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Resumo: Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito dos probidticos dietarios (Bacillus cereus var. Toyoi e Bacillus
subtilis C-3102) sobre a resposta hematologica, perfil bioquimico de glicose e cortisol, e prevaléncia ectoparasitaria em
tilapia-do-Nilo, variedade GIFT. Utilizou-se quatro dietas (D; = basal sem adigdo de probidticos; D, = basal + B.
cereus; D3 = basal + B. subtilis; D4 = basal + B. subtilis e B. cereus) e cinco repeticdes. Foram utilizados 1000 juvenis
de tilapia (60,56 + 7,74 g), distribuidos aleatoriamente em 20 tanques de alvenaria com fundo de solo argiloso. Apos
201 dias de cultivo os valores médios de hemoglobina dos peixes que receberam dietas com B. cereus foram superiores
(P<0,05) aos arragcoados apenas com dieta basal. Nao houve diferengas significativas nos valores de hematdcrito,
eritrocito, volume corpuscular médio, variagdo no tamanho das hemacias e concentragdo de hemoglobina corpuscular
média de tilapias submetidas a dietas probidticas (P>0,05). O perfil bioquimico de glicose e cortisol, leucograma e
prevaléncia parasitaria dos peixes nao foram influenciados (P>0,05) pela inclusdo dos probidticos B. cereus e B. subtilis
nas dietas. Independentemente das dietas contendo probidticos, ha um local de preferéncia para os parasitas Monogenea
(P<0,001) nas branquias, enquanto a pele e nadadeiras foram os 6rgdos mais afetados por Trichodina spp. (P<0,001). A
adigdo de probioticos Bacillus cereus e/ou Bacillus subtilis na dieta de tilapia-do-Nilo ndo foi capaz de beneficiar o
perfil bioquimico de glicose e cortisol e perfil hematologico da série branca e vermelha dos peixes ao final do cultivo.

Palavras-chave: Bacillus sp., ectoparasitas, hemograma, leucograma, Oreochromis niloticus

Abstract: This study aimed to evaluate the effect of dietary probiotics (Bacillus cereus var. Toyoi e Bacillus subtilis C-
3102) on hematologic response, biochemical glucose and cortisol profile, and ectoparasitic prevalence in Nile tilapia
from GIFT variety. It was utilized four diets (D; = basal diet (without probiotic addition); D, = basal diet + B. cereus;
D3 = basal diet + B. subtilis; D4 = basal diet + B. subtilis e B. cereus) and five repetitions. A total of 1000 juveniles of
tilapia (60.56 + 7.74 g) were randomly distributed in 20 masonry tanks with clayey soil bottom. After 201 days, the
average values of hemoglobin of fish fed diets with B. cereus were greater (P<0.05) than those fed only a basal diet.
There were no significant differences in hematocrit values, erythrocyte, mean corpuscular volume, variation in size of
red blood cells, and corpuscular hemoglobin concentration average of Nile tilapia fed to probiotic diets (P>0.05). The
biochemical profile of glucose and cortisol, leukogram values and parasite prevalence of tilapias were not influenced
(P>0.05) by the dietary addition of probiotic B. cereus and B. subtilis. It is concluded that, regardless of the probiotic
containing diets, there is a preferential site for the Monogenea parasitism (P<0.001) in the gills, while the skins and fins
were the organs most affected by Trichodina spp. (P<0.001). The addition of probiotics Bacillus cereus and/or Bacillus
subtilis in the diet of Nile tilapia was not able to benefit the biochemical profile of glucose and cortisol and
hematological profile of white and red series at the end of fish culture.
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Introducio

Probioticos sdo microrganismos vivos que
tem efeito benéfico sobre o hospedeiro, podendo
ser capazes de modificar a microbiota intestinal
e/ou ambiental, melhorar a absorcdo dos

@ 0e0

alimentos ou seu valor nutricional, aumentar a
resposta do hospedeiro em relagdo a doenga, ou,
ainda, melhorar a qualidade do seu ambiente
aquicola (Verschuere et al.,, 2000). Esses
microrganismos benéficos ao ocuparem o trato
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digestorio dos animais, mantém-se vivos e
possuem a habilidade de melhorar a eficiéncia
alimentar, o sistema imunologico e/ou o balango
da relacdo de bactérias benéficas e patogé€nicas
(Jesus et al., 2016).

Os  probidticos demonstraram  ser
imunoestimuladores  e/ou  promotores  de
crescimento em animais aquaticos, além de
possuirem mutiplos mecanismo de a¢do direto no
hospedeiro ou indirentamento por meio da
melhoria da qualidade ambiental, ou da
combinagdo de ambos (Zorrichzahra et al., 2016;
Das et al., 2017). Entretanto, a aplicabilidade ¢ a
utilizagdo de bactérias probioticas na tilapicultura
necessitam de melhor compreensdo  dos
mecanismos que possibilitam os efeitos benéficos
destes microrganismos, buscando atender as
exigé€ncias de crescimento e satude, minimizando
perdas com custos enddgenos ¢ manutengdo do
estado de higidez dos peixes (Hai et al. 2015;
Marengoni et al., 2015).

Devido aos problemas advindos da
utilizagdo de antimicrobianos sintéticos, sejam
eles de ordem econdmica, metodologica, sanitaria
¢ ambiental, tem-se buscado alternativas de
aditivos alimentares que diminuam a utilizagao de
quimioterapicos na aquicultura, sem causar perdas
de produtividade e qualidade final do pescado,
garantindo o desenvolvimento sustentavel da
atividade (Jesus et al., 2016; Dawood et al., 2018).
Dentre as espécies de Bacillus probidticos mais
utilizados na tilapicultura destacam-se Bacillus
subtilis (He et al., 2013; Telli et al., 2014) ¢
Bacillus cereus (Nakandakare et al., 2013; Wang
et al., 2017).

A avaliacdo hematoldgica e parasitologica,
associada ao monitoramento do crescimento e
indice de massa corporal sdo importantes para
caracterizar o estado fisiologico dos peixes. O
perfil hematologico tem sido também aplicado
como ferramenta para avaliar o bem-estar dos
peixes e de perturbagdes no metabolismo,
podendo servir como um indicador de satde dos
peixes ou em resposta ao estresse (Barcellos et al.,
1999; Barros et al., 2009; Ranzani-Paiva et al.,
2013; Telli et al., 2014; Tavares-Dias et al., 2015).
No entanto, intervalos de referéncias para os
peixes normais apresentam variagdes nos valores
hematologicos, principalmente devido a extensdo
da variagdo fisiologica e as caracteristicas das
espécies ¢ ambiente de cultivo (Hrubec e Smith,
2010; Tavares-Dias et al., 2015).

A prevaléncia de ectoparasitos ¢ variavel
em funcdo da fase de cultivo, estagdo temporal,
sistemas de producdo, bem como a relagdo
parasita-hospedeiro (Marengoni et al., 2015;
Baidoo et al, 2015). A tilapia do Nilo ¢
frequentemente afetada por uma ampla gama de
ectoparasitas, incluindo os protozoarios ciliados
como tricodinideos e monogenoides (Eiras et al.,
2010). Estudos referentes aos parasitas que afetam
a producdo em diferentes estagios de crescimento,
sua prevaléncia e intensidade nas populacdes de
tilapia podem ser utilizados para a implementagdo
de gestdo, técnicas e orientagdes sanitarias
adequadas, incluindo as medidas profilaticas, tais
como a utilizacdo de aditivos probidticos na
alimentagdo dos peixes.

O estudo teve como objetivo avaliar o
efeito dos probiodticos dietarios Bacillus cereus
var. Toyoi e Bacillus subtilis C-3102 sobre a
prevaléncia parasitaria de monogendides ¢
tricodinideos, parametros hematologicos, perfil
bioquimico de glicose e cortisol em tilapia-do-
Nilo ao final do cultivo em tanques com fundo de
solo argiloso.

Material e Métodos

O ensaio experimental foi conduzido no
Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental
(InPAA), no municipio de Toledo, Parana, Brasil.
Foram utilizados tanques retangulares construidos
em alvenaria, porém com fundo natural em solo
argiloso e com aproximadamente 8,0 m’ de
volume util de agua. Os tanques apresentavam
abastecimento ¢ escoamento de agua individual,
monge e caixa de coleta. A reposi¢do de agua foi
realizada apenas para manter a replegdo dos
tanques. Foram distribuidos de forma aleatoria e
alojados 1000 juvenis de uma populacdo
monossexo de tilapia-do-Nilo com peso de 60,56
+ 7,74 g, variedade GIFT (Genetically Improved
Farmed Tilapia) em 20 tanques. O delineamento
foi constituido de quatro tratamentos (dictas) e
cinco repetigdes, totalizando 20 unidades
experimentais com 50 peixes.

A dieta basal foi composta de ragdo
comercial extrusada Algomix® Agroindustrial
Ltda., Toledo, Parana, Brasil. A rac¢do possuia
granulometria de 4-6 mm, contendo 36% de
proteina bruta, 6% de extrato etéreo, 3% de fibra
bruta, 8% de matéria mineral, 5% de calcio
(maximo) e 2% de fosforo (minimo). A racdo
comercial apresentava como ingredientes bases:
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farelo de soja, farelo de trigo, farinha de peixes,
farinha de carne, farinha de visceras, gérmen de
milho, milho integral moido, protenose,
aminoacidos quelatos e, premix mineral e
vitaminico, conforme informacdes do fabricante
do produto (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo centesimal da racdo
comercial Algomix® conforme informagdes do
fabricante do produto

Parametro nutricional Valor
Proteina bruta (%) 36,0
Umidade (%) 13,0
Extrato etéreo (%) 6,0
Matéria Fibrosa (%) 3,0
Matéria mineral (%) 8,0
Calcio 5,0
Fosforo 2,0

*Premix mineral e vitaminico: vitamina A =
11.000,0 UI kg'; vitamina B1 = 9 mg kg';
vitamina B12 = 25 mg kg!, vitamina B6 = 20 mg
kg!, vitamina C = 400 mg. kg'!, vitamina D3 =
3.000,0 UI kg!, vitamina E = 25.000 UI kg,
vitamina K3 = 1.500 mg kg, biotina = 0,75 mg
kg!, niacina = 30 mg kg!, 4cido folico = 1,5 mg
kg!, acido pantoténico = 30 mg kg'!,cobalto = 0,5
mg kg!, cobre = 2,5 mg kg, ferro = 90 mg kg,
manganés = 25 mg kg™!, zinco = 250 mg kg™

Os probidticos utilizados foram Bacillus
subtilis C-3102 (Calsporin, Uniquimica, Diadema,
Sdo Paulo, Brasil) e Bacillus cereus var. Toyoi
denominado Toyocerin (Sumitomo Chemical do
Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil), ambos contendo
500 milhdes de esporos por grama,
proporcionalmente, testados individualmente e
combinadas.

Os aditivos foram incorporados & ragdo
comercial por meio do método de aspersdo,
utilizando uma mistura composta de 2% de 6leo
vegetal de soja. Na ragdo basal foram incluidos
niveis de 0,5% de Bacillus cereus var. Toyoi (D>),
0,5% de Bacillus subtilis C-3102 (D3), 0,25% de
B. cereus var. Toyoi + 0,25% B. subtilis C-3102
(D4). O grupo de peixe isento da adi¢do de
probidticos (D)) recebeu apenas a dieta basal
adicionada com 2% oleo de soja na mesma
proporcao utilizada em todos os demais grupos
experimentais.

As biometrias foram realizadas
mensalmente com amostragem de 20% dos peixes
de cada viveiro, onde os individuos eram pesados

e mensurados. A taxa de arragoamento diaria foi
ajustada em fung@o da biomassa dos viveiros e da
temperatura de agua. Inicialmente foi utilizado
5% da biomassa oferecida aos peixes quatro vezes
ao dia, chegando ao final de 201 dias de cultivo
com uma taxa de 2% distribuida duas vezes ao
dia.

O monitoramento da qualidade de agua
incluiu a temperaturada agua, mensurada
diariamente, o oxigénio dissolvido, medido
semanalmente, utilizando o oximetro Hanna
modelo HI 9828; o potencial hidrogénio (pH) pelo
medidor de pH portatii Hanna HI 8424,
condutividade com o equipamento Hanna HI 9835
¢ a transparéncia da 4gua com um disco de Secchi
todos medidos semanalmente.

Todos os peixes foram pesados ¢ medidos
no inicio e final do cultivo. Determinou-se o fator
de condigdo de Fulton (Kf) que é considerado
como o quociente entre o peso observado e o peso
teoricamente estimado por meio da relagdo
peso/comprimento.

Ao final de 201 dias de cultivos das tilapias,
realizou-se coletas de cinco peixes por tanque e
transferiu-se para laboratorio para realizacdo de
exames clinicos macroscopicamente de
verificacdo de eritemas, descamacdes, hematomas
ou outras anormalidades aparentes nas nadadeiras,
narina, boca, olhos, face interna dos opérculos e
branquias. Posteriormente adotou-se a eutanasia
por sec¢do medular.

As analises parasitologicas foram realizadas
a fresco sendo utilizado uma raspagem dos
tegumentos dos lados direito e esquerdo, na pele e
nadadeiras de 100 peixes e a retirada do 1° e 2°
arco branquial de cada lado dos peixes avaliados.
Apbés estes procedimentos decorreu-se a
observagdo em microscopia de luz com lentes de
40 e 100x, utilizando laminas umidificadas em
solu¢do salina saturada e laminula para facilitar a
visualizagdo (Eiras et al., 2010).

A prevaléncia ectoparasitaria foi calculada
segundo Eiras et al. (2010) baseada na equagdo: P
(%) = 100 x Ni/He onde, P ¢ a prevaléncia, Ni é o
numero de hospedeiros infectados e He ¢ o
numero de hospedeiros examinados.

A componente sistematica utilizada para
analise ectoparasitaria em fun¢do da alimentacdo
de juvenis de tilapia-do-Nilo com dieta contendo
diferentes probidticos e os orgdos analisados foi
Yijk = p + ai + Bj + afij + €ijk, em que: Yijk =
Tipo de probidtico i, Tipo de 6rgdo analisado j e

505

Marengoni et al.,v.12, n.46, p.503-513, Dourados, 2019



Revista Agrarian
ISSN: 1984-2538

repeticao k (i= 1, 2, 3, 4; =1, 2, 3; k=1, 2, 3, 4,
5); u: Média populacional; ai: Efeito do tipo de
probidtico i; Pj: Ocorréncia de prevaléncia
parasitaria dos 6rgaos j; €ij: Erro residual.

Para avaliagdo dos pardmetros
hematologicos e do perfil bioquimico de glicose e
cortisol, cinco individuos de cada unidade
experimental foram coletados aleatoriamente,
apos o jejum de 12 horas ¢ insensibilizados antes
da coleta de sangue usando eugenol e agua a 75
mgL!. As amostras de aproximadamente 2 mL de
sangue foram recolhidas por venopungdo do vaso
caudal com seringas esterilizadas (2 mL) e
agulhas contendo EDTA a 10%. Do volume total
de sangue retirado, uma aliquota de 1 mL foi
acondicionada e homogeneizada em tubos
previamente identificados, contendo EDTA (0,1
mL) como anticoagulante para a preservacao das
amostras destinadas aos ensaios hematoldgicos. O
outro 1 mL de sangue coletado foi transferido para
tubo estéril sem EDTA e centrifugado a 3500 rpm
por cinco minutos para a obtengdo de soro para a
dosagem de cortisol pelo método da
quimiluminescéncia em laboratorio. A
determinag@o da glicose do sangue dos peixes foi
realizada imediatamente apos a coleta utilizando o
medidor de glicose portatil (Accu-CheckSoftclix,
Advantage; Roche Diagnosis®).

O ntimero de eritrocitos foi determinado por
meio da contagem em cdmara de Newbauer sob
microscopio Optico com objetiva de 40x
utilizando-se o diluente de Hayem. O hematocrito
foi realizado pelo método do microhematocrito ¢ a
concentracdo de hemoglobina pelo método de
cianometahemoglobina. Foram confeccionadas
extensdes sanguineas coradas com May
Griinwald-Giemsa, ¢ utilizadas para contagem
diferencial e total de leucocitos pelo método
indireto (Hrubec e Smith, 2010; Ranzani-Paiva et
al., 2013). A partir dos valores obtidos da
contagem de eritrocitos, hematocrito, e taxa de
hemoglobina  determinaram-se  os  indices
hematimétricos absolutos: volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM).

A componente sistematica para 0s
parametros hematologicos foram Yik = p + ai +

eik, em que: Yik = Efeito do probiodtico i e
repeticao k (i=1, 2, 3, 4; k=1, 2, 3, 4, 5); u: Média
populacional; ai: Efeito do probidtico i; €ik: Erro
residual.

A pressuposi¢ao de normalidade dos dados
foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk, cuja
hipdtese de nulidade expressa que os dados
apresentam distribuicdo normal. Os valores
médios das variaveis analisados foram submetidos
a analise de varidancia (ANOVA) oneway, com
auxilio do software computacional estatistico
Sisvar e, em caso de evidéncia de significincia as
médias foram comparadas pelo de Tukey a 5% de
probabilidade.

Todos os procedimentos foram realizados
de acordo com os principais propostos pela
Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de
Laboratorio/Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (SBCAL/COBEA) e
foram aprovados pelo Comité de Etica na
Experimentagdo Animal e Aulas Praticas de
Universidade Estadual do Oeste do Parana
(protocolo n° 81/2009 CEEAAP/Unioeste).

Resultados e Discussao

Os valores médios dos parametros da
qualidade de agua, oxigénio dissolvido (4,70 +
0,80 mg L), pH (7,4 £ 0,20), condutividade
(46,66 + 3,21 uS cm’) e transparéncia (40,99 +
3,51 cm) foram considerados adequados para
aquicultura e ao cultivo da espécie. A temperatura
média da agua, mensurada diariamente, variou
entre 20,70 °C e 26,60 °C, ficando abaixo dos
niveis ideias de conforto, preconizados para um
bom desempenho de tilapia-do-Nilo que ¢ de 26
°C a 32 °C (El-Sayed, 2006). Os parametros de
qualidade de agua condutividade, transparéncia,
oxigénio dissolvido, pH e temperatura ndo foram
influenciados (P>0,05) pela utilizagdo dos
probiodticos adicionados a racdo comercial para
tilapia-do-Nilo cultivadas em tanques.

A avaliag@o de glicose e cortisol tem sido
utilizada como chave de indicador da ocorréncia
de estresse em diversos organismos. Quanto aos
valores de glicose e cortisol ndo foram verificadas
alteragOes significativas com a adigdo dos
probidticos nas dietas utilizadas para tilapias
(Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrao para as variaveis de comprimento (CP), peso (PE), sobrevivéncia
(SB), Fator de Condigdo (Kf), glicose e cortisol para tilapia-do-Nilo alimentadas com dietas contendo

probioticos
Variavel Dieta Valor P
D, D> D4

CP (cm) 28,46+3,37 27,37+ 2,70 29,80+3,03 27,74+2.55 0,412
PE (g) 421,42+103,17  414,92+110,47  490,67£104,49  447,72+115,98 0,171
Kf 1,83+0,29 2,04+0,26 1,84+0,25 2,09+0,18 0,310
SB (%) 84,50+3,00 85,60+0,89 86,00+0,11 85,60+0,89 0,510
Glicose 60,40+21,21 70,40+£22,01 74,00+£25,49 70,40+21,95 0,803
Cortisol 17,44+7,54 12,46+7,88 16,88+6,43 15,19+3,33 0,633

D= Ragéo basal sem adi¢do de probidticos; D,= Ragdo adicionada de 0,5 % de Bacillus cereus; D;= Racao
adicionada de 0,5 % de Bacillus subtilis; Ds= Racao adicionada de 0,25 % de B. subtilis € 0,25 % de B.

cereus.

Os resultados dos valores de glicose
descritos neste trabalho estdo proximos aos
obtidos por Hrubec et al. (2000), que
apresentaram valores méaximos de 69 g dL! em
tilapias hibridas alimentadas com dieta comercial.
Nesse contexto, Neu et al. (2013) verificaram
glicose média de 54 a 69 mg dL! de sangue de
tilapia-do-Nilo arragoadas com dietas contendo
diferentes teores de glicerol e Tavares-Dias et al.
(2015) relataram resultados de 14,1 a 92,1 g dL!
de sangue de tilapia-do-Nilo de cultivo intensivo.
O perfil de glicose e cortisol dos peixes do
presente trabalho sdo inferiores aos encontrados
por Biswas et al. (2004), relatando que a tilapia-
do-Nilo, quando em situagdo de estresse,
apresentaram valores de glicose e cortisol de
160,20 mg dL! e 191,70 mg dL"! respectivamente.
Portanto, os resultados de glicose plasmatica deste
trabalho indicam que os peixes ndo estavam em
condicdo estressoras, mantendo os niveis normais
para a espécie (Hrubec et al., 2000; Hrubec ¢
Smith, 2010).

Os parametros zootécnicos, comprimento,
peso, fator de condi¢do Kf e sobrevivéncia ndo
foram influenciados pela inclusdo dos probioticos
B. cereus var Toyoi e B. subtilis C-3102.
Marengoni et al. (2015), a exemplo do presente
estudo, porém avaliando o cultivo em tanques-
rede também verificaram valores para o fator Kf
maiores que o esperado (Kf>1) para a espécie
estudada, porém relatando que ndo houve efeito
negativo (P>0,05) no bem-estar dos peixes devido
a adicdo de probidticos nas dietas avaliadas
(Tabela 2). A auséncia de efeitos nos parametros
zootécnicos, comprimento, peso, sobrevivéncia e
o fator de condicdo Kf das tilapias pode ser

atribuida a falta de desafios durante o ensaio
experimental, ainda que a prevaléncia parasitaria
encontra-se elevada.

Os valores médios de hemoglobina dos
peixes que receberam dietas com Bacillus cereus
(D») foram superiores (P<0,05) aos observados
nos peixes que receberam a dieta basal isenta de
probidtico (D), porém ndo houve diferencas
significativas nos valores de hemoglobinas entre
os peixes arragoados com dietas adicionadas de
probioticos (Tabela 3).

Quanto a taxa de hemoglobina, os
resultados descritos neste estudo estdo proximos
aos obtidos por Hrubec et al. (2000), que
apresentaram médias de 7,0 a 9,8 g dL! ao
avaliarem intervalos de referéncia para tilapias
hibridas, Telli et al. (2014) que descreveram
valores de 7,45 a 8,14 g dL! nas analises de
sangue de tilapia-do-Nilo submetidas a adi¢do de
Bacillus  subtilis na dieta e cultivados em
diferentes densidades de estocagem e por Tavares-
Dias et al. (2015) que apresentaram resultados de
7,9 a 14,5 g dL! de sangue de tilapia-do-Nilo de
cultivo intensivo.

A adicdo de probioticos nas dietas das
tilapias ndo afetou a eritropoiese dos peixes € os
valores observados mantiveram-se dentro do
intervalo de referéncia estabelecido para a espécie
(Hrubec e Smith, 2010). Nao foi observada
diferenga (P>0,05) nos valores de eritrocitos,
variagdo no tamanho das hemacias (RDW),
volume corpuscular médio (VCM), concentracdo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
hemoglobina corpuscular média (HCM) em
tilapia-do-Nilo, submetidas a diferentes dietas
contendo probioticos. Pode-se afirmar que os
peixes mantiveram o estado de higidez, uma vez
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que os parametros hematoldgicos praticamente
ndo revelaram alteracdes significativas ao final
periodo experimental. Estes resultados
corroboram com Nakandakare et al. (2013), que

parametros hematolégicos de hemoglobina, VCM
e HCM para juvenis de tilapia-do-Nilo ao
avaliarem as formas de inclusdo do probiotico
PAS TR®, no processamento de ragdes.

também ndo  verificaram  alteracoes dos

Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo de hematocrito (%), hemoglobina (gdL™), eritrocitos (10® mm™),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), variagdo no tamanho das
hemacias (RDW) e concentragdao de hemoglobina corpuscular média (CHCM) de tilapia-do-Nilo submetidas
a diferentes dietas contendo probidticos

Variavel Dieta Valor P
Dl D2 D3 D4
Hematocrito 26,75+10,18 27,37+2,70 29,80+3,03 27,74+2.55 0,070
Hemoglobina 8,46+0,89b 10,34+1,14* 9,6+£0,97ab 9,14+0,89ab 0,042
Eritrdcitos 2,3+0,11 2,2+0,12 2,3+0,12 2,2+0,23 0,643
VCM (fL) 178,3+16,41 179,66+7,84 175,02+6,45 182,52+8,10 0,719
HCM (pg) 45,65+2.48 45,24+4,00 42,95+1,15 45,46+1,44 0,309
CHCM (g dL™) 24,95+1,31 25,18+1,71 25,06+1,76 24,944+0,55 0,999
RDW (%) 8,9+0,61 10,28+0,86 9,76+0,98 9,34+1,20 0,161

D= Rag@o basal sem adigdo de probidticos; D,= Ragdo adicionada de 0,5 % de Bacillus cereus; Ds= Racdo
adicionada de 0,5 % de Bacillus subtilis; Ds= Racao adicionada de 0,25 % de B. subtilis € 0,25 % de B.
cereus.Médias seguidas por letras minusculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,05).

Os resultados da contagem total de
eritrocitos encontrados neste estudo (Tabela 3),
sdo0 proximos aos obtidos por Jerdnimo et al.
(2011), que verificaram 1,30 a 2,27 x 10° L
eritrocitos no sangue, ao avaliarem a influéncia
sazonal sobre os parametros hematologicos de
tilapia-do-Nilo. Os parametros hematoldgicos de
séric vermelha, com excecdo do volume
corpuscular médio (VCM), foram considerados
normais para a espécie, como descritos por
Hrubec ¢ Smith (2010) e Barros et al. (2009),
sendo que as variaveis eritrocitarias, bem como os
valores apresentados no leucograma  se
apresentaram dentro dos padrdes estipulados
como referéncia para Oreochromis niloticus de
cultivo intensivo proposto por Tavares-Dias et al.
(2015).

A adicdo de Bacillus sp. nas dietas de
tilapia-do-Nilo ndo interferiram negativamente na
sintese de leucdcitos (Figura 1). Os linfocitos

foram responsaveispela maior parte dos leucocitos
com valores médios de 85%, valores proximos aos
observados (84% de linfocitos) por Neu et al.
(2013) medidos em juvenis de tilapia-do-Nilo
alimentados com dietas contendo niveis
crescentes de arginina. Porém, os valores médios
de leucocitos (%) neste estudo estdo acima dos
valores de referéncia (16 a 69%) para O. niloticus
(Tavares-Dias et al., 2015). Pode-se inferir que os
peixes permaneceram sadios € que a adi¢do de
probiodticos na dieta, ndo causou alteragdes no
diferencial de leucocitos, ainda, o elevado
percentual de linfocitos, refletiu um estado de
higidez entre os animais. De forma similar ao
presente estudo Costa et al. (2014) ao avaliarem a
influéncia de diferentes fontes de 6leo da dieta
sobre os parametros hematologicos de O. niloticus
ndo verificaram diferenca (p>0,05) para os
percentuais médios e diferenciacdo de leucocitos.
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No leucograma ndo houve alteragdes
significativas na contagem de leucécitos (Figura
1) e ndo foi observado leucopenia, linfocitopenia e
neutrofilia nos peixes arracoados com ou sem a
adi¢do de probidticos. O perfil de leucocitos
sanguineos pode indicar ativagdo do sistema
imunoldgico, auxiliando na identificacdo de
doencas, estresse e outras situagOes adversas nos
peixes que levam aos estados de desequilibrio
homeostatico. Além disso, os valores de
leucocitos podem apresentar  variagdes
interespecificas influenciadas por caracteristicas
proprias dos peixes e interespecifica como
sazonalidade, reprodugdo, nutricdo, necessidades
metabolicas das espécies e presenca de patdogenos
(Ranzani-Paiva et al., 2013; Tavares-Dias et al.,
2015). A hipotese que os peixes parasitados
podem desencadear um processo de anemia,
caracterizado por reducdo da concentracdo de
hemoglobina, redu¢do do hematocrito e niimero
de eritrocitos ndo pode ser sustentada, pois foram
observados elevados valores da prevaléncia

210 A
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O I T T T -l
D1 D2 D3 D4

Dietas
Figural. Valores médios e desvios padroes do leucograma de tilapia-do-Nilo, submetidas a diferentes dietas

contendo probidticos. Di= Racdo basal sem adigdo de probioticos; D= Ragdo adicionada de 0,5 % de
Bacillus cereus; Ds= Ragdo adicionada de 0,5 % de Bacillus subtilis; D4+~ Racdo adicionada de 0,25 % de B.
subtilis € 0,25 % de B. cereus. Nao houve diferencas entre as dietas para as variaveis (P>0,05).

parasitaria tanto nos peixes arragoados com adi¢do
de probioticos, quanto no lote que recebeu ragéo
isenta de aditivo probiotico.

A resposta ao estresse em peixes ¢
caracterizada pela estimulagdo de alteragdes
metabolicas e fisiologicas. Essas alteracdes
aumentam a tolerancia de um organismo para
enfrentar uma varia¢do ambiental ou uma situacao
adversa, mantendo um estado de homeostase
(Nakandakare et al., 2013). Sob condi¢des de
estresse o0 corpo do peixe emite respostas
imediatas reconhecidas como primarias e
respostas secundarias. A resposta primaria a
liberacdo de hormoénios do estresse, cortisol e
catecolaminas para corrente sanguinea pelo
sistema endocrino. As respostas secundarias
ocorrem como consequéncia dos horménios do
estresse liberados, causando alteragdes quimicas
no sangue e tecidos, por exemplo, um aumento de
glicose no plasma (Begg e Pankhurst, 2004). A
clevagdo plasmatica de cortisol e glicose ¢
reconhecida como indicadores das principais
respostas ao estresse em teledsteos. Geralmente, o
estresse cronico resulta em uma elevacdo dos

509

Marengoni et al.,v.12, n.46, p.503-513, Dourados, 2019



Revista Agrarian
ISSN: 1984-2538

niveis de cortisol e glicose em O. niloticus
(Barcellos et al., 1999). Nesse contexto, o estresse
pode afetar a atividade dos leucdcitos, levando a
imunossupressdo, o que facilitaria a infestagdo por
parasitas e agentes infecciosos.

A dieta probiotica utilizada ndo foi capaz de
influenciar positivamente como medida profilatica
para minimizar a prevaléncia parasitaria em
tilapia-do-Nilo, bem como ndo foi verificado
efeito de interagdo entre os fatores dieta x orgdos
dos peixes analisados (Tabela 4). Marengoni et al.
(2015) encontraram resultados semelhantes ao
presente trabalho ao avaliarem a presenca de
parasitas em tildpia-do-Nilo cultivadas sob
diferentes dietas probidticas em tanques-rede,
relatando também a maior prevaléncia de
Monogenia em relacdo a Trichodina spp. nos
filamentos branquiais. Jeronimo et al. (2011)

reportaram o género 7Trichodina como dominante
na pele das tilapias, associandoos valores de
prevaléncia a sazonalidade.

Com relacdo aos sitios de infestacdo
(6rgdos) avaliados, verificou-se que a pele
apresentou  maior  prevaléncia  parasitaria
(P<0,001) por Trichodina spp., seguida de
nadadeiras e branquias. As branquias albergaram
maior infestagdo (P<0,001) de Monogenea,
seguida por pele e nadadeira das tilapias. Os
tricodinideos foram encontrados em menor
incidéncia nas  branquias, enquanto  0s
monogenoides destacam-se com menor frequéncia
nas nadadeiras (Tabela 4). E perceptivel a
preferéncia na relacdo parasita/orgdo, pelos
tricodinideos que se comportam  como
ectoparasitas da pele de peixes (Marengoni et al.,
2015; Baidoo et al., 2015).

Tabela 4. Prevaléncia média (%) de Monogenea e Trichodina spp., na pele, branquias e nadadeiras de
tilapia-do-Nilo, submetidas a diferentes dietas contendo probidticos

Trichodina spp. Monogenea
Orgio Pele 90,00A 30,00B
Branquias 7,50C 99,00A
Nadadeiras 54,50B 7,00C
Fcal=102,775; P=0,001 Fcal=193,468; P=0,001
Dieta D; 56,00 44,00
D; 50,67 46,67
D; 49,33 46,67
Dy 46,67 44,67
Dieta Orgio Fcal=0,693; P=0,561 Fcal=0,121; P=0,948
D, Pele 92,00 36,00
Brénquias 16,00 96,00
Nadadeiras 60,00 0,00
D; Pele 92,00 32,00
Branquias 0,00 100,00
Nadadeiras 60,00 8,00
D; Pele 96,00 28,00
Branquias 4,00 100,00
Nadadeiras 48,00 12,00
Dy Pele 80,00 24,00
Branquias 10,00 100,00
Nadadeiras 50,00 10,00

Fcal=0,688; P=0,660

Fcal=0,560; P=0,760

D= Ragao basal sem adigdo de probidticos; D,= Ragdo adicionada de 0,5 % de Bacillus cereus; D;= Racao
adicionada de 0,5 % de Bacillus subtilis; Ds= Racao adicionada de 0,25 % de B. subtilis € 0,25 % de B.

cereus.

Médias seguidas por letras maitsculas distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,05).

Nos resultados obtidos infere-se que o
possivel estresse pelas elevadas incidéncias

parasitarias ndo afetou a eritropoiese, sugerindo
que os peixes foram capazes de manter o padréo
ematologico ao final do cultivo, garantindo o
hematol final d It tind.
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desempenho zootécnico em resposta a adigdo de
Bacillus sp. nas dietas, possivelmente devido ao
equilibrio entre parasitas e hospedeiros. A elevada
prevaléncia de parasitas nos peixes pode ser
associada com a fonte de agua utilizada nos
tanques, derivada de rio e que pode transportar,
possivelmente, fontes desses agentes patogénicos.
Além disso, nao foram associados processos
anemiantes que levasse as alteragdes na produgao,
ou a perda de eritrécitos, em decorréncia de
hemolise, hemorragia, ou por espoliagdo
parasitaria (Eiras et al., 2010).

As tilapias apresentam intimeros atributos
que as tornam favoravel ao cultivo comercial.
Porém, as situagdes de cultivo intensivo e
crescimento acelerado podem influenciar o status
imunologico e aumentar a susceptibilidade as
doencas. Associado ao manejo inadequado e
estresse dos peixes, as enfermidades sdo as
maiores causas de perdas na piscicultura mundial,
sendo maior importancia nas regides neotropicais,
devido as caracteristicas climaticas, fator que
permite uma disseminagdo muito rapida de
doencas (Eiras et al., 2010; Costa et al., 2014).
Nesse contexto, as estratégias de utilizagdo de
probioticos e seus beneficios tém se demonstrado
como uma promissora ferramenta profilatica para
a gestdo da saide dos animais, da qualidade
ambiental e da sustentabilidade da cadeia
produtiva da tilapicultura.

A utiliza¢do de probidticos na piscicultura
vém sendo estudada com o foco nas varias
estratégias para modular a composi¢do da
microbiota intestinal de peixes, a fim de se obter
melhores taxas de crescimento, digestdo,
imunidade, resisténcia a doengas e sobre tudo para
garantir a sustentabilidade da atividade (Dawood
et al., 2018). Contudo, os resultados obtidos com a
utilizagdo  de  probidticos  sdo  bastante
controversos, sendo necessario o isolamento e
desenvolvimento de probioticos autdctones (Jesus
et al,, 2016).

Conclusdes

A adicdo de probiodticos Bacillus cereus
e/ou Bacillus subtilis na dieta de tilapia-do-Nilo
ndo foi capaz de beneficiar significativamente o
perfil bioquimico de glicose e cortisol e perfil
hematolégico da série branca ou leucocitaria e
vermelha (hematocrito, contagem de células
vermelhas,  volume corpuscular  médioe

concentracdo de hemoglobina corpuscular média)
dos peixes no final do cultivo em tanques.

A inclusdo de probioticos dietarios Bacillus
cereus e¢/ou Bacillus subtilis nao influencia
positivamente como medida profilatica para
minimizar a prevaléncia média de Trichodina spp.
¢ Monogenea na pele, branquias e nadadeiras de
tilapia-do-Nilo. Independentemente da adigdo de
probidticos nas dietas dos peixes, 0s protozoarios
tricodinideos se apresentam com maior frequéncia
de infestagdo na pele e nadadeiras de tilapia-do-
Nilo, enquanto que as branquias albergam maior
infestacdo de Monogenea no final do cultivo dos
peixes em tanques.
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