada no ambiente, com isso, o intestino e estomago tornam-
se um ambiente bastante favoravel para o crescimento de microrganismos. A
mucosa do intestino abrange uma ampla area, exposta aos agentes exdgenos
durante a ingestdo, digestdo e absorcdo dos nutrientes. Ela € considerada a
interface mais importante entre o ambiente e 0 hospedeiro. As células vivas
presente nela regulam a entrada de nutrientes na ingestdo e protegem 0s
organismos contra 0s agentes nocivos que podem estar presentes no lumen
(MAIORKA et al., 2000; MELLO, 2012).

Uma grande parte das espécies cultivadas, inclusive o tambaqui séo
susceptiveis a infeccdo, a exemplo de parasitas e bactérias, essas podem causar

doencas e mortalidade nos diversos estagios de crescimento dos animais em



sistemas de cultivo (VENMATHI MARAN et al.,, 2013; UZUN; OGU, 2015;
BOIJINK et al., 2015; DIAS et al., 2012; DIAS et al., 2015).

2.3. Sanidade em peixes

A sanidade é um dos fatores de maior relevancia para a produgdo comercial
de animais terrestres e aquéticos. A densidade de estocagem dos animais
oferece grande risco para o0 surgimento de enfermidades, assim como a
guantidade de alimento fornecido, manejos, transportes inadequados e flutuacdes
nos parametros ambientais geram estresse, afetando o sistema imunoldgico dos
animais. Respostas imunoldgicas dos efeitos inibitérios em peixes podem gerar
estresse agudo ou crénico, ocasionando reducéo na resisténcia (TAVARES-DIAS;
MORAES, 2004).

Microrganismos patogénicos sdo enormes responsaveis pela maioria dos
problemas econdmicos em cultivos de grande porte no Brasil, dentre eles
destacam-se as bactérias, maiores causadoras de mortalidade na aquicultura
(PAVANELLI et al., 2002; MARTINS et al., 2008). Diversas bactérias sao
enddgenas da flora intestinal do proprio peixe e até mesmo normalmente
encontrados no ambiente de cultivo (AYDIN et al., 2005; BARCELLOS et al.,
2008). A exemplo, bactérias patogénicas do género Streptococcus foram isoladas
em diversos sistemas de criacdo no Brasil (SALVADOR et al., 2012). Por este
motivo, na aquicultura, ha a necessidade de maiores estudos sobre melhorias nas

condi¢des nutricionais e sanitarias.

2.4. Streptococcus

O género é formado por cocos Gram-positivos, seu tamanho pode variar
entre 0,5-0,2 um de diametro. Sdo anaerdbios facultativos, para crescimento
requerem um meio nutricionalmente rico e temperaturas entre 25 e 45°C. As
bactérias do género possuem metabolismo fermentativo, com principal produto o
lactato. Bactérias do género Streptococcus possuem acdo patogénica para uma
grande diversidade de hospedeiros, como por exemplo, seres humanos, outros
mamiferos, peixes de agua doce e marinhos. As contaminacfes ocasionadas por
esses microrganismos possuem grande impacto em mdaltiplos segmentos da

cultura animal, a exemplo da aquicultura. As espécies Streptococcus agalactiae e



Streptococcus iniae sdo as mais descritas como principais vetores de infecgcbes
nervosas em peixes, ocasionando grandes estragos especialmente na tilapicultura
em todo mundo (AGNEW; BARNES, 2007; PULIDO; IREGUI, 2010; CHAN;
JOLLEY, 2015).

Na literatura, infec¢des por Streptococcus agalactiae sdo descritas desde o
século 30 e nas ultimas décadas esse microrganismo vem se destacado como um
dos mais prejudiciais patégenos na piscicultura. No Brasil, para animais em
engorda, a doenca causada por essas bactérias (estreptococose) tem sido
controlada com uso de antibiéticos incorporados a dieta, ou pela administracédo
direta na agua do cultivo (FIGUEIREDO; LEAL, 2008). O primeiro caso de
infeccdo no Brasil foi descrito por Figueiredo et al. (2006), e para mais de 20
espécies de peixes por Olivares-Fuster et al. (2008).

Os sinais clinicos observados sé@o escurecimento dos peixes, natacéo
erratica e em movimentos circulares (Figura 3), pequenas lesdes de pele com
perda de escamas e areas de petéquias na base das nadadeiras, distenséo
abdominal (Figura 4), exoftalmia bilateral ou unilateral em alguns animais (Figura
5) e por fim, pode gerar uma alta mortalidade nos cultivos (KUBITZA, 2005). A
evolucdo da doenca € rapida, a morte pode acontecer dois a trés dias apos o
inicio dos sinais clinicos. (MIAN et al., 2009; ZAMRI-SAAD et al., 2010).

Figura 3: Natacdo erratica e perda  Figura 4: Tilapias com distensdo Figura 5: Tildpia com exoftalmia
de equilibrio de tildpias, infectadas.  abdominal, infectadas. causada por estreptococose.

Fonte: Kubitza, 2005.

2.5 Probidticos

Aditivos alimentares vém sendo estudados com o objetivo de conferir maior
resisténcia e saude aos animais, como por exemplo, os probiéticos.

A palavra probidtico tem origem grega, o seu significado é “para a vida”. No

inicio ela descrevia extratos ou compostos de tecidos que tinham a capacidade de



promover o aumento microbiano (LILY; STILLWELL, 1965). Parker (1974)
conceituou Probidticos como organismos e substéncias contribuintes para o
equilibrio da microbiota intestinal, definicdo insatisfatéria, pois a palavra
substancia também inclui suplementos como os antibioticos. Fuller (1989) definiu
como produto constituido por microrganismos vivos que atua beneficiando o
organismo, melhorando o balanco da microbiota gastrointestinal dos animais. O
significado foi complementado pela FAO/WHO (2001) como “microrganismos
vivos que quando administrados em doses adequadas conferem efeito benéfico a
saude do hospedeiro”. Schrezenmeir; De Vrese (2001), discorrem que o termo
deveria ser utilizado para designar produtos com microrganismos interessantes
definidos e quantidade adequada, que modifiquem a microbiota das mucosas
intestinais, por incremento ou colonizacdo do sistema do hospedeiro e que
venham a produzir efeitos benéficos em sua saude. O probiotico ideal,
independentemente da sua fonte, deve ser capaz de colonizar, estabelecer-se e
multiplicar-se no intestino do hospedeiro (BELO et al., 2014; CHEN et al., 2014,
JHA et al., 2015).

2.5.1 Mecanismos de acao dos probioticos

Ainda nao foi inteiramente explicada a maneira de acdo dos probidticos, o
gue se tém, sdo os diversos processos de atuacao associados ou independentes
que eles exercem.

Trés possiveis mecanismos de atuacdo sdo atribuidos aos probioticos: O
primeiro é a exclusdo competitiva, onde o0s probibticos disputam com os
patdgenos pelos nutrientes e sitios de fixacdo do intestino, impedindo a atuacéo
do patégeno temporariamente, esta competicdo impede a livre fixacdo dos
mesmos, protegendo as vilosidades e permitindo a regeneracdo da mucosa
lesada (PANT et al.,, 2007; BARBOSA et al., 2011; SANTOS et al., 2011). Por
outro lado, essa exclusdo demonstra a necessidade de uma administracao
continua e dosagens especificas dos probidticos para manifestar melhores
efeitos. O segundo € a alteracdo do metabolismo microbiano, os probiéticos
podem afetar os patdgenos através de algumas sinteses, promovendo um efeito
letal bactericida (RAMIREZ; OTALVARO, 2008; BALLUS et al., 2010; VANEGAS

et al., 2010). Os lactobacilos podem produzir peréxido de hidrogénio, substancia



inibidora da Escherichia coli, salmonela sp. dentre outras (SCHLUNDT, 2015). O
terceiro é o estimulo da imunidade do hospedeiro, através do aumento dos niveis
de anticorpos e 0 aumento da atividade dos macréfagos (STAYKOV et al., 2007;
TORRECILLAS et al., 2007).

2.5.1.1 Exclus&o competitiva

A teoria da exclusdo competitiva nasceu a partir do conceito de “competicéo
por sitios de ligagédo” (NURMI; RANTALA, 1973), para indicar a falta de habilidade
de alguns microrganismos se estabelecerem no intestino, devido a presenca de
outra populacdo. Segundo Ferreira e Ferreira (2006), um organismo nao
consegue ocupar 0 mesmo espaco de outro. E nesse fato que se baseia a
exclusdo competitiva, um ambiente j& colonizado impede a entrada de um novo
agente. Os probioticos, ao serem ingeridos, formam uma barreira fisica na
mucosa intestinal, ocupando os sitios de ligacdo e excluindo as bactérias
patogénicas por competicdo de espaco (FURLAN et al., 2004). O mecanismo
chave da colonizacdo das bactérias parece ser aderéncia a mucosa intestinal,
sem essa aderéncia, os efeitos nocivos sobre a saude do hospedeiro sao
anulados (ALBUQUERQUE et al., 2013; MELLO et al., 2013).

A exclusdo competitiva produz produtos que poderiam ser uma alternativa a
utilizacdo dos agentes de crescimento. Os compostos gerados nessa interacao
nao produzem efeitos deletérios ao animal, pois sdo produtos de bactérias, além
de ndo produzir resisténcia a nenhum medicamento, por esse fato, uma das
alternativas mais estudadas nos ultimos tempos é a utilizacdo de probidticos
(DANIELS et al., 2013; SHARIFUZZAMAN et al., 2014; JHA et al., 2015).

2.5.1.2 Competicao por nutrientes

Os animas e as bactérias ndo competem pelos nutrientes, 0 que ocorre € a
competicdo entre as bactérias intestinais pelos seus nutrientes especificos
(TAKAHASHI et al., 2007; BUSANELLO et al., 2012). Os probioticos se nutrem de
compostos degradados pelas enzimas digestivas, a escassez desses nutrientes
limita a alimentacdo das bactérias patogénicas na luz intestinal, fator limitante
para sua manutencéo, reduzindo os efeitos deletérios dessas sobre o hospedeiro
(MACARI; FURLAN, 2005).
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Diversos aspectos como dosagem imprépria de microrganismos que
compdem os probidticos, deficiéncias sanitarias em condi¢cdes experimentais e
possiveis competicbes com o hospedeiro pelos nutrientes podem vir a colaborar
com respostas desfavoraveis quando se utilizam os probidticos (FARIA et al.,
2009).

2.5.1.3 Producéao de substancias antibacterianas e enzimas

Segundo Silvia et al., 2007, diversos microrganismos probioéticos apresentam
atividade competidora contra espécies patogénicas por meio da sintese de
compostos antimicrobianos como: bacteriocinas, peréxido de hidrogénio, acidos
organicos, acido latico e acético. Bacteriocinas sdo substancias antibidticas e
proteicas de acéo local, que inibem o crescimento de patdgenos na flora intestinal
e ndo afetam as células produtoras do intestino. S&o produzidas por bactérias que
mesmo em baixas concentracdes sdo capazes de inibir a multiplicacdo de outras
bactérias (RILEY, 1998; HENG et al., 2007). A producdo de acidos organicos,
bem como a producdo dos acidos laticos e acéticos pelas bactérias utilizadas
como probidticos, reduz o pH do trato gastrointestinal inibindo o crescimento de

diversas cepas de bactérias patogénicas (GARCIA et al., 2006).

2.5.1.4 Estimulo ao sistema imunitario

Os mecanismos envolvidos na utilizacdo de probiéticos e na resposta imune
frente aos estimulos que eles podem proporcionar, ainda ndo foram bem definidos
em peixes. Orgdo, tecidos linféides, moléculas e diversas células, formam a
centelha da resposta imune, contudo as respostas imunolégicas se associam a
dois fatores principais: via de inoculacdo e dosagem inoculada (ABBAS et al.,
2000; ROMBOUT, et., al. 2010).

Em peixes teledsteos, sdo descritos Linfocitos intra-epiteliais positivos pra
determinantes celulares CD3-E+ e CD8-a+ (células T citotoxicos), essas células
podem estar envolvidas na resposta imunoldgica, assim como, na resposta imune
das mucosas intestinais em peixes. O aparecimento precoce das células T sugere
gue o intestino seja um local de diferenciacdo destas células. Outras células, a
exemplo dos eosindfilos, células B, basofilos e células epiteliais, estdo envolvidas

na resposta imune da mucosa intestinal a patdgenos, essas sdo descritas em
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guadros de enterites, exercendo um papel fundamental neste exemplo de
inflamacé&o (CAIN, et. al., 2000; ROMBOUT, et., al. 2010).

A primeira das respostas imune em peixes, ligadas a mucosa intestinal, foi
descrita apds a deteccdo de anticorpos na mucosa de animais imunoestimulados
por imersdo e via oral (LOBB, 1981). Repostas sobre a imunidade em peixes,
relacionadas as vias de inoculacdo, 6rgdos e tecidos linféides, afinidade dos
anticorpos produzidos, perfil hematoldgico, producdo de anticorpos e células
intestinais frente aos estimulos com imunoestimulantes a exemplo de probioticos
ainda séo escassos, havendo a necessidades de aprofundamento nos estudos da

dindmica das respostas imunes frente a resisténcia aos patdgenos.

2.5.2 Probioticos na aquicultura

Na aquicultura, hoje, varios beneficios ja sdo atribuidos aos probidticos.
Tém-se o exemplo das bactérias do género Vibrio, estudos in vivo demonstraram
gue estas aumentaram a resisténcia dos animais contra agdo de alguns
patogenos comuns (AGUILERA-RIVERA et al., 2014; HAN et al., 2015;
DHAYANITHIA et al.,, 2015). Estudos também demonstram um crescimento
consideravel para tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) suplementadas com
Streptococcus faecium, Saccharomyces cerevisiae e seus derivados (LARA-
FLORES et al., 2003; HISANO et al., 2007; ABDEL-TAWWAB et al., 2008),

Espécies de bactérias, como por exemplo, Bacillus subtilis, Bacillus cereus e
Bacillus toyoi possuem uma grande vantagem quando utilizadas como
probidticos, a sua habilidade em esporular, Ihes conferem uma maior
sobrevivéncia durante o transito estomacal (HOA et al., 2000; JUNQUEIRA et al.,
2009). Ja a levedura Saccharomyces possui vantagens por manter suas
propriedades probioticas mesmo quando administrada em conjunto com
antimicrobianos. (ROLFE, 2000; COPPOLA; GIL-TURNES, 2004).

2.5.2.1. Género Bacillus

As bactérias do género Bacillus sdo as que compreendem a maior parte das
espécies atualmente usadas como probidticos na aquicultura. Apesar de nao
fazerem parte das originadas no proprio trato gastrintestinal (autoctones), varias

delas, sob adversas condigcbes, apresentam ciclo de vida duplo, envolvendo
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germinacdo de esporos, proliferacdo e re-esporulacdo, o que lhes permite
proliferar e sobreviver no intestino de animais e no meio ambiente (HONG et al.,
2005).

A capacidade de esporulacdo dos Bacillus confere-lhes maior resisténcia as
enzimas digestivas durante o transito intestinal, além de conseguirem sobreviver
em temperaturas elevadas, dessa forma podem ser adicionadas a ragdo no
processo de peletizacdo, logo apods, essa racdo pode ser mantidas em
temperatura ambiente sem deterioracdo, além disso, essas bactérias se tornam
resistentes ao baixo pH intestinal quando ingeridas pelos animais, o que lhes
conferem uma maior sobrevivéncia no trato gastrointestinal (EL-RHMAN et al.,
2009; CUTTING, 2011).

2.5.2.2. Género Saccharomyces

Leveduras sdo fungos unicelulares pertencentes a classe Ascomycetos. Elas
possuem variaveis tamanhos e diversos tipos de reproducdo (assexuada por
brotamento ou cissiparidade e sexuada), estdo largamente distribuidas no solo,
superficie de folhas, frutos e no trato gastrointestinal de animais (FISHER; COOK,
2001). A composicdo quimica basica das leveduras € de 38,0 a 50,0% de
proteinas; 33,0 a 46,0% de carboidratos; 3,0% de bases nitrogenadas; 1,0% de
amonia; 2,0% de lipideos e esterois e 6,0 a 8,0% de nitrogénio (HORI, 1997).

A acdo de algumas leveduras ocorre devido a estimulacdo de células
responsaveis pela protecdo do organismo. O aumento da atividade fagocitica,
elevacdo da ativacdo e quantidade de linfécitos, imunoglobulina plasmatica e de
lisozimas, assim como o aumento da producdo de anticorpos, sdo algumas das
respostas produzidas por esses microelementos (GANNAM, 2005). Dentre a
grande variedade, temos como destaque a espécie Saccharomyces cerevisiae,
gue é a mais amplamente comercializada.

O fungo Saccharomyces cerevisiae € resultante da fermentacdo do caldo
extraido da cana de acucar com secagem por pulverizagdo a seco. Segundo
Butolo (2002), a composi¢do quimica esta sujeita a linhagem, natureza do
substrato que foi utilizado, qualidade da fermentacdo, concentracdo de sais no
meio, processo de secagem e condi¢cdes de armazenamento. O seu alto valor

nutritivo lhe traz destaque na formulagdo de diferentes dietas para diversas
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espécies animais, inclusive organismos aquaticos. O Saccharomyces cerevisiae
possui vantagens por manter suas propriedades probidticas mesmo quando
administrada em conjunto com antimicrobianos (ROLFE, 2000; COPPOLA; GIL-
TURNES, 2004).

2.6. Justificativa

A demanda do tambaqui no Brasil tende a crescer, esse animal apresenta
um grande potencial reprodutivo e zootécnico, ele € caracterizando como um dos
peixes mais produzidos no pais e vem demonstrando rapida taxa de crescimento,
adaptabilidade aos diversos sistemas de criacdo e boa aceitacdo pelo mercado
consumidor (SILVA et al., 2007; MPA, 2011).

A utilizagdo dos probidticos podera ser uma O6tima alternativa ao uso de
antibidticos contra prevencao de doencas e profilaxia na aquicultura. O seu uso
também vem evidenciando a diminuicdo do estresse, melhora na defesa
antimicrobiana e da resposta imunitaria em espécies de peixes (ALY et al., 2008;).

Estudos com utilizacdo de probidticos na aquicultura estdo em grande
ascensdao. A interpretacdo dos beneficios da suplementacéo ainda é dificil, visto
gue ainda nédo estdo bem evidenciados, isso devido a grande complexidade dos
diversos fatores que podem afetar o desempenho e imunologia dos animais,
assim como, as diferenciacbées no ambiente onde os animais sao cultivados, o
gue pode vir a mascarar as acOes dos probioticos. Ainda se vé a grande
necessidade de maiores estudos para propiciar um maior e melhor entendimento
das acdes que os probidticos inferem na aquicultura. Resultados positivos da
aplicacdo desses aditivos podem vir a conceber excelentes ferramentas para

problemas econémicos, produtivos, sanitarios e ambientais.
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CAPITULO 1

EFEITO DE PROBIOTICOS NO CRESCIMENTO E COMPOSICAO CORPOREA
DO TAMBAQUI (Colossoma macropomum)
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EFEITO DE PROBIOTICOS NO CRESCIMENTO E COMPOSICAO CORPOREA
DO TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

Resumo: Probidticos sdo oOtimas alternativas paro o uso de antibidticos na
aquicultura. Eles tém sido utilizados nas dietas de organismos aquéticos, visando
aumentar a resisténcia, sobrevivéncia, imunidade, desempenho, dentre outros
parametros fisiolégicos. Diante da perspectiva de melhoras nos indices
zootécnico e imunoldgicos dos animais de cultivo, hoje, buscam-se alternativas
para o uso de antimicrobianos no controle de enfermidades na piscicultura. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de dois probioticos (Bacillus subtilis
10°UFC/g e Saccharomyces cerevisiae 10°UFC/g) sobre o desempenho
zootécnico produtivo e composicdo bromatolégica de juvenis de Tambaqui
(Colossoma macropomum). A inclusdo dos aditivos probidticos B. subtilis e S.
cerevisiae nao afetou o desempenho produtivo e composicdo corporea dos

animais alimentados durante 90 dias.

Palavras chave: Aquicultura, desempenho zootécnico, bromatologia.

PROBIOTIC EFFECT ON GROWTH AND BODY COMPOSITION OF
TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

Abstract: Probiotics are great alternatives to stop the use of antibiotics in
aquaculture. They have been used in the diets of aquatic organisms, to increase
resistance, survival, immunity, performance, among other physiological
parameters. Faced with the prospect of improvements in zootechnical and
immunological indexes on farming animals, nowadays, alternative to the use of
antimicrobials in controlling diseases in fish farming are sought. The aim of this
study was to evaluate the effect of two probiotic (Bacillus subtilis 10°UFC/g and
Saccharomyces cerevisiae 10°UFC/g) on the productive growth performance and
chemical composition of juvenile Tambaqui (Colossoma macropomum). The
inclusion of probiotics additives B. subtilis and S. cerevisiae did not affect growth

performance and body composition of animals fed for 90 days.

Keywords: Agquaculture, production performance, bromatology.
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1. INTRODUCAO

Para uma melhor nutricdo, crescimento e imunidade, hoje sé&o utilizados
diversos incrementos na alimentacdo de animais aquaticos. O uso de aditivos em
dietas favorece ganho de peso, conversdo alimentar e taxa de crescimento
especifico em diversas espécies de peixes (REQUE et al., 2010; SALVADOR et
al., 2013).

Probidticos tém sido utilizados das dietas de organismos aquaticos visando
aumentar a resisténcia, sobrevivéncia, imunidade, desempenho, dentre outros
parametros fisiolégicos dos animais (BURR et al., 2010; TALPUR et al., 2014;
FUCHS et al, 2015) a exemplo de alguns probiéticos como Bacillus,
Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus sp., Pediococcus sp., Enterococcus sp.,
(FUCHS et al., 2015; HUANG et. Al., 20115; OZORIO, 2015). As espécies
Lactobacillus e Bifidobacterium sdo as mais frequentemente usadas como
probidticos, assim como a levedura Saccharomyces cerevisiae e a bactéria
Bacillus subtilis (HISANO et al. 2007; DIAS et al., 2010; YEMPITA EFENDI,
YUSRA , 2014; HUANG et al., 2015).

Sheikhzadeh et al. (2012) verificaram que o desempenho produtivo e
parametros imunes nao especificos dos animais melhoraram significativamente
ao utilizar S. cerevisiae como aditivo em racles para truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). Fuchs et al. (2015), verificaram melhoria na performance
de juvenis de turbot (Scophthalmus maximus) alimentados com ra¢des contendo
B-glicanos (derivado de parede celular da S. cerevisiae), Bacillus subtilis dentre
outros. Também, alguns probidticos e seus derivados como levedura autolisada
ou parede celular, favoreceram o ganho de peso, consumo de racdo e taxa de
crescimento especifico (GOPALAKANNAN; ARUL, 2010; SHEIKHZADEH et al.,
2015; PLAIPETCH; YAKUPITIYAGE, 2014). O mesmo efeito foi observado por
Zhou et al. (2009) quando administrou Bacillus subtilis na agua de cultivo da
tilapia do Nilo, os animais obtiveram maior crescimento e melhores parametros
imunoldgicos. Outros exemplos relatam dietas contendo nucleotideos resultando
melhor ganho de peso, contudo, estas respostas podem variar em funcdo da
espécie, metodologia de administracdo, duracdo da administracdo, temperatura
ambiental e quantidade de suplemento incorporado na dieta (MEHRIM, 2009;
GHAEDI et al., 2015).
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Diante da perspectiva de melhoras no indice zootécnico e imunolégicos
dos animais de cultivo, hoje, buscam-se alternativas para o uso de
antimicrobianos no controle de enfermidades na piscicultura. O incremento
probidtico em dietas de peixes é uma O6tima alternativa para o controle de
patdbgenos na piscicultura, esses, além de agir no incremento imunolégico ndo
especifico, também podem vir a contribuir para o benéfico desenvolvimento
bacteriano no trato gastrointestinal, reduzindo o crescimento das bactérias
patogénicas, melhorando o aproveitamento dos nutrientes das dietas.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de dois probidticos
(Bacillus subtilis 10°UFC/g e Saccharomyces cerevisiae 10°UFC/g) sobre o
desempenho zootécnico produtivo e composi¢cdes bromatoldgicas da carcaca de
juvenis de Tambaqui (Colossoma macropomum) em laboratério com ambiente

controlado.

2. MATERIAIS E METODOS
O experimento foi conduzido no laboratorio do Nucleo de Aquicultura e
Pesca (NUCAP) situado na Unidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB),

Cruz das Almas - Bahia.

2.1. Amostras

Foram utilizados 108 juvenis de tambaquis (Colossoma macropomum)
provenientes da Estacdo de piscicultura da Barragem Pedra do Cavalo, Rodovia
101, Km 12, municipio de Cachoeira - BA. Os peixes foram transportados em
sacos plasticos limpos até as instalacbes do NUCAP onde foram distribuidos

aleatoriamente nos 12 tanques.

2.2. Delineamento experimental

Os animais utilizados (108 juvenis) possuiam peso inicial médio de
2,13+0,75g e comprimento inicial de 3,46+0,43cm. Eles passaram por um periodo
de aclimatacdo de cinco dias e foram alimentados com dieta comercial sem
probidtico (35% de proteina). Durante esse periodo, a alimentacdo foi fornecida

diariamente, trés vezes ao dia (8h, 14h e 19h). Antes de iniciar o experimento, 0s
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peixes permaneceram em jejum por um periodo de 48h para limpeza do sistema
gastrointestinal.

Os animais foram submetidos a analgesia com Eugenol (65mgL™)
(ROUBACH, 2005) até a perda do equilibrio para facilitar o manejo e evitar
possiveis danos fisicos. Em seguida, pesados e medidos com o auxilio de
balanca eletrbnica e paquimetro e distribuidos aleatoriamente em 12 tanques com
volume til de 100L (9 animais por tanque). O sistema possuia temperatura
controlada por termostato e recirculacdo constante com filtragem mecéanica e
bioldgica.

O periodo experimental foi de 90 dias e o delineamento inteiramente
casualizado, composto por trés tratamentos e quatro repeti¢cdes. Foi considerada
como unidade experimental, cada tanque com volume util de 100L contendo nove

juvenis de Tambaqui.

2.3. Dieta

(verificar a quantidade e se tem pra tambaqui) Avaliaram-se trés dietas
experimentais ou tratamentos: T1= dieta controle isenta de probiotico, T2= dieta
controle + 2g de probidtico / kg de racdo (Bacillus subtilis 10°UFC/g) e T3= dieta
controle + 2 g do probidtico / kg de racdo (Saccharomyces cerevisiae 10°UFC/g).
A dieta comercial (35% PB, 5% EE, cinzas e 13%, umidade) foi adquirida da
empresa Pratigi alimentos, Castro Alves, Brasil. Os probiéticos comerciais foram
adquiridos na fabrica de racGes Exato, situada na cidade de Santo Antbnio de
Jesus-Ba e foram incorporados as ragdes por meio de um veiculo oleoso (2% de
O0leo de soja) de acordo com metodologia descrita por Dias et al. (2011) e
Nakandakare et al. (2013) (o probidtico foi diluido no éleo e misturado na racéo), a
dieta controle também recebeu 2% de 6leo de soja para nao diferir das demais

dietas.

2.4. Monitoramento da qualidade da agua

O monitoramento da qualidade da agua foi realizado quinzenalmente, onde foi
avaliada a temperatura da &gua, concentracdo de oxigénio dissolvido com
oximetro, o potencial hidrogeniénico com pHmetro digital. Os parametros de
gualidade da 4gua foram 30,20 + 0,8°C, pH = 7,96 + 0,28, oxigénio dissolvido =

7,96 + 2,48 mgL™. A qualidade da &gua permaneceu dentro dos padrdes
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recomendados para a criacdo de peixes de clima tropical (SIPAUBA-TAVARES,
L.H, 1995).

2.5. Desempenho zootécnico

Para as andlises de desempenho zootécnico, realizaram-se biometrias
quinzenalmente até o final do periodo experimental. Antes de cada biometria, os
animais foram analgesiados para facilitar 0 manejo e evitar possiveis danos
fisicos.
Os seguintes parametros zootécnicos foram mensurados:
a) Comprimento (C) = Comprimento total;
b) Ganho em peso (GP) = Peso final - Peso Inicial;
c) Conversao Alimentar Aparente (CAA) = Consumo de racdo / Ganho em peso;

d) Taxa de sobrevivéncia (TS) = (n° final de peixes / n° inicial de peixes)x100;

Ao final do periodo experimental os animais foram analgesiados e
submetidos a eutanasia por aprofundamento do plano anestésico sem nenhum
tipo de dano. As carcacas dos animais foram separadas para fazer as analises

bromatoldgicas.

2.6. Analises bromatoldgicas

Para medir os efeitos dos tratamentos sobre a composicédo corporal dos
animais experimentais, as carcacas foram moidas com a utilizacdo de um moedor
mecanico até obter-se uma polpa homogénea. Logo apds a amostra foi seca em
estufa a 60°C por 48 horas e moidas em moinho bola. As anédlises da composicao
guimica bromatolégica das carcacas foram realizadas no laboratério de
bromatologia da poés-graduacdo da UFRB segundo metodologia descrita pela
AOAC (1997).

2.7. Andlises estatisticas

Para resultados dos indices zootécnicos e composi¢cdo corporal
primeiramente foram feitos testes de normalidade utilizando Shapiro Wilk
(p=0,05), em seguida os dados foram analisados em GLM (Modelos Lineares

Generalizados). Quando encontrados efeitos significativos, foram realizados
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164 testes de média para as comparacdes multiplas pelo método de Bonferroni com
165 5% de probabilidade. O Software utilizado na presente andlise foi o SPSS 18.0.
166

167 3. RESULTADOS

168 O desempenho produtivo dos animais alimentados com as dietas
169  experimentais ndo apresentou diferencas para as variaveis de peso e
170 comprimento (Tabela 2). A conversao alimentar aparente e sobrevivéncia também
171  ndo apresentaram diferengas entre os diferentes tratamentos avaliados neste
172 estudo.

173

Tabela 2: Pardmetros de desempenho do tambaqui (Colossoma macropomum) submetidos a dietas
suplementadas com probioticos.

Parametros TO (Grupo Controle) T1 (B. subtilis) T2 (S. cerevisiae)
Comprimento Médio Inicial (cm) 3,76 £ 0,42 3,76 £ 0,43 3,76 £ 0,40
Comprimento Médio Final (cm) 12,7 + 3,25 13,1 +1,13 13,29 + 1,16
Peso Médio Inicial (cm) 2,14 +0,72 2,13+0,75 2,13+0,73
Peso Médio Final (cm) 69,27 £ 12 74,14 £ 9,92 79,89+ 3,29
Ganho Médio de Peso (g) 67,13 +£11,28 72,01 £9.17 77,76 £ 2.56
Conversdo Alimentar Aparente 2,63 2.19 2.39
Taxa de sobrevivéncia (%) 100 100 97,22

174

175

176 Similar ao que foi observado para as variaveis de desempenho produtivo, as

177  variaveis mensuradas para composicdo bromatoldgica das carcacas dos juvenis
178 de tambaquis ndo demonstraram diferencas apOs realizacdo da anadlise de
179  variancia. Os valores dos achados no presente experimento para composicao
180  bromatoldgica estdo expressos na tabela 3.

181

Tabela 3: Parametros de desempenho do tambaqui (Colossoma macropomum) submetidos a dietas
suplementadas com probioticos.

Parametros TO (Grupo Controle) T1 (B. subtilis) T2 (S. cerevisiae)
Comprimento Médio Inicial (cm) 3,76 £ 0,42 3,76 £0,43 3,76 £ 0,40
Comprimento Médio Final (cm) 12,7 £ 3,25 13,1 +1,13 13,29+ 1,16
Peso Médio Inicial (cm) 2,14 +£0,72 2,13+£0,75 2,13+£0,73
Peso Médio Final (cm) 69,27 £ 12 74,14 £ 9,92 79,89+ 3,29
Ganho Médio de Peso (Q) 67,13 £11,28 72,01 £9.17 77,76 £ 2.56
Conversdo Alimentar Aparente 2,63 2.19 2.39

Taxa de sobrevivéncia (%) 100 100 97,22
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4. DISCUSSAO

O tempo de administracdo dos aditivos suplementares para o alcance de
adequadas respostas no desempenho produtivo e imunolégico em peixes, ainda
ndo esta elucidado. A eficacia da suplementacdo por periodos curtos ou
prolongados ainda traz muitas duvidas.

No presente estudo, a suplementagdo com S. cerevisiae e B. subtilis em
condigdes laboratoriais ndo exerceu influéncia sobre os parametros avaliados de
desempenho produtivo (Comprimento, peso médio, ganho de peso, conversao
alimentar e taxa de sobrevivéncia). Resultados semelhantes foram encontrados
por NAKANDAKARE (2010) e CARVALHO et al. (2011), os quais forneceram
dietas suplementadas com B. subtilis para juvenis de tilapias do Nilo em um
periodo de 63 dias e 70 dias respectivamente. Outras investigacdes também nao
puderam confirmar um desempenho positivo de aditivos em outras espécies de
peixes. Chagas (2013) e Falcon (2007) verificaram que a suplementagao com [3-
glucano (derivado da S. cerevisiae) durante 60 dias ndo exerceu influéncia sobre
o desempenho produtivo de tambaquis e tilapias do Nilo. De forma analoga, néo
foi encontrada diferenca nos parametros de desempenho em salmdes do Atlantico
(Salmo salar) alimentados com dietas contendo monossacarideos, (GRISDALE-
HELLAND; HELLAND; GATLIN, 2008). Garcia (2008) ao alimentar tilapias do Nilo
com B-glucano e mananoligossacarideo ndo observou melhora no ganho de peso.

O periodo experimental, assim como a quantidade utlizada dos
probidticos, podem ser fatores relevantes quando comparado a outros trabalhos.
DIAS et al. (2012), observaram apds 83 dias de suplementacdo com Bacillus
subtilis (5 g kg-1 e 10g kg-1), melhoria nos parametros de desempenho
zootécnicos para reprodutores de matrinxas (Brycon amazonicus). Ja SON et al.
(2009) observaram valores de desempenho maiores em Epinephelus coioides,
guando utilizaram dosagens superiores de probidticos. Da mesma forma, maior
desempenho, foi relatado em carpa (Cyprinus carpio) e snakehead (Channa
striata) alimentadas com dieta contendo B-(1,3) (1,6)-D-glucan e niveis de 10 e 20
g kg-1 de levedura b-glucana respectivamente (KUHLWEIN et al., 2014, TALPUR
et al., 2014).

Dessa forma, € possivel observar uma vasta variagcdo de resultados na

literatura quanto ao desempenho dos animais. Essa variagdo de resultados pode
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ser devido a varios aspectos, como por exemplo, a proliferacdo e funcdo do
probidtico no trato digestivo do hospedeiro, ou entdo, devido a diferencas
interespecificas individuais e de espécie para espécie (MEHRIM, 2009).

Apl6s analises bromatologicas, foi contatado que ndo houve alteracdes
significativas (p=0,05) nos parametros corporais dos tambaquis experimentados.
Os resultados do presente estudo se assemelham aos encontrados por
Mendonga et al. (2011) e Junior et al. (2013), ao n&do encontrarem diferengas
significativas nos valores dos parametros corporais em tambaquis alimentados
com racdes contendo 28% de proteina e submetidos a diferentes fotoperiodos e
tambaquis alimentados com dietas contendo farinha de folhas de leucena
respectivamente. Os achados também corroboram com MERRIFIELD et al.
(2010) e Ramos et al. (2015), que suplementaram trutas arco-iris com
probidticos, a exemplo de Bacillus subtilis, Lactobacillus sp., porém divergem dos
achados de Silva et al. (2003) e Campeche et al. (2014), ao encontrar diferencas
significativas nesses parametros para tambaquis alimentados com racfes
contendo farelo de licuri. Os achados das analises bromatolégicas demonstraram
gue os probioticos ndo influenciaram na composi¢cdo corporea dos tambaquis
alimentados durante 90 dias.

Diferentes respostas em estudos de parametros produtivos podem ser
observadas quando se utilizam probidticos, isso também pode se atribuir as
diferentes condicbes experimentais utilizadas nos diversos estudos. Animais
aquaticos sao totalmente susceptiveis a0 meio em que vivem. A constante
interacdo com esse meio pode resultar em uma maior dependéncia dos fatores
ambientais, como por exemplo, a quantidade de oxigénio dissolvido, temperatura,
pH e microflora ambiental, além da proliferacdo e funcédo do probiético no trato
digestivo do hospedeiro (DAS et al., 2008; MEHRIM, 2009). Também devem ser
consideradas as diferencas interespecificas, pois aos aspectos fisioldgicos

diferem de espécie para espécie.
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5. CONCLUSOES

As suplementacBes com os probidticos testados durante o periodo de 90
dias ndo influenciaram no desempenho zootécnico nem na composicdo corporea
dos tambaquis. Os resultados obtidos neste estudo poderdo ser utilizados como
referéncia para a espécie Colossoma macropomum com utilizacdo de suplemento

alimentar na composicéo da dieta.
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CAPITULO 2

PARAMETROS HEMATOLOGICOS DO TAMBAQUI (Colossoma
macropomum) SUPLEMENTADOS COM PROBIOTICOS E SUBMETIDOS A
DESAFIO SANITARIO
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PARAMETROS HEMATOLOGICOS DO TAMBAQUI (Colossoma
macropomum) SUPLEMENTADOS COM PROBIOTICOS E SUBMETIDOS A
DESAFIO SANITARIO

Resumo: Grande parte das espécies de peixes cultivadas, inclusive o tambaqui
sdo susceptiveis a infeccao, a exemplo de parasita e bactérias que podem causar
mortalidade nos diversos estigios de crescimento dos animais. Bactérias do
género Streptococcus possuem acao patogénica para uma grande diversidade de
hospedeiros. Estudos de parametros hematoldgicos tém o intuito de verificar a
possivel acdo dos patdgenos sobre os seus hospedeiros. Este trabalho foi
realizado com o intuito de avaliar o efeito do desafio com Streptococcus
agalactiae nos parametros hematolégicos do tambaqui suplementados com
Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisiae. No presente estudo nado foi
observado sinais clinicos nem mortalidade apdés o desafio com a bactéria
Streptococcus agalactiae. Os parametros hematolégicos apresentaram alteracdes
significativas (p<0,05) no presente experimento. O estudo demonstrou que a
admissdo desses incrementos tem efeitos benéficos para o0s animais
suplementados, reduzindo os efeitos danosos, mesmo quando desafiados com

bactéria patogénica.

Palavras chave: Bactérias, acdo patogénica, Streptococcus agalactiae, efeitos

benéficos.

HAEMATOLOGICAL PARAMETERS OF TAMBAQUI (Colossoma
macropomum) SUPPLEMENTED WITH PROBIOTICS AND UNDERGOING
HEALTH CHALLENGE
Abstract: Many of the growth fish species, including tambaqui are susceptible to
infection, parasites and bacteria may cause mortality in different stages of animal
growth. Streptococcus genus bacteria have pathogenic action for a wide variety of
hosts. Studies on hematological parameters are intended to verify the possible
action of pathogens on their hosts. This work was performed in order to evaluate
the effect of challenge with Streptococcus agalactiae in hematological parameters

of tambaquis supplemented with Bacillus subtilis and Saccharomyces cerevisiae.
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Our study has not observed clinical signs or mortality after challenge with the
bacteria Streptococcus agalactiae. Hematological parameters showed significant
changes (p = 0.05) in this experiment. The study showed that the admission of
these increments have beneficial effects for the supplemented animals, reducing
the harmful effects, even when challenged with pathogenic bacteria.

Keywords: Bacteria, pathogenic action, Streptococcus agalactiae, beneficial
effects,

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, estudos imunolégicos, hematologicos, microbiolégicos,
sdo frequentemente usados como apontadores do estado funcional de
imunoestimulantes na aquicultura. Diversas substancias com tais caracteristicas
despertaram interesse devido aos seus efeitos sobre os mecanismos de defesa
em peixes (FLORES-MIRANDA et al., 2011; HE et al., 2013; HAI, 2015). Com
destaque para as substancias quimicas sintéticas, biolégicas, fatores nutricionais
(vitaminas C e E), hormbnios, citocinas entre outros (SAJEEVAN et al., 2009;
SARLIN et al., 2011; PERAZA-GOMEZ et al., 2014).

Parametros hematolégicos vém sendo utilizados para diagnosticar e
prognosticar condicbes morbidas em peixes, andlise do eritrograma permitem
conhecer a capacidade respiratéria das diferentes espécies, assim como, auxiliam
no entendimento do sistema imunolégico a partir da analise quantitativa e
gualitativa (morfolégica) dos leucaocitos, além de avaliar de condicOes de estresse
(TAVARES-DIAS e MORAES, 2004; CAMPBELL, 2007; DAVIS et al., 2008;
TAVARES-DIAS et al., 2008; SHAH et al., 2009). As variacbes sanguineas em
animais estressados geralmente sdo seguidas de hiperglicemia, variaccdo no
hematdcrito, concentracdo da hemoglobina e nimero de linfécitos (URBINATI,
CARNEIRO, 2001; TAVARES-DIAS; MORAES, 2007). Autores destacam que 0s
conhecimentos das irregularidades existentes no sangue e 6rgaos instituem um
valioso e seguro meio para a avaliacdo das condi¢cdes bioquimicas, bioldgicas e
patolégicas nos peixes (ARAUJO et al., 2009).

Embora, varias intervencdes antibiodticas, terapéuticas e quimioterapia sao,

na pratica, utilizadas para o controle de patégenos na agua e no trato digestorio
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dos peixes, estas também podem vir a ocasionar efeitos deletérios sobre o meio
ambiente, assim como desenvolver cepas bacterianas resistentes a drogas
(CHANDER et al., 2007; WECKX, 2012). Por isso, as medidas de controle
biolégico na forma de imunoestimulantes tornaram-se popularmente mais
estudadas nos ultimos anos (CHAGAS et al., 2013; TALPUR et al., 2014; RIDHA;
AZAD, 2015

Animais com problemas de desequilibrio homeostatico apresentam
alteracbes nos parametros sanguineos, essas variacfes, em peixes, estdo
submissas as modificacBes influenciadas por fatores abioticos e bidticos, assim
como por sua atividade ecoldgica do animal (TAVARES-DIAS et al., 2008). Uma
das espécies de bactérias que vem trazendo problemas para as pisciculturas é a
Streptococcus agalactiae. Infeccbes por essa bactéria em peixes estédo
associadas a morbidades e mortalidades significativas. Provavelmente, a
transmissdo dessa bactéria entre peixes esta relacionada ao contato entre
carreadores ou peixes infectados (EVANS et al. 2002; MIAN et al., 2009).

Os imunoestimulantes atualmente vém sendo estudados como alternativa
a utilizacdo de antibidticos, estudos cada vez mais séo preconizados para verificar
a possivel atuacao dos probioticos contra os efeitos nocivos dos patdégenos em
animais aquaticos.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de dois probidticos
(Bacillus subtilis 10°UFC/g e Saccharomyces cerevisiae 10°UFC/g) sobre os
parametros hematologicos em juvenis de Tambaqui (Colossoma macropomum)

desafiados com Streptococcus agalactiae 10°UFC/g.

2. MATERIAIS E METODOS
O experimento foi conduzido no laboratério do Nucleo de Aquicultura e
Pesca (NUCAP) situado na Unidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB),

Cruz das Almas - Bahia.

2.1. Amostras
Foram utilizados 60 juvenis de tambaquis (Colossoma macropomum)
provenientes da Estacdo de piscicultura da Barragem Pedra do Cavalo, Rodovia

101, Km 12, municipio de Cachoeira - BA. Os peixes foram transportados em
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sacos plasticos limpos até as instalagbes do NUCAP onde foram distribuidos
aleatoriamente nos 12 tanques. O sistema possuia recirculagdo constante com

filtragem mecéanica e bioldgica.

2.2. Delineamento experimental

Os animais utilizados (60 juvenis) possuiam peso inicial médio de (175 +
36Q), esses, passaram por um periodo de aclimatacdo de cinco dias e foram
alimentados com racdo comercial sem probiético (35% de proteina). Durante o
periodo experimental a alimentacéo foi fornecida diariamente, trés vezes ao dia
(8h, 14h e 19h). Antes de iniciar 0 experimento, 0S peixes permaneceram em
jejum por um periodo de 48h para limpeza do sistema gastrointestinal.

Os animais foram submetidos & analgesia com Eugenol (65mgL™)
(ROUBACH, 2005) até a perda do equilibrio para facilitar o manejo e evitar
possiveis danos fisicos. Em seguida, foram pesados e medidos com o auxilio de
balanca eletronica e paquimetro e distribuidos aleatoriamente em 12 tanques com
volume util de 100L (5 animais por tanque). O sistema possuia temperatura
controlada por termostato e recirculacdo constante com filtragem mecéanica e
biologica.

O periodo experimental foi de 63 dias e o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), composto por trés tratamentos e quatro repeticbes, onde foi
avaliado tempo e tratamento. Foi considerado como unidade experimental, cada

tanque com volume util de 100L contendo cinco juvenis de tambaqui.

2.3. Dieta Experimental

Avaliaram-se trés dietas experimentais ou tratamentos: T1= racao
controle isenta de probidtico, T2= racGes controle + probiotico (Bacillus subtilis
10°UFC/g) e T3= racdo controle + probiético (Saccharomyces cerevisiae
10°UFC/qg). A dieta comercial (35% PB, 5% EE, cinzas e umidade) foi adquirida da
empresa Pratigi alimentos, Castro Alves, Brasil. Os probidticos comerciais foram
adquiridos na fabrica de racbes Exato, situada na cidade de Santo Antbnio de
Jesus-Ba e foram incorporados as ra¢des por meio de um veiculo oleoso (2% de
O0leo de soja) de acordo com metodologia descrita por Dias et al., 2011 e
Nakandakare et al., 2013.
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2.4. Monitoramento da qualidade da agua
O monitoramento da qualidade da agua foi realizado quinzenalmente onde foi
avaliada a temperatura da &gua, concentracdo de oxigénio dissolvido com
oximetro, o potencial hidrogeniénico com pHmetro digital. Os parametros de
qualidade da agua foram 30,40 + 0,9°C, pH = 7,85 + 0,26, oxigénio dissolvido =
7,82 + 241 mgL™®. A qualidade da agua permaneceu dentro dos padrbes
recomendados para a criacdo de peixes de clima tropical (SIPAUBA-TAVARES,
L.H, 1995).
2.5. Andlises hematolégicas

Os animais foram analgesiados e logo em seguida foi coletado cerca de
1,0 mL de sangue por animal através de puncédo do vaso caudal. O material
coletado foi depositado em tubos de Eppendorf devidamente identificados
contendo EDTA (anticoagulante), refrigerados em caixa de isotérmicas e levado
ao LCV (Laboratorio Clinico Veterinario-UFRB) para realizacdo do hemograma.

2.6. Valor do Volume globular

Amostras sanguineas contidas nos tubos de Eppendorf foram
homogeneizadas e introduzidas em capilares para microhematocrito, uma das
extremidades foi selada e os capilares foram centrifugados por 5 minutos a 5.000
rpm para aferir o volume globular (GOLDENFARB et al., 1971). As avaliacdes dos
resultados foram feitas através da leitura em escala padronizada pela metodologia

utilizada.

2.7. Proteina plasmatica total
O plasma remanescente da centrifugacdo hematdcrito foi utilizado para

determinacao da concentracdo de proteinas totais em refratbmetro portatil.

2.8. Contagem total de eritrécitos

Aliguotas de sangue na proporcdo 20 uL de amostra de sangue total em
5,0 mL de solucdo de formol-citrato com azul de toluidina (OLIVEIRA JUNIOR et
al., 2008) e ap6s homogeneizac¢éo, 0.1 pl da solucéo foi inserido na camara de

Neubauer para a contagem de eritrécitos totais.
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2.9. Estimativa da concentragcao de hemoglobina

Para dosar taxa de hemoglobina foi utilizado o método da cianometa-
hemoglobina descrito por Collier (1944), onde 20uL de sangue foram diluidos em
5mL do reagente de cor da hemoglobina, apés 10 minutos (completa conversao
da hemoglobina em cianometa-hemoglobina) a amostra foi centrifugada a 10.000
RPM por 15 minutos para sedimentagéo do nacleo dos eritrgcitos, o sobrenadante
foi recolhido para leitura de absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento
de onda 540 nm, os resultados foram expressos em g/L.

2.10. indices hematimétricos

Os indices hematimétricos foram calculados utilizando a técnica descrita
por WINTROBE (1934), onde o volume corpuscular médio [VCM = (VG x 10) /
eritrocitos] e a concentragcdo de hemoglobina corpuscular média [CHCM =
(Hb/VG) x 100].

2.11. Desafio bacteriano

Para o0 desafio bacteriano foram utilizadas cepas da bactéria
Streptococcus agalactiae fornecidas pelo LDI (Laboratério de doencas
infecciosas-UFRB). Para o preparo do material para o desafio, a bactéria S.
agalactiae foi semeada em TSB (caldo triptona de soja) e incubada por 24 horas
em estufa bacteriolégica a 25°C. A concentracdo utilizada foi de 10° UFC
(unidades formadoras de colonias).

Apbs 60 dias os animais (188,97 + 52,78g) foram submetidos a analgesia
com Eugenol (65mgL™) até a perda do equilibrio para facilitar o manejo e evitar
possiveis danos fisicos. A inoculacdo da bactéria nos peixes foi realizada por
meio de injecdo intraperitoneal, na concentracdo de 1,0 x10° UFC de
Streptococcus agalactiae (FILHO et al., 2009; ABUSELIANA et al., 2011). Apés
12, 24, 48 e 72 horas os animais foram analgesiados com Eugenol (65mgL-1) e
submetidos a coleta de cerca de 1,0 mL de sangue por animal através de puncao
do vaso caudal. O material coletado foi depositado em tubos de Eppendorf
devidamente identificados, refrigerados em caixa de isotérmicas e levado ao LCV
(Laboratério Clinico Veterinario-UFRB) para realizacdo do hemograma seguindo

0S Mesmos passos descritos anteriormente.
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2.12. Andlises estatisticas

Para resultados dos parametros hematolégicos primeiramente foram feitos
testes de normalidade utilizando Shapiro Wilk (p<0,05), em seguida os dados
foram analisados em GLM (Modelos Lineares Generalizados). Quando
encontrados efeitos significativos, foram realizados testes de média para as
comparacdes multiplas pelo método de Bonferroni com 5% de probabilidade. O
Software utilizado na presente analise foi o SPSS 18.0.

3. RESULTADOS

No presente estudo ndo foi observada mortalidade apds o desafio com a
bactéria Streptococcus agalactiae. Foram avaliados neste trabalho o efeito do
tempo e tratamento pos desafio. Na presente fase, mesmo ndo havendo quadro
clinico da infeccdo apos o desafio bacteriano, houve uma reducdo do consumo
alimentar pelos animais, essa situacdo pode ter ocorrido devido aos disturbios
provocados pela infeccédo bacteriana.

Durante o tempo experimental ap0s a infeccdo: Para o numero de
eritrocitos (Eri), TO e o T2 (Bacillus subtilis) apresentaram reducédo (p<0.05), o
grupo tratado com Saccharomyces cerevisiae ndo apresentou diferenca. Foi
observado decréscimo do volume globular (VG), contudo, entre 24 e 48 horas
pos-desafio, ocorreu um aumento (p<0.05) e posteriormente reducdo deste
parametro. Para o volume corpuscular médio (VCM), apos o desafio ocorreu uma
reducdo (p<0.05) e posteriormente aumento entre 24 e 48 horas. Foi observado
decréscimo (p<0.05) na quantidade de hemoglobina (Hb) até as 24h apo6s o
desafio para o grupo controle, e até 12h pds-desafio para os grupos tratados com
0os probidticos, com posterior aumento. Para concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), ocorreu um aumento (p<0.05), contudo, 48h apds o
desafio houve uma reducéo para o grupo controle e grupo tratado com Bacillus
subtilis. Esse fato ocorreu 24h apds o desafio para o grupo tratado com
Saccharomyces cerevisiae. Para proteina (PTT), ouve uma reducao (p<0.05) na
concentracdo apos 12h, com posterior aumento para o grupo controle e grupo
tratado com Bacillus subtilis. O grupo tratado com Saccharomyces cerevisiae nao

apresentou diferenca significativa (p=0.05).
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653 Entre os tratamentos apos a infeccdo: Para o niumero de Eritrocitos néo
654 foi observado diferenca (p<0.05). Ja para o VG, ocorreu incremento entre 24 e
655 48h apenas para 0s animais que se alimentaram com as dietas que continham
656  probidticos. Para o VCM, foi observada diferenca (p<0.05) do parametro em 48h e
657 em 72h. Foi observado um incremento da Hb ap6s 24h no grupo tratado com
658  Bacillus subtilis. Para o parametro CHCM, n&o houve diferencas (p=0.05) entre os
659  grupos. Nao houve diferencas (p=0.05) entre os grupos para o parametro PTT. Os
660 achados estdo expressos na tabela 4.

661

Tabela 4: Interagdo (tratamento x tempo) dos parametros hematoldgicos (série vermelha) para o
tambaqui ap6s tratamento com dois probidticos (B. subtilis e S. cerevisiae) e desafiados com
Streptococcus agalactiae.

A ) TRATAMENTOS'
PARAMETROS® ~ 0"\ 3 o T1° T8
C1 2,10+ 0,2 aA 2,20 0,2 aA 2,00 0,2 aA
C2 1,97 £0,2 aA 2,16 + 0,2 abA 1,89+ 0,2 aA
Eri (x10%) mL™ C3 1,77 £0,2 abA 2,15 + 0,2 abA 2,07 £0,2 aA
C4 1,79 + 0,3 abA 1,88 + 0,2 abA 1,74+ 0,2 aA
C5 1,50 £ 0,2 bA 1,79+ 0,2 bA 1,79+0,2 aA
C1 33,87 + 1,8 aA 36,80 + 2,0 aA 34,00 + 1,8 aA
C2 28,67 + 2,4 bcA 28,50 + 2,1 bcA 26,00 + 1,5 bA
VG (%) C3 27,75 £ 0,8 bA 30,80+ 1,5 bB 31,00 £ 0,9 cB
C4 30,00 £ 0,0 cA 26,50 + 3,1 bcB 29,80 + 0,7 cAB
C5 28,25 + 1,8 bcA 25,60 + 1,5 cA 27,00 + 1,5 bA
C1 163,47 +17,9abA 171,50+ 18,8aA 173,74+ 19,1 aA
C2 145,47 + 20,6 aA 132,13+ 132bA  139,1 153 bA
VCM (fL) C3 156,83 + 19,2 abA 14542 +16,0abA  154.32 + 16,9 abA
C4 167,20 £ 29,1 abAB 141,02 + 14,1 abA 180,08 + 19,8 abB
C5 192,07 + 23,6 bA 143,12 + 15,7 abB 152,26 + 16,7 abAB
C1 8,53+ 0,5 aA 9,40 + 0,5 abA 9,00 + 0,5 aA
C2 8,44 0,6 aA 8,53 + 0,4 aA 8,41+ 0,5aA
Hb (g/dL) C3 8,23+ 0,5aA 9,93 + 0,6 bB 9,22 +0,5 aAB
C4 8,87 £ 0,8 aA 8,36 + 0,4 aA 8,92+ 0,5 aA
C5 8,74 0,6 aA 8,51 + 0,5 aA 8,92+ 0,5 aA
C1 25,15 + 1,6 aA 25,55 + 1,6 aA 26,50 + 1,6 aA
C2 29,5 + 2,4 bA 30,01 1,7 bA 32,4+ 2,0bA
CHCM (g/dL) C3 29.68 + 2,0 bA 32,49 2,0 bA 29,75 + 1,8 abA
C4 29,55 + 2,9 abA 31,80 £ 1,8 bA 29,93 + 1,9 abA
C5 30,91 £ 2,1 bA 33,47 £2,1 bA 33,14 + 2,1 abA
C1 4,23 +0,2 aA 4,32 0,2 aA 3,96 +0,2 aA
PPT (g/dL) C2 3,53+ 0,2 bA 3,83£0,2 bA 3,88+ 0,2 aA
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C3 3,75%0,2 bA 3,85 0,2 bA 3,95+0,2 aA
C4 3,70 £ 0,3 bA 3,57 £0,2 bA 3,96 + 0,2 aA
C5 3,70 £ 0,2 bA 3,76 £ 0,2 bA 4,08+ 0,2 aA

"Médias (+DS) seguidas de letras distintas, minusculas na coluna (diferenca entre os tratamentos) e
maiusculas na linha (diferenca no tempo), diferem estatisticamente entre si pelo teste de Bonferroni (p
< 0,05).

2Eri = eritrocito; VG = volume globular; VCM = volume globular médio; Hb = hemoglobina;
CHCM = Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média; PPT = proteina total.

*Tempo utilizado para realizacdo das coletas pés desafio com Streptococcus agalactiae. T1= Oh,
T2=12h, T3=24h, T4 = 48h, T5 = 72h.

*Dieta controle

> Dieta suplementada com B. subtilis

®Dieta suplementada com S. cerevisiae

662

663

664 4. DISCUSSAO

665 Trabalhos envolvendo estudo hematologico, como parametro para

666 avaliacdo das respostas fisioldgicas em animais alimentados com dietas artificiais
667 aditivadas, tém sido realizados para diversas espécies, essa € uma interessante
668 ferramenta para avaliar a eficiéncia de dietas em para ambientes cultivaveis
669 (CHAGAS et al.,, 2013; BELO et al.,, 2014; TELLI et al.,, 2014). Através dos
670 parametros hematologicos pode-se estimar, mesmo que indiretamente, as
671  condicdes nutricionais e imunolégicas dos peixes (TAVARES-DIAS et al., 2007). A
672  precaria nutricdo ocasionada pelas dietas desequilibradas € uma das condi¢des
673  prejudiciais para o equilibrio homeostatico dos organismos, isso pode contribuir
674 para o fracasso de um cultivo, animal mal nutrido podera ter o sistema
675 imunoldgico alterado e ficara mais susceptivel a adquirir doencas.

676 Diversas bactérias de importancia para a piscicultura sdo consideradas
677 agentes oportunistas, por este fato, quando as situacdes ambientais no cultivo
678 sao desfavoraveis, por exemplo, a baixa concentracdo de oxigénio, alto taxa de
679 amobnia, variacdo de temperatura, infeccdo parasitaria, as condicdes ao estresse
680 aumentam, com isso, a imunidade dos animais é reduzida e as susceptibilidades
681 dos peixes aumentam, o que pode ocasionar as infeccbes (GARCIA et al., 2009;
682 BARCELLOS et al., 2008).

683 Alteracbes hematoldgicas, como por exemplo, variagbes no namero de
684  eritrécitos, volume globular (VG) e concentracdo de hemoglobina, decorrentes de
685 fatores estressantes, podem ocasionar processo de hemoconcentracdo ou

686 hemodiluicdo, ocasionando disturbios osmorregulatorios (HOUSTON, 1996). Na
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hemoconcentragdo, ocorre 0 aumento progressivo dos componentes
intravasculares devido a perda continua de liquido plasméatico da corrente
sanguinea, em peixes, podem ser originada pela liberagédo de eritrécitos por meio
do baco, ja a hemodiluicdo é o contrario, onde o conteudo vascular aumenta
devido ao ganho resultante de liquido proveniente do espaco intersticial, em
peixes ela pode ocorrer com a reducdo nos valores do VG (TAVARES-DIAS E
MORAES, 2004).

Estudos conduzidos com incremento de aditivos probidticos em racdes
para peixes demonstraram que a administracdo de dietas suplementadas com
imunoestimulantes promove no animal uma maior resisténcia contra infecgdes
bacterianas e protozoarias (LAURIDSEN; BUCHMANN, 2010; DHAYANITHIA. et
al.,, 2015; YOGESHWARI et al., 2015). Este aumento na resisténcia se da,
principalmente, pelo aumento dos mecanismos nao especificos de defesa
(GOPALAKANNAN; ARUL, 2010).

Apoés o desafio com S. agalactiae, o grupo controle e o grupo alimentado
com o probidtico Bacillus subtilis apresentaram reducéo dos eritrocitos. O grupo
tratado com S. cerevisiae nao apresentou diferenca significativa para esse
parametro, mostrando um melhor parametro imunoldgico. A reducdo do numero
de eritrécitos pode ter ocorrido devido o Streptococcus agalactiae produzir
hemolisina. A Hemolisina, substancia sintetizada por esta espécie de bactéria, é
capaz de lisar eritrécitos e outra células do hospedeiro, induzindo resposta
inflamatoria e apoptose, ela € a causadora mais comum de anemia hemolitica em
peixes (GROFF; ZINKL, 1999; CAMPBELL,; ELLIS, 2007). Processos anémicos
sdo atribuidos a modificacdes na perda e producédo de eritrocitos, assim como,
pela hemdlise dessas células (JAIN, 1986). De forma similar aos achados no
presente trabalho, houve uma reducé&o no nimero de eritrocitos em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) desafiadas com Streptococcus iniae (SHOEMAKER et al.,
2006; Guimaraes et al., 2014). Martins et al (2011) verificou redu¢cdo do numero
de eritrocitos em tilapias do Nilo parasitadas e vacinadas contra Streptococcus
iniae. Harikrishnan et al., (2010), verificou tal redu¢do quando desafiou goldfish
com A. hydrophila. Em contrapartida, ocorreu aumento no nimero de eritrécitos
em pacus (Piaractus mesopotamicus) suplementados com vitaminas C e D apos o
desafio com A. hydrophila (GARCIA et al. 2007).
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Estudos em peixes sobre células vermelhas no sangue como os eritrdcitos,
volume globular e hemoglobina s&o importantes para a investigacdo da
capacidade carreadora de oxigénio e para a avaliagdo da sanidade e saude dos
animais (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004; TAVARES-DIAS et al., 2008).

No presente estudo, apos o desafio, o taxa de volume globular (VG)
reduziu em todos os grupos. A diminuicdo da alimentacdo pode inferir no volume
globular (VG), consequentemente, os animais podem demonstrar uma tendéncia
a condicdbes anémicas como resultado da infec¢cdo causada por patdégenos
(TALPUR; IKHWANUDDIN, 2013). Os dados encontrados no presente estudo
corroboram com os achados de Tavares-Dias et al. (2001), os autores
descreveram redugdo significativa no valor do VG em tambaquis (Colossoma
macropomum) submetidos a agentes estressores. Os dados também apdiam os
encontrados por Talpur et al., (2014), onde snakehead (Channa striata) reduziram
os valores de eritrécitos e de VG em grupos desafiado com Aeromonas
hydrophila. Da mesma forma foi observado redugdo do VG apos desafio
bacteriano em pacus e tilapias do Nilo alimentados com dietas suplementadas
contendo B-glucano e vitamina C (FALCON, 2007; BILLER, 2008). Contudo,
discordam dos encontrados por Yoo et al. (2007), que constataram maiores taxas
de VG para Paralichthys olivaceus suplementados com [-1,3 glucan quando
comparados com 0s animais do grupo controle.

O valor do VCM ao longo das coletas variou significativamente apos a
infeccédo, isso ocorreu, pois 0 numero de eritrécitos e VG apresentaram diferencas
significativas. O VCM esta diretamente ligado a variacdo desses parametros, pois
ele diz respeito ao volume individual (tamanho) de cada eritrocito. Em peixes
submetidos a agentes estressores que estimulam a reducdo da populacdo
eritrocitaria, a possivel presenca de eritrocitos macrociticos pode ser um
importante mecanismo de regulacdo em condicfes adversas para aumentar a
eficiéncia do transporte de oxigénio e manter a demanda energética (PULSFORD
et al., 1994).

O conteudo de hemoglobina diminuiu apds o desafio bacteriano para o
grupo tratado com Bacillus subtilis, contudo, apds 24 horas esse parametro teve
um incremento com posterior reducdo quando comparado aos outros grupos. Esta

situacdo indica que os peixes encontravam-se fora da homeostasia, devido a
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infeccdo pelo S. agalactiae. Com a diminuicdo do numero de eritrdcitos, o
contetdo de hemoglobina pode vir a diminuir em peixes pés-desafiados (TALPUR
et al., 2014). A principal funcdo da hemoglobina é transportar oxigénio, ela deve
ter a capacidade de se juntar fortemente ao oxigénio e libera-lo quando for
necessario (PERUTZ 1978). Os eritrocitos sdo os tipos de células predominante
no sangue da maioria dos peixes e que Sao importantes para manter a
concentracdo de hemoglobina, j& que ela € conteudo presente nos eritrécitos. Em
funcdo do tempo, o valor da concentracdo de hemoglobina corpuscular (CHCM)
aumentou significativamente, a CHCM nada mais € que a concentracdo da
hemoglobina dentro de uma hemacia, quanto maior a variacdo da quantidade de
hemécias, maior seré a variagdo da CHCM.

Os niveis de proteina total do sangue reduziram significativamente para o
grupo controle e para o grupo tratado com B. subtilis apos o desafio bacteriano, o
grupo tratado com S. cerevisiae manteve a concentracao de proteina plasmatica.
Peixes infectados tanto por bactérias como por parasitos apresentam reducao dos
niveis de proteinas sanguineas (BOON et al., 1990). Os fatores que levam a essa
reducdo é a maior demanda deste nutriente para reposicao de tecidos lesionados
em processos inflamatorios, onde a permeabilidade vascular aumenta e
consequentemente ha o extravasamento das proteinas para 0s espagos extra-
vasculares (GARCIA; MORAES, 2009). Assim como, a diminuicdo do teor de
proteinas em peixes desafiados pode ser associada ao trauma induzido pelo
desenvolvido da bactéria. Durante o periodo da infeccdo, os peixes param ou
reduzem a alimentacéao, resultando na reducéo do teor de proteinas plasmatica, o
aumento do teor de proteina em peixes pos-desafiado € suposto como resultado
da melhoria do sistema imunitario. (TALPUR et al, 2014). Os resultados
encontrados para proteinas assemelham-se aos achados de Garcia et al., 2007
ao desafiar com a bactéria Aeromonas hydrophila Pacus (Piaractus
mesopotamicus) suplementados com vitamina E e D. Assim como, reducdes dos
valores de proteina plasmatica foram observadas em animais suplementados com
0s probidticos e prebidticos e desafiados com A. hydrophila em snakehead
(Channa striata) por Talpur et al., 2014. A avaliacdo deste parametro esta
associada a condicdo de metabolismo protéico e a condicdo nutricional dos

animais, além disso, ocorre a variacdo desses parametros entre as diferentes
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espécies e durante o ciclo biolégico (JERONIMO et al., 2009; TAVARES-DIAS e
MORAES, 2010).

O decréscimo do numero de eritrocitos, da taxa de volume globular,
contetdo de hemoglobina e teor de proteina nos animais infectados, pode ser
atribuido a ativacdo da via alternativa do complemento por lipopolissacarido
(BRADLEY, 1979), aumento da fagocitose de células vermelhas do sangue por
endotoxinas-revestidas (KABIR et al., 1978) e/ou a lise direta das enzimas
bacterianas ou toxinas (RIGNEY et al., 1978). Outra razdo possivel pode ser que,
uma vez que o Streptococcus agalactiae invade o organismo do hospedeiro, pode
digerir substancias, a exemplo da hemoglobina.

Apesar das variacdes dos parametros hematolégicos, maiores valores de
eritrocitos, hemoglobina e proteina sérica, foram encontrados nos grupos tratados
com S. cerevisiae, indicando um possivel efeito benéfico do probiotico.

Alteracbes hematoldgicas causadas por enfermidades bacterianas variam
de acordo com o agente etioldgico, elas dependem da viruléncia e patogenicidade
da bactéria. Em funcdo dos grandes prejuizos nos cultivos ocasionados pelos
patdgenos a exemplo do Streptococcus nos ultimos tempos, € de grande e
fundamental interesse o monitoramento do grau de infestacédo e adocao de boas
praticas de manejo pelos produtores para prevencdo, reducdo e controle dos

principais patdégenos que acometem os cultivos.

5. CONCLUSOES

A administracdo dos probioticos em dietas para tambaquis néo influenciou
na melhoria do desempenho produtivo e composicdo corpdrea dos tambaquis
alimentados com probidticos. Apdés o desafio com Streptococcus foi possivel
perceber uma variagcdo dos parametros hematologicos, contudo, 0s animais que
receberam dieta aditivada mantiveram melhores valores nos parametros,
consequentemente, possivelmente menores sao os efeitos deletérios que os
animais suplementados podem vir a evidenciar.

O estudo demonstrou que a admissdo desses incrementos tem efeitos
benéficos para o0s animais suplementados, melhorando o0s parametros
hematolégicos, mesmo quando desafiados com bactéria patogénica. Entretanto,

devem ser realizados novos estudos sobre a influéncia do probiético nos
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parametros produtivos e fisiologicos, assim como o aperfeicoar os protocolos de

emprego destes produtos.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo poderédo vir a ser utilizados como referéncia
para a espécie Colossoma macropomum com utilizacdo de suplemento alimentar
n dieta. Todavia, outros estudos sao de grande importancia e necessarios para
abranger melhor as consequéncias que o uso prolongado dos aditivos probioticos

pode acarretar aos animais aquaticos.
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ANEXO

Artigo submetido ao comité editorial do periédico cientifico Pesquisa
Agropecuéaria Brasileira.

Probiéticos: desempenho, composicao corporal e interagcao “desafio x tempo”
nos parametros hematoldgicos do tambaqui.

Alison Eduardo Melo da Paix&o®, Jéssica Cerqueira dos Santos™, Juliana Lira Alves®
Mariana Sampaio Pinto”, Denise Soledade Peixoto Pereira”, Carlos Eduardo Crispim de
Oliveira Ramos™, Robson Bahia Cerqueira®, e Rodrigo Fortes da Silva®.

Duniversidade Federal do Recdncavo da Bahia, Rua Rui Barbosa, N° 710, CEP 44380-000,
Cruz das Almas, BA. E-mail: alisoneduardo@ufrb.edu.br, jessy fsa2@hotmail.com,
juliralves@hotmail.com, marivetufrbo@gmail.com, deni.soledade@gmail.com,
carlosramos@ufrb.edu.br, robsonba@ufrb.edu.br, fortes@ufrb.edu.br.

Resumo: Avaliamos em duas etapas o efeito de dois probidticos (Bacillus subtilis
10°UFC/g e Saccharomyces cerevisiae 10°UFC/g) sobre o desempenho,
composicao corporal e parametros hematolégicos de juvenis de tambaquis. Para a
etapa 1, 108 animais (peso 2,13 + 0,75g) foram distribuidos aleatoriamente em 12
tanques de 100L. Apds 90 dias foram avaliados o peso, comprimento, consumo,
conversdo alimentar, ganho de peso, sobrevivéncia e composi¢cao corporal. Para a
etapa 2, 60 animais (175,01 + 36,73g) foram distribuidos em 12 tanques e mantidos
nas mesmas condi¢cdes laboratoriais da etapa anterior, alimentados com as mesmas
dietas experimentais. Apos 60 dias, os peixes foram desafiados utilizando cepas da
bactéria Streptococcus agalactiae (1,0x10™° UFC). Apds a inoculacéo (0, 12, 24, 48 e
72 horas), os animais foram analgesiados e submetidos a coleta de 1,0 mL de
sangue por meio de puncdo do vaso caudal. Os parametros analisados foram:
eritrocitos, volume globular, hematdcrito, taxa de hemoglobina, indices
hematimétricos, concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média, leucécitos total e
diferencial e trombdécitos. Nao foi observada diferencgas (p=0,05) para o desempenho
e composicao corporal. Apés o desafio bacteriano, ndo foi observada mortalidade
nem sinais clinicos nos animais. Contudo, foi possivel observar melhorias dos
parametros hematolégicos em animais suplementados com Saccharomyces
cerevisiae.

Termos para indexacdo: Bacillus subtilis, Crescimento, Hematologia, Imunidade,
Saccharomyces cerevisiae, Streptococcus agalactiae.
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Probiotics: Performance, body composition and (time x challenge) ration on
the influence over tambaqui haematological parameters.

ABSTRACT: Two probiotic (Bacillus subtilis 10°UFC/g e Saccharomyces cerevisiae
10°UFC/g) were evaluated for their effects on the performance, body composition
and hematological parameters of tambaqui juveniles. For step 1, 108 animals (2.13 +
0.75 g weight) were randomly divided into 12 100-liters ponds. After 90 days, weight,
length, intake, feed conversion, weight gain, survival and body composition were
evaluated. For step 2, 60 animals (175.01 + 36,73g) were distributed into tanks 12
and kept under the same laboratory conditions of the previous step, fed with the
same experimental diets. After 60 days, the fish were challenged using strains of the
bacterium Streptococcus agalactiae (1.0x10™° UFC). After the inoculation (0, 12, 24,
48 and 72 hours), animals were anesthetized and submitted to collection of 1.0 ml of
blood via caudal. The analyzed parameters were: erythrocytes, globular volume,
hematocrit, hemoglobin concentration, hematimetric indexes, concentration of
average corpuscular hemoglobin, full and differential leukocytes and platelets. There
was no difference (p=0.05) for performance and body composition. Following
bacterial challenge, there was no mortality or clinical signs in animals. However, we
observed improvements of haematological parameters in animals supplemented with
Saccharomyces cerevisiae.

Index terms: Bacillus subtilis, Growth, Hematology, Immunity, Saccharomyces
cerevisiae, Streptococcus agalactiae.

Introducéao

A aquicultura brasileira vem crescendo na mesma proporcao da aquicultura
mundial. Segundo dados mais recentes do Boletim Estatistico da Pesca e
Aquicultura do Ministério da Pesca (MPA), a producdo nacional pesqueira alcangou
em 2011 quase 1,4 milhdo de toneladas, onde 628.704,3 toneladas deste total foram
produzidas em cativeiro (Gongalves, 2014).

Uma espécie com notério interesse comercial € a Colossoma macropomum,
conhecida vulgarmente como tambaqui € considerada uma das espécies nativa de
agua doce de maior interesse na aquicultura brasileira atual (MPA, 2011; FiGza et
al., 2015). Segundo Silva et al. (2007), essa espécie possui um grande valor de
mercado, devido a sua rusticidade e crescimento rapido. Entretanto, uma grande
parte das espécies cultivadas, inclusive o tambaqui sdo susceptiveis a infeccao, a
exemplo de parasita e bactérias que podem causar mortalidade nos diversos
estagios de crescimento dos animais (Uzun & Ogu, 2015; Boijink et al. 2015; Dias et

al, 2015). A exemplo, bactérias patogénicas do género Streptococcus foram isoladas
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em diversos sistemas de criacdo no Brasil (Salvador et al., 2012). Bactérias do
género possuem acao patogénica para uma grande diversidade de hospedeiros. A
evolucao da doenca € rapida, e a morte acontece dois a trés dias apos o inicio dos
sinais clinicos (Zamri-Saad et al, 2010). Resultados recentes revelarammelhorias no
desempenho de matrinxd (Bryconamazonicus) (Dias et al., 2012) com o uso de
probidticos e também nos parametros imunologicos em snakehead (Channastriata)
pés desafio com Aeromonas hydrophila (Talpur et al., 2014). Dessa forma, na
aquicultura intensiva, ha a necessidade de estudos sobre melhorias nas condicdes
nutricionais e sanitarias.

Embora, vérias intervencdes antibioticas, terapéuticas e quimioterapia sédo, na
pratica, utilizadas para o controle de doencas, estas também podem vir a ocasionar
efeitos deletérios sobre o meio ambiente, assim como desenvolver cepas
bacterianas resistentes a drogas (Chander et al., 2007; Weckx, 2012). Aditivos
alimentares vém sendo estudados como o objetivo de conferir maior resisténcia e
saude aos animais, a exemplo de alguns probidticos como o Lactobacillus,
Pediococcus, Enterococcus, (Govender et al., 2015; Ozorio et al.,, 2015). As
espécies Lactobacillus e Bifidobacterium sédo as mais frequentemente usadas como
probidticos, além do fungo Saccharomyces cerevisiae e Bacillus subtilis, com tudo,
ainda é possivel observar uma grande variacdo destes resultados na literatura.
(Yempita & Yusra, 2014; Huang et al., 2015). Com rela¢cédo aos probioticos utilizados,
os Bacillus possuem uma grande vantagem sobre as bactérias acido lacticas, a sua
habilidade em esporular lhes confere uma maior sobrevivéncia durante o transito
estomacal e durante a elaboracao, transporte e armazenamento das racdes (Hoa et
al., 2000; Junqueira et al., 2009). Ja o fungo Saccharomyces possui vantagens por
manter suas propriedades probiéticas mesmo quando administrada em conjunto
com antimicrobianos (Rolfe, 2000; Coppola & Gil-Turnes, 2004). Algumas hipoteses
sobre a acdo dos probioticos sdo aceitas, como por exemplo, a exclusédo
competitiva, onde os organismos benéficos concorrem com os patdgenos pelos
nutrientes e sitios de fixacdo do intestino, impedindo a atuacdo do patdgeno
temporariamente (Pant et al., 2007; Barbosa et al., 2011). Os probi6ticos também
podem interferir na acdo dos patdgenos através da sintese de bacteriocinas,
promovendo um efeito letal bactericida, sintese de acidos organicos volateis e a
sintese de peroxido de hidrogénio (Ramirez & Otalvaro, 2008; Ballus et al., 2010;

Vanegas et al., 2010). Este trabalho foi realizado em duas etapas com 0s seguintes
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objetivos: Etapa 1- avaliar o feito de dois probidticos (Bacillus subtilis e
Saccharomyces cerevisiae) sobre o crescimento e composi¢ao corporalde juvenis de
Tambaqui (Colossoma macropomum); Etapa 2- avaliar o efeito do desafio com
Streptococcus agalactiae nos parametros hematologicos do tambaqui.

Material e Métodos

Este trabalho foi desenvolvido em acordo com o protocolo da Comisséao de
Etica no uso de Animais (CEUA, 23007.003747/2014-69) da Universidade Federal
do RecOncavo da Bahia para uso de animais em experimentacdo. O experimento foi
conduzido no laboratério de Nutricdo e Comportamento Alimentar de Peixes
(AquaUFRB) situado na Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB), Cruz
das Almas - Bahia.

Avaliaram-se trés dietas experimentais ou tratamentos: T1= dieta controle
isenta de probidtico, T2= dieta controle + 2g de probiotico / kg de dieta (Bacillus
subtilis 10°UFC/g) e T3= dieta controle + 2g probidtico / kg de dieta (Saccharomyces
cerevisiae 10°UFC/g). Estas concentracbes (10°UFC/g) foram baseadas nos
seguintes trabalhos: Budifio et al. (2006); Das et al. (2008). A dieta comercial para
espécies onivoras continha a seguinte composicao: 35% PB, 5% EE e 13% de
umidade, e foi adquirida da empresa Pratigi alimentos, Castro Alves, Brasil. Os
probidticos foram adquiridos na Fabrica de racdes Exato, situada na cidade de Santo
Antbénio de Jesus-Ba e foram incorporados as racdes por meio de um veiculo oleoso
(2% de Oleo de soja) de acordo com metodologia descrita por Dias et al. (2011) e
Nakandakare et al. (2010). Este trabalho foi realizado em duas etapas como descrito

a sequir.

Etapa 1: Desempenho

Foram utilizados 108 juvenis de tambaquis (Colossoma macropomum) com
peso inicial médio de 2,13 + 0,75g e comprimento inicial de 3,46 + 0,43 cm
provenientes da Estacdo de piscicultura da Barragem Pedra do Cavalo, Rodovia
101, Km 12, municipio de Cachoeira - BA. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em 12 tanques com volume util de 100L (9 animais por tanque),
possuindo um sistema de recirculacdo constante com filtragem mecéanica e

bioldgica, temperatura controlada por termostato (Roxin, China (Mainland).
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O delineamento foi inteiramente casualizado com trés tratamentos (TO, Tle
T2) e 4 repeticbes. Os animais foram alimentados (Ad libtum) trés vezes ao dia (8,
14 e 19h) durante 90 dias com as dietas experimentais. A cada 15 dias foram
realizadas andlises de qualidade da agua. Os parametros de desempenhos
avaliados foram: peso e comprimento inicial e final, consumo de rag&o, converséao
alimentar, ganho de peso e sobrevivéncia. Os parametros de qualidade da agua
foram 30,20 + 0,8°C, pH = 7,96 + 0,28, oxigénio dissolvido = 7,96 + 2,48 mgL™. A
qgualidade da agua permaneceu dentro dos padrdes recomendados para a criacao
de peixes de clima tropical (Sipauba-Tavares, 1995). Eventuais restos de ra¢do no
fundo dos tanques foram coletados por sifonagem, secos em estufa e pesados para
o calculo do consumo por diferenca do que foi ofertado.

Ao final de 90 dias, os animais foram anestesiados com Eugenol (65mg/L™),
protocolo recomendado para esta espécie de acordo com Roubach et al., (2005). As
carcacas dos peixes foram submetidas a analises bromatologica para medir os
efeitos dos tratamentos sobre a composi¢ao corporal dos animais. As analises foram
realizadas no laboratério de bromatologia da UFRB pela metodologia da Association
of Official Agricultural Chemists (AOAC, 1995).

Etapa 2: Parametros hematolégicos do tambaqui desafiados com
Streptococcus agalactiae

Nesta etapa, 60 animais (175,01 £ 36,73g) forma distribuidos em 12 tanques
(5 animais por tanque) e mantidos nas mesmas condicfes laboratoriais da etapa
anterior. A diferenca do peso nesta etapa para a etapa anterior € devido a
necessidade de animais maiores para a coleta de sangue. Os animais foram
alimentados com as mesmas dietas experimentais (T1= racdo controle isenta de
probiético, T2= racées controle + probiético (Bacillus subtilis 10°UFC/g) e T3= racgéo
controle + probidtico (Saccharomyces cerevisiae 10°UFC/g) por 60 dias. Devido &
variacdo encontrada na literatura sobre o tempo de acdo dos probidticos em animais
aquaticos, 60 dias para expressdo imunologica (Zokaeifar et al., 2012), 51 dias para
mortalidade (Nikoskelainen et al.,2001), foi estipulado o periodo de 60 dias de
tratamento para posterior desafio.

No primeiro dia da etapa 2 os animais foram submetidos a analgesia com
Eugenol (65mgL™), em seguida, foi coletado cerca de 1,0 mL de sangue por animal

através de puncdo do vaso caudal. O material coletado foi depositado em tubos de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848613004249#bb0950
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Eppendorf contendo EDTA (anticoagulante), devidamente identificados e
refrigerados em caixa isotérmica, para posterior analise dos parametros
hematolégicos.

Apo6s 60 dias de alimentacdo com as dietas experimentais, os peixes foram
submetidos a analgesia e em seguida desafiados utilizando cepas da bactéria
Streptococcus agalactiae fornecidas pelo LDI (Laboratério de doencgas infecciosas-
UFRB). A inoculacdo da bactéria nos peixes foi realizada por via intraperitoneal na
concentracdo de 1,0x10° UFCde Streptococcus agalactiae (Filho et al., 2009;
Salvador et al.,2012).

ApoOs a inoculagdo da bactéria, os animais foram analgesiados e submetidos a
coleta de 1,0 mL de sangue por meio de puncdo do vaso caudal nos seguintes
tempos de coletas: T1= Oh; T2= 12h; T3=24h; T4=48h e T5=72h. No final do
experimento (ap6s 60 dias), os animais foram coletados, a cada tempo, de um unico
tanque, evitando-se assim o efeito do estresse nos parametros avaliados.

O sangue coletado foi analisado no LCV (Laboratério Clinico Veterinario-
UFRB) para realizagdo do hemograma da série vermelha e série branca.
Primeiramente foi realizada a contagem de eritrocitos (Eri) com utilizacdo da camara
de Neubauer, em seguida foi aferido o volume globular (VB) para avaliar o
percentual de hematdcrito. Para dosar taxa de hemoglobina (Hb) foi utilizado o
método descrito por Collier (1944). Ja para o calculo dos indices hematimétricos:
Volume Corpuscular Médio (VCM) e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM) utilizou-se a técnica descrita por Wintrobe (1934). Apés as analises
hematoldgicas, o sangue remanescente foi centrifugado a 3.000 rpm, por 10 minutos
e utilizado para determinacdo das proteinas totais (PPT), por refratbmetro. A
contagem dos leucécitos total (LEU) e diferencial (LEU= Linfécitos, MON=
Mondcitos, NEU= Neutréfilos, CGE= Células Granulociticas Especiais e EO=
Eosinofilos) e dos trombadcitos (TRON) foi realizada segundo metodologia indireta,
proposta por Hrube e Smith (1998). Para tanto, foram confeccionadas extensdes
sanguineas coradas com May-Grunwald-Giemsa, utilizando o método sugerido por
Rosenfeld (1947).

Para resultados dos indices zootécnicos, composicdo corporal e dos
parametros hematoldgicos primeiramente foram feitos testes de normalidade
utilizando Shapiro Wilk (p<0,05), em seguida os dados foram analisados em GLM

(Modelos Lineares Generalizados). Quando encontrados efeitos significativos, foram
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realizados testes de média para as comparacbes multiplas pelo método
de Bonferroni com 5% de probabilidade. O Software utilizado na presente analise foi
o SPSS 18.0.

Resultados e Discusséao

Os achados neste trabalho apontam para uma melhoria das condi¢des
sanitarias com a inclusdo de probidticos na dieta e servirdo para elaboracdo de
estratégias alimentares mais sustentaveis no cultivo do tambaqui.

No presente estudo, o desempenho produtivo dos animais alimentados com a
inclusdo dos aditivos probidticos B. subtilis e S. cerevisiae durante 90 dias nao
demonstraram diferenca (p<0.05) para os parametros de desempenho avaliados
(Tabela 1). Resultados semelhantes foram encontrados por Carvalho et al. (2011),
0s quais forneceram dietas suplementadas com B. subtilis para juvenis de tilapias do
Nilo em um periodo de 70 dias. Da mesma forma, Chagas et al. (2013) verificaram
que a suplementagcdo com B-glucano (derivado da S. cerevisiae) ndo exerceu
influéncia sobre o desempenho produtivo de tambaquis. Por outro lado, Dias et al.
(2012), observaram ap6s suplementacdo com B. subtilis (5 g/kg® e 10g/kg™),
melhoria nos parametros de desempenho zootécnicos para reprodutores de
matrinxds (Brycon amazonicus). Dessa forma, € possivel observar uma vasta
variagcdo de resultados na literatura quanto ao desempenho dos animais. Essa
variacdo de resultados pode ser devido a varios aspectos, como por exemplo, a
proliferacdo e funcdo do probidtico no trato digestivo do hospedeiro, ou entéo,
devido a diferencas interespecificas individuais e de espécie para espécie (Mehrim,
2009).

Similar ao que foi observado para as variaveis de desempenho produtivo, as
variaveis mensuradas para composi¢cdo bromatoldgica das carcacas dos juvenis de
tambaquis ndo demonstraram diferencas (p<0.05) apds realizacdo da analise de
variancia (Tabela 2).0s achados corroboram com Merrifield et al. (2010) e Ramos et
al. (2015), que suplementaram trutas arco-iris com probidticos, a exemplo de B.
subtilis, Lactobacillus SP e nado observaram diferencas significativas para os
parametros avaliados de composicéo corporal.

Apés o desafio com bacteriano (etapa 2) ndo foi observada
mortalidade.Mesmo nédo havendo quadro clinico da infeccdo apdés o desafio

bacteriano, foi observado uma reducédo no consumo alimentar pelos animais para
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todos os tratamentos. Essa situacdo pode ter ocorrido devido aos distlrbios
provocados pela infecgdo bacteriana. Os resultados da influéncia dos tratamentos
“probidticos” e o efeito destes tratamentos no tempo pds-desafio com (Streptococcus
agalactiae) para os parametros hematolégicos da serie vermelha e série branca
estdo na tabela 3 e 4. O tratamento TO (controle) e o T1 (Bacillus subtilis)
apresentaram reducéo (p<0.05) para o numero de eritrécitos (ERI). Ja o grupo T2
(Saccharomyces cerevisiae) nao apresentou diferenca para esse parametro,
mostrando um melhor parametro imunoldgico. A reducdo do numero de ERI pode ter
ocorrido devida uma possivel producdo de hemolisina pelo agente infeccioso
(Streptococcus agalactiae). A hemolisina, substancia sintetizada por esta espécie de
bactéria, € capaz de lisar eritrécitos e outras células do hospedeiro, induzindo
resposta inflamatéria e apoptose, ela € a causadora mais comum de anemia
hemolitica em peixes (Campbell & Ellis, 2007). H4 anos 0s processos anémicos Sao
conhecidos e sdo atribuidos a modificacdes na perda e producdo de ERI, assim
como, pela hemolise dessas células (Jain, 1986). De forma similar aos achados no
presente trabalho, houve uma reducdo no numero de ERI em tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) desafiadas com Streptococcus iniae (Martins et al., 2011;
Guimarées et al., 2014).

A reducdo na alimentacdo, ocorrido em nossos estudos, pode inferir no
volume globular (VG), consequentemente, 0os animais podem demonstrar uma
tendéncia a condicbes anémicas como resultado da infeccédo causada pelo patdgeno
(Talpur & IKhwanuddin, 2013). Foi observado decréscimo (p<0.05) do VG apéds o
desafio, corroborando com os achados de Tavares-Dias et al. (2001). Estes autores
descreveram reducdo no valor do VG em tambaquis (Colossoma macropomum)
submetidos a agentes estressores. Os dados também corroboram com os resultados
encontrados por Talpur et al. (2014), onde snakehead (Channastriata) reduziram os
valores de eritrocitos e de VG em grupos desafiado com Aeromonas hydrophila.
Estes resultados discordam dos encontrados por Yoo et al. (2007), que constataram
maiores taxas de VG para Paralichthys olivaceus suplementados com [(-1,3 glucan
guando comparados com os animais do grupo controle.Para o volume corpuscular
médio (VCM), apds o desafio ocorreu uma reducdo (p<0.05) e posteriormente
aumento entre 24 e 48 horas. O VCM esta diretamente ligado a variacdo desses

parametros, pois ele diz respeito ao volume individual (tamanho) de cada eritrécito.
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A variacdo no conteudo de hemoglobina (Hb) indica que os peixes
encontravam-se fora da homeostasia, devido a infeccdo pelo S. agalactiae. No
presente estudo foi observado decréscimo (p<0.05) na quantidade de Hb. Com a
diminuicdo do numero de eritrécitos, a concentracdo de Hb pode vir a diminuir em
peixes pos-desafiados (Talpur et al., 2014). A principal funcdo da Hb é transportar
oxigénio, ela deve ter a capacidade de se juntar fortemente ao oxigénio e libera-lo
qguando for necessario (Perutz, 1978). Os eritrocitos sdo células predominantes no
sangue da maioria dos peixes e que sdo importantes para manter a concentracao de
Hb, j& que ela é conteddo presente nos eritrécitos. Para concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), ocorreu um aumento (p<0.05), contudo,
48h apos o desafio houve uma reducao para o grupo controle e grupo tratado com
Bacillus subtilis. Esse fato ocorreu 24h apés o desafio para o grupo tratado com
Saccharomyces cerevisiae, a CHCM nada mais € que a concentracdo da
hemoglobina dentro de cada eritrécito, quanto maior a variacdo da quantidade de
eritrocitos, maior sera a variacdo da CHCM.Para proteina total (PTT), ouve uma
reducdo (p<0.05) na concentracdo apds 12h, com posterior aumento para 0 grupo
TO e grupo tratado com T1, o grupo tratado com T2 manteve a concentracdo de
PTT. Peixes infectados tanto por bactérias como por parasitas apresentam reducao
dos niveis de proteinas sanguineas (BOON et al., 1990). Os fatores que levam a
essa reducdo € a maior demanda deste nutriente para reposicdo de tecidos
lesionados em processos inflamatérios ou trauma induzido pelo desenvolvimento da
bactéria, onde a permeabilidade vascular aumenta e consequentemente ha o
extravasamento das proteinas para os espacos extra-vasculares (Garcia & Moraes,
2009). Durante o periodo da infeccdo, os peixes diminuiam a alimentacdo, que
poderia resultar na reducéo do teor de proteinas plasmatica. A diminui¢cao do teor de
proteina em peixes implica em reducdo imunitaria, ela tem como funcéo regular a
resposta inflamatoéria e prover resisténcia a infeccdo, por este fato, em animais pos-
desafiado o nivel mais alto de proteina sérica é suposto como resultado da melhoria
do sistema imunitario (TALPUR et al., 2014). Os resultados encontrados para
proteinas assemelham-se aos achados de Garcia et al. (2007) ao desafiar com a
bactéria Aeromonas hydrophila, pacus (Piaractus mesopotamicus) suplementados
com vitamina E e Talpur et al. (2014), ao suplementar snakehead (Channastriata)

com os probidticos e prebidticos e desafiar com A. hydrophila. Ambos os trabalhos
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observaram reducado do teor de proteinas plasméatica. Os achados estdo expressos
na tabela 3.

O decréscimo do numero de eritrdcitos, da taxa de volume globular, contetido
de hemoglobina e teor de proteina nos animais infectados, pode ser atribuido a
ativacado da via alternativa do complemento por lipopolissacéarido (Bradley, 1979),
aumento da fagocitose de células vermelhas do sangue por endotoxinas-revestidas
(Kabir et al., 1978) e/ou a lise direta das enzimas bacterianas ou toxinas (Rigney et
al., 1978). Apesar das variacfes dos parametros hematolégicos, maiores valores de
eritrécitos, hemoglobina e proteina sérica, foram encontrados nos grupos tratados
com S. Cerevisiae, indicando um possivel efeito benéfico do probidtico.

Os linfocitos (LIN) sdo produtores de anticorpos e estdo relacionados a
rejeicao e participam do processo inflamatorio (Finn & Nielson, 1971; Turner, 1988).
No presente estudo a quantidade de LIN no sangue dos animais reduziram (p<0.05)
apenas no grupo controle (tabela 4). Ja& para quantidade de trombdcitos (TRON) o
grupo controle e grupo alimentado com B. subtilis apresentaram um incremento
(p=<0.05) com posterior reducéo, o grupo tratado com S. cerevisiae ndo demonstrou
variagdo para este parametro. Durante a fase aguda, diminuicdo no numero de
TRON foi observada em pacus tratados com dexametasona (Claudiano et al., 2013).
Garcia et al.,, (2007) e Belo et al., (2014), observaram reducdo do numero de
trombacitose linfocitos pods-desafio em pacus suplementados com vitaminas. Martins
et al., (2011) verificou que ndo houve alteracdes no nimero de linfécitos apods testar
a eficacia da vacina contra Streptococcus iniae em tilapias do Nilo parasitadas. Os
linfocitos participam no processo de coagulacdo do sangue e 0s trombdcitos
contribuem com o mecanismo de defesa organico, representando um elo entre a
imunidade inata e adaptativa (Tavares-Dias et al., 2007; Reque et al.,, 2010;
Claudiano et al., 2013).

Casos de respostas inflamatérias aguda sdo caracterizados por neutrofilia e
monocitose no sangue, os neutréfilos (NEU) representam a primeira defesa contra
infeccbes e possuem um sistema de agentes microbicidas (Turner, 1988). No
presente estudo foi observada variacéo (p<0.05) no numero de (NEU) apenas para o
grupo tratado com S. cerevisiae na ultima coleta. Silva et al., (2009) e Martins et al.,
(2011) verificaram neutrofilia em tilapias infectadas por patdgenos. A neutrofilia na
fase inicial da inflamagcdo € comum entre os peixes teledsteos, essas células estédo

envolvidas na imunidade celular e fagocitose (lwama & Nakanishi, 1996; REQUE et
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al., 2010). O numero de monécitos (MON) reduziu (p<0.05) no grupo controle e
grupo tratado com B. subtilis, o grupo tratado com S. cerevisiae teve uma reducao
para esse parametro com posterior normalizagdo, mostrando um melhor parametro
imunolégico. Durante inflamacgdes crénicas por corpos estranhos, os MON migram
para foco da inflamacdo e depois da diapedese estas células se diferenciam em
macroéfagos que fagocitam os elementos estranhos (Martins et al., 2011; BELO et al.,
2014). Garcia et al., (2007), verificaram aumento no numero de NEU e MON apés
infectar pacus (Piaractus mesopotamicus) com Aeromonas hydrophila. JA& Martins et
al. (2011) verificaram reducdo do numero de MON quando testou a eficacia da
vacina contra Streptococcus iniae em tilapias do Nilo parasitadas.

Um numero maior de células granulociticas especiais (CGE) foi observado no
sangue dos animais gque receberam dieta contendo S. cerevisiae, 0s demais grupos
sofreram reducéo (p<0.05) neste parametro. Garcia et al. (2007), verificou aumento
no numero de CGE em pacus apoés infeccdo. A funcdo das CGE nao esta bem
estabelecida, embora haja evidéncias de que elas compartilham caracteristicas
morfologicas e funcionais com os basofilos. Foi observada reducdo (p<0.05) na
contagem de eosindfilos (EO) para todos os grupos. Os achados estdo expressos na
tabela 4.

Bozzo et al. (2007) demonstraram a migracdo de células para o foco
inflamatorio. Ao estudar a composicédo celular do exsudado inflamatdrio da bexiga
natatoria de P. mesopotamicus infectadas com A. hydrophila e endotoxina (LPS) de
Escherichia coli, foi verificado que as células predominantes no foco inflamado foram
os trombdcitos, seguidos em menor nimero pelos linfocitos, ja os macrofagos e
granulécitos encontraram-se em quantidades baixas. Portanto, a hipétese de
migracdo de células para locais de inflamacédo pode ser confirmada em estudos de

composicao celular do sangue dos peixes.

Concluséo
A administracdo dos probioticos em dietas para tambaquis ndo influenciou na
melhoria do desempenho produtivo e composicdo corporal. Apds o desafio com
Streptococcus agalactiae foi observado uma variacdo benéfica dos parametros
hematolégicos para animais suplementados com Saccharomyces cerevisiae. Os

resultados obtidos neste estudo revelam a necessidade de estabelecer critérios
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377 experimentais e de uso de probidticos em aquicultura, considerando o tempo como
378 fator primordial para a interacdo entre probioticos e patdégenos.
379

380 Tabelas

381

Tabela 1: Parametros de desempenho do tambaqui (Colossoma macropomum) submetidos
a dietas suplementadas com probioticos.

Parametros T0 (Grupo T1 (B. T2 (S.
Controle) subtilis) cerevisiae)

Comprimento Médio Inicial (cm) 3,76 £ 0,42 3,76 £ 0,43 3,76 £ 0,40
Comprimento Médio Final (cm) 12,7 + 3,25 13,1 +1,13 13,29 +1,16
Peso Médio Inicial (cm) 2,14 +0,72 2,13+0,75 2,13+0,73
Peso Médio Final (cm) 69,27 £ 12 74,14 £ 9,92 79,89+ 3,29
Ganho Médio de Peso (g) 67,13 +11,28 72,01 +£9.17 77,76 + 2.56
Conversao Alimentar Aparente 2,63 2.19 2.39
Taxa de sobrevivéncia (%) 100 100 97,22

382

383

384

385

Tabela 2: Valores das variaveis bromatolégicas para composi¢cdo de carcaca de
tambaquis (Colossoma macropomum) submetidos a dietas suplementadas com

probidticos.
Parametros TO(Grupo Controle) T1 (B. subtilis) T2 (S.
cerevisiae)

Matéria Seca (%) 30,96 + 1,29 31,28 +1,61 32,66 + 1,90
Umidade (%) 69,04 + 1,29 68,72 + 1,61 67,34 +1,90
Proteina Bruta (%) 51,99 £ 0,40 52,31 +£0,91 53,05+ 0,79
Extrato Etéreo (%) 32,50+0,61 34,20 £ 0,93 32,22 +£1,49
Cinzas (%) 16,70 £ 0,20 16,80 + 0,20 16,40 £ 0,50
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38Gabela 3: Interacdo (tratamento x tempo) dos parametros hematoldgicos (série vermelha)
para o tambaqui apds tratamento com dois probidticos (B. subtilis e S. cerevisiae) e
desafiados com Streptococcus agalactiae.

k , TRATAMENTOS'
PARAMETROS® " = 3 1o 15 126
C1 2,10+0,2 aA 2,20 £0,2 aA 2,00 £0,2 aA
C2 1,97 +0,2 aA 2,16 £0,2abA  1,89+0,2aA
Eri (x10%) mL™* C3 1,77 20,2 abA 2,15 £ 0,2 abA 2,07 £0,2 aA
c4 1,79 + 0,3 abA 1,88+0,2abA  1,74+02aA
C5 1,50 + 0,2 bA 1,79 £ 0,2 bA 1,79 +0,2 aA
C1 33,87+ 1,8 aA 36,80 +2,0aA  34,00+1,8aA
C2 28,67 + 2,4 bcA 28,50 £ 2,1 bcA 26,00 + 1,5 bA
VG (%) C3 27,75 + 0,8 bA 30,80 + 1,5 bB 31,00 + 0,9 cB
ca 30,00 £ 0,0 cA 26,50 £3,1bcB 29,80 + 0,7 cAB
C5 28,25 + 1,8 bcA 25,60 + 1,5 CA 27,00 + 1,5 bA
C1 163,47 +17,9abA 171,50+ 18,8aA 173,74+19,1aA
C2 14547 +20,6 aA 132,13+ 13,2bA 139,1+153bA
VCM (fL) C3 156,83 + 19,2 abA 145,42 + 16,0 abA 154.32 + 16,9 abA
o} 167,20 + 29,1 abAB 141,02 + 14,1 abA 180,08 + 19,8 abB
C5 192,07 + 23,6 bA 143,12 + 15,7 abB 152,26 + 16,7 abAB
C1 8,53 +0,5 aA 9,40 £0,5abA 9,00 £0,5aA
C2 8,44 + 0,6 aA 8,53 + 0,4 aA 8,41 £0,5 aA
Hb (g/dL) C3 8,23 +0,5aA 9,93 +0,6 bB 9,22 + 0,5 aAB
C4 8,87 0,8 aA 8,36 + 0,4 aA 8,92 £0,5 aA
C5 8,74 + 0,6 aA 8,51+ 0,5 aA 8,92 £ 0,5 aA
C1 25,15 + 1,6 aA 2555+1,6aA 26,50+ 1,6 aA
C2 29,5 2,4 bA 30,01+1,7bA  32,4+2,0bA
CHCM (g/dL) C3 29.68 2,0 bA 32,49+2,0bA 29,75+ 1,8 abA
C4 29,55 + 2,9 abA 31,80+ 1,8bA 29,93+ 1,9 abA
C5 30,91 £ 2,1 bA 33,47+21bA 33,14 %21 abA
C1 4,23+0,2 aA 4,32 0,2 aA 3,96 0,2 aA
C2 3,53+ 0,2 bA 3,83 +0,2 bA 3,88 £0,2 aA
PPT (g/dL) C3 3,75+ 0,2 bA 3,85 + 0,2 bA 3,95+0,2 aA
o7} 3,70 £ 0,3 bA 3,57 +0,2 bA 3,96 £ 0,2 aA
C5 3,70 + 0,2 bA 3,76 + 0,2 bA 4,08+ 0,2 aA

'Médias (+DS) seguidas de letras distintas, minGsculas na coluna (diferenca entre os
tratamentos) e maiusculas na linha (diferenca no tempo), diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Bonferroni (p < 0,05); “Eri = eritrécito; VG = volume globular; VCM = volume
globular médio; Hb = hemoglobina; CHCM = Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média; PPT = proteina total.; *Tempo utilizado para realizacéo das coletas pés desafio com
Streptococcus agalactiae. T1= Oh, T2=12h, T3=24h, T4 = 48h, T5 = 72h; * Dieta controle;

> Dieta suplementada com B. subtilis; °Dieta suplementada com S. cerevisiae
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Tabela 4: Interacdo (tratamento x tempo) dos parametros hematoldgicos (série branca)
para o tambaqui apOs tratamento com dois probioticos (B. subtilis e S. cerevisiae)e
desafiados com bactéria Streptococcus agalactiae.

1
PARAMETROS? . TRATAME4NTO . .
COLETAS T0 T1 T2
Cl  2001%603aA 1762+523aA  1893%571aA
C2  1505+312aA  8092+508abA  11.20+4,70 aA
LEU (x10%/L) c3  783+158bA  887+386abA 10,31 +3.09aA
C4 10,70 +495abAB 1191+109aA  4.75+125bB
C5  473+189bA  850+1.09bB 1227 +472 aB
Cl  279+622aA  2749+829abA 32,21+ 11,50 aA
; C2  3504+256abA 41,15+1263bA  33.53 +19,94 aA
TRON (x10°/pL) C3  37,80+9099abA 37,80 +12,98 abA 42,03 + 15,36 aA

C4 40,88 + 7,62 bA 25,43 + 8,25 abB 27,54 + 7,22 aAB

C5 23,93+4,97aA  2103+304aA  2633+525aA
C1 16,12+6,87aA  12,81+6,05aA 1421 +7,42aA
c2 12,77 £3,96aA 512 +3,92 aA 6,71 + 3,85 aA
LIN (x10%pL) C3 5,72 + 1,66 bA 5,40 + 2,39 aA 6,81 + 1,97 aA
c4 4,93 + 1,93 bA 7,90 + 1,44 aA 5,22 +1,87 aA
C5 3,91 1,62 bA 6,42 +1,12 aA 7,45 + 2,46 aA
C1 2,14 + 0,84 aA 1,83+ 0,74 aA 1,71+0,91 aA
c2 2,36+ 0,7 aA 1,89+1,32abA  2,51+1,06aA
MON (x10%/uL) c3 0,83 £ 0,15 bA 1,51 + 0,36 aB 2,03+ 0,72 aB
c4 1,75+ 0,99 abA 0,37 +0,34 bB 0,60 +0,10 b
C5 0,30 + 0,08 CA 0,82 + 0,22 bB 1,71+ 0,90 aB
C1 0,98 + 0,66 aA 1,57 + 0,85 aA 1,09 0,31 aA
c2 0,74 + 0,45 aA 1,70 + 1,02 aA 1,30 + 0,54 aA
NEU (x10%/uL) C3 1,15 + 0,49 aA 1,81 + 1,09 aA 1,27 + 0,62 aA
c4 1,56 + 0,71 aA 1,41 + 0,40 aA 0,85+ 0,40 aA
C5 0,50 + 0,31 aA 1,20 + 0,35 aA 2,90 + 1,05 bB
C1 0,15 + 0,07 aA 0,19 + 0,09 aA 0,18 + 0,08 aA
c2 0,09 + 0,08 aA 0,15 + 0,06 aA 0,13 + 0,07 aA
CGE (x10%uL) C3 0,06 +0,04abA  0,10+0,06 abA 0,10 + 0,06 aA
c4 0,04+0,04abA  0,11+0,07abA 0,07 £ 0,05 aA
C5 0,02+ 0,02 bA 0,02 + 0,02 bA 0,09 + 0,06 aA
C1 0,14 + 0,03 aA 0,20 £ 0,11 aA 0,10 + 0,08 aA
c2 0+0CcA 0,06 + 0,04 bB 0,07 + 0,06 aB
EO (x10%/uL) C3 0,03 + 0,02 bA 0,05 + 0,04 bA 0,10 + 0,08 aA
c4 0,02 + 0,01 bA 0,06 + 0,05 bA 0+0DbB
C5 0+0CcA 0,05 + 0,03 bA 0,09 + 0,05 aA

'Médias (+DS) seguidas de letras distintas, mindsculas na coluna (diferenca entre os
tratamentos) e maiusculas na linha (diferenca no tempo), diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Bonferroni (p < 0,05).

°LEU = leucécito; TRON = trombdcito; LIN = linfécito; MON = monécito; NEU = neutréfilo;
CGE =células granulociticas especiais; EO = eosindfilo.
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STempo utilizado para realizacdo das coletas pés desafio com Streptococcus agalactiae.
T1=0h, T2=12h, T3=24h, T4 = 48h, T5 = 72h.

* Dieta controle

> Dieta suplementada com B. subtilis

® Dieta suplementada com S. cerevisiae
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