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Resumo:

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteracfes na microbiota do trato intestinal e desempenho
zootécnico de alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com dietas
suplementadas com Lactobacillus plantarum. Cento e vinte alevinos revertidos sexualmente foram
distribuidos em seis caixas, divididos em dois tratamentos, em triplicata: alevinos alimentados com
dieta suplementa com L. plantarum e alevinos alimentados com dieta controle. Apo6s 42 dias, as
tilapias alimentadas com a dieta suplementada com L. plantarum apresentaram maior nimero de
bactérias acido-lacticas, 3,5x10* UFC e 1,1x102 UFC por g de trato, e menor de bactérias totais,
5,8x10% UFC e 5,2x107 UFC por g de trato intestinal, em relacdo aos alimentados com dieta
controle, além de incrementar em 3,9% o ganho em peso semanal, 15,6% a biomassa final e 15,5%
eficiéncia alimentar. O uso de probiotico na alevinagem de tilapia eleva a produtividade.
Palavras-chave: cultivo de peixes; probi6ticos; tilapia.

Abstract:

The objective of this study was to evaluate alterations in the intestinal tract microbiota and growth
performance of Nile tilapia (Orechromis niloticus) fed diets supplemented with Lactobacillus
plantarum. One hundred and twenty sexually reversed fingerlings were stocked in six aquaria and
divided into two treatments, in triplicate: fingerlings fed diet supplement with L. plantarum and
fingerlings fed control diet. After 42 days, tilapia fed the diet supplemented with L. plantarum had
higher amount of lactic acid bacteria, 3,5x10* CFU and 1,1x10% CFU per g tract, and lower total
bacteria, 5,8x10® CFU and 5,2x10” CFU per g tract, than the fish fed the control diet. Furthermore,
probiotics increased 3,9% the weekly weight gain, 15,6% final biomass and 15,5% feed efficiency.
The use of probiotics in tilapia hatcheries boosts productivity.
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Introducéo

A piscicultura é uma atividade em plena expansdo no Brasil e, entre a diversidade de espécies
cultivadas, destaca-se a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), sendo a mais produzida em
territorio nacionalV; entretanto, a falta de alevinos restringe o crescimento da tilapicultura.

A quantidade e qualidade de larvas e alevinos esta diretamente relacionada com o sucesso nos
sistemas de producéo aquicolas®. A falta de alevinos limita o crescimento desta atividade e, entre
o0s principais fatores limitantes da producdo de alevinos, podem-se destacar o0 manejo nutricional
inadequado e o surgimento de enfermidades emergentes. Como medida profilética, a utilizacdo de
probidticos eleva a imunocompeténcia dos peixes garantindo melhor qualidade sanitaria dos
alevinos®®, assim como aumenta a vilosidade das células do epitélio intestinal® e aumentar a
produtividade(”.

Para aquicultura, Gatesoupe® definiu probiéticos como células microbianas que s&o adicionadas de
maneira que entrem no trato digestivo dos animais, mantendo-se vivas, com o objetivo de melhorar
a saude do animal, excluindo a possibilidade dos probidticos atuarem no meio (ambiente de
cultivo), como definido por Verschuere et al.®. Entre os micro-organismos com potencial
probidtico, as bactérias &cido-lacticas tém destaque devido a sua capacidade de inibir o crescimento
de bactérias patogénicas pela producdo de compostos antibacterianos® e sua acdo
imunoestimulante®1-14), Entre os compostos produzidos destacam-se o &cido lactico, acido acético,
peroxido de hidrogéndaio, reuterina e bacteriocinas¥.

No trato intestinal dos animais aquaticos, hd uma grande diversidade de micro-organismos
patogénicos e/ou benéficos, e esta populacdo pode variar de acordo com o meio ambiente,
disponibilidade de nutrientes, saude e nutricdo do hospedeiro, ou pelo uso de probioticos,
prebi6ticos e simbi6ticos™®),

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes na microbiota do trato intestinal e desempenho
zootécnico de alevinos de tilapia do Nilo (Orechromis niloticus) alimentados com dietas
suplementada com uma cepa de bactéria acido-lactica isolada de Tilapias do Nilo.

Material e Métodos

O experimento foi realizado nos meses de marco e abril de 2013, com duragcdo de 35 dias, no
Laboratdrio de Aquicultura do Instituto Federal Catarinense — Campus Araquari, Araquari, Santa
Catarina, Brasil. Este trabalho seguiu todas as diretrizes da pratica de eutandsia do CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal), protocolo n® 0006/2013.

Para a selecdo da bactéria &cido-lactica, foram coletados trés alevinos de Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) saudaveis, oriundos do Laboratério de Aquicultura do Instituto Federal
Catarinense — campus Araquari, com peso médio de 43 g. Os alevinos foram anestesiados com 6leo
de cravo (1%) e eutanasiados por meio da sec¢do da medula espinhal, amostras do trato intestinal
foram retiradas com assepsia, maceradas com solugdo salina estéril 0,65% de NaCl (SSE) e
semeadas em placas de Petri com meio de cultura Agar Man Rogosa Sharpe®® modificado por
Ramirez et al.®®, assim como descrito por Jatoba et al.®). A cepa isolada foi identificada
bioquimicamente (API 50-CHL, bioMérieux).
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Apos identificacdo, a cepa de bactéria acido-lactica foi submetida a teste de inibicéo in vitro, contra
bactérias patogénicas (Vibrio harveyi, V. anguillarum, V. alginolyticus, Enterococcus durans,
Micrococcus luteus e Escherichia coli) para animais aquaticos. Utilizou-se 0 método de Tagg e
McGiven'” adaptado por Ramirez et al.*®, no qual placas de Petri contendo meio Agar MRS foram
semeadas com uma das cepas de bactéria acido-lactica isolada anteriormente e incubadas a 35 °C
por 48h; em seguida, foram retirados trés discos de Agar MRS de 0,8 cm de diametro contendo as
cepas de bactérias acido-lacticas e colocados em meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA),
semeado com um dos patdgenos. O processo foi repetido para todas as cepas isoladas. Essas placas
foram incubadas a 30 °C por 24h, pelo método de Tagg e McGiven” descrito por Jatoba et al.®.
Os resultados foram comparados com os dados do mesmo autor.

A dieta experimental foi misturada com a bactéria acido-lactica crescida em meio de cultura MRS, na
concentragdo de 4,6x108 unidade formadora de colénia (UFC).mL™, na proporgdo de 100 mL kg™ de
racdo em pd comercial (proteina bruta 45%, umidade 10%, gordura 8%, fibra bruta 2,8%, fosforo
1,5%, tamanho 1 mm, extruda, Guabi Brasil). A mistura foi incubada durante 24h a 35 °C em
recipiente hermeticamente fechado. Apds este periodo, os recipientes contendo as ragdes foram
abertos e secados em estufa por 24h a 35 °C. A racdo do tratamento controle foi aspergida apenas
com meio de cultura MRS estéril. Para a quantificacdo de bactérias acido-laticas na ragdo, foram
realizadas cinco diluigdes seriadas fator 1:10. A dieta suplementada com a bactéria acido-lactica foi
considerada apta para uso, quando a contagem foi acima de 1x10” UFC.g™.

Os alevinos de Tildpia do Nilo (O. niloticus) foram oriundos do Laboratério de Aquicultura do
Instituto Federal Catarinense — cdmpus Araquari. Os mesmos foram obtidos através de reproducédo
natural e coletados para posterior reversdao sexual por meio do fornecimento de 60 mg de
metiltestosterona por kg de racéo, de acordo com a metodologia de Shelton et al.(®),

Um total de 120 alevinos de tilapias nilotica sexualmente revertidos com peso médio inicial de
0,13+0,03 g foram distribuidos em seis caixas de polietileno (40 L), vinte peixes por unidade
experimental, divididos em dois tratamentos: alevinos alimentados com dieta suplementada com
bactérias acido-laticas e controle, em triplicata. As caixas estavam em um sistema de recirculacao,
equipadas com filtro bioldgico, e mantidas a temperatura constante (28 — 29 °C).

Os alevinos eram alimentados quatro vezes ao dia (08:00, 11:00, 13:00 e 16:00 h), ad libitium. A
temperatura e oxigénio dissolvido foram monitorados duas vezes ao dia (09:00 e 15:00 h).
Amostras de agua foram coletadas e semeadas em meio de cultura Agar MRS; para se identificar a
presenca de bactérias acido-lacticas na agua, as variaveis da qualidade da &gua pH, total de amonia
dissolvida, nitrito, e nitrato® foram avaliadas semanalmente e as biometrias de todos os alevinos
foram realizadas. ApOs este processo, os alevinos retornam a mesma unidade experimental.

Apbs cinco semanas de cultivo, foram avaliados peso final, comprimento, ganho em peso semanal,
sobrevivéncia, biomassa final, eficiéncia alimentar, e influéncia das bactérias acido-lacticas no trato
intestinal dos alevinos.

Para avaliagdo no trato intestinal, no 35° dia do experimento, foi encerrada a alimentagdo. Apos 24h
de jejum, foi coletado um pool de cinco peixes de cada unidade experimental. Os peixes foram
anestesiados com 0leo de cravo (1%) e eutanasiados por meio da seccdo da medula espinhal,
amostras de aproximadamente 1,0 g do trato intestinal foram retiradas com assepsia para pesagem e
maceracdo com o mesmo volume de SSE, cinco dilui¢Ges seriadas (fator 1:10) foram realizadas
para semeadura em placas de Petri com meio de cultura TSA e Agar MRS, para contagem de
bactérias totais e bactérias acido-lacticas, respectivamente.
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Para confirmar a presenca da bactéria &cido-lactica oferecida na dieta no trato intestinal dos
alevinos, algumas col6nias foram coletadas da placa de contagem e identificadas bioquimicamente
(APl 50-CHL, bioMérieux). O perfil bioquimico obtido foi comparado com o da bactéria acido-
lactica utilizada no experimento.

Os dados foram previamente submetidos a analise de Bartlett para verificacdo da homogeneidade de
variancia. Os dados microbioldgicos foram transformados em logx+1). Posteriormente, foram
submetidos ao teste “t”. Todos os testes utilizaram um nivel de significancia de 5%,

Resultados e Discussao

Dos alevinos de tilapia do Nilo, foram isoladas cinco cepas de bactérias acido-lacticas, todas Gram
positivas, trés classificadas morfologicamente como cocos, um bacilo e um bacilococos. Entre as
cepas isoladas, o bacilos demostrou um baixo crescimento, inferior a 10° UFC.ml"* em condicdes
laboratoriais, sendo descartada, pois a manutencdo e sua taxa de crescimento sdo critérios de
selecdo para bactérias probi6ticas®V). O bacilococos foi identificado bioquimicamente, com 99,9%
probabilidade para Lactobacillus plantarum. Diversos autores®711-14.21.22) demonstraram o potencial
probidtico de bactérias &cido-lacticas, em especial os lactobacilos.

O L. plantarum isolado neste trabalho demonstrou uma boa capacidade inibitéria contra Vibrio
harveyi (16,0 cm), V. anguillarum (14,0 cm), Enterococcus sp. (15,0 cm), V. alginolyticus (13,0
cm), Micrococcus luteos (22,0 cm), Escherichia coli (20,0 cm), sendo seus resultados melhores que
os observados por Jatoba et al.®) e Vieira et al.Y). Outra vantagem na sua utilizacio é a reducéo no
risco do desenvolvimento de resisténcia microbiana frente aos antibiéticos, como ja registrada para
Enterococcus sp. frente & oxitetraciclina e eritromicina®), e para Vibrio harveyi, V. anguilarum e
V. alginolyticus frente oxitetraciclina®.

Na alevinagem de tilapias ndo foram observadas diferencas significativas nas variaveis de qualidade
de &gua entre os tratamentos, sendo registrados os valores méaximos e minimos, durante o
experimento, para oxigénio dissolvido (4,5 — 5,8 mg.L™), temperatura (28,1 — 29,6 °C), pH (7,2 —
7,4), amonia (0,0 — 0,3 mg.L™), nitrito (0,0 — 0,2 mg.L™?) e nitrato (0,0 — 0,1 mg.L1). Este fato esta
relacionado com o sistema de recirculacdo, pois todas as unidades experimentais estavam ligadas no
mesmo sistema, homogeneizando os parametros de qualidade de dgua. A presenca do nitrato na
agua demostra que o processo de nitrificacdo estava ativo, convertendo amonia em nitrito e nitrito
em nitrato®,

N&o foi detectada a presenga de bactérias acido-lacticas na agua das unidades experimentais
alimentadas com ou sem dieta suplementada com bacterias acido-lacticas. Este fato demostra que,
apesar de os peixes estarem num sistema de filtros Gnico, as bactérias ndo interferiram no
tratamento controle. Este resultado corroborou o de Jatoba et al.("), que ofereceu dieta probidtica
para tilapia do Nilo (O. niloticus) cultivada em sistema de policultivo com camardes marinhos
(Litopenaeus vannamei) em um mesmo tanque e ndo observou a presenca de bactérias acido-
lacticas na &gua. E possivel concluir que a agua de cultivo ndo oferece os nutrientes necessarios
para esta bactéria se manter em concentracdes viaveis.

Os alevinos de tilapia do Nilo alimentados com dieta suplementada com bactérias probioticas
apresentaram maior ganho em peso semanal, comprimento, biomassa final e eficiéncia alimentar em
relacdo aos alevinos alimentados com a dieta controle (Tabela 1). Apesar da maior sobrevivéncia
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(96,67%) nos alevinos tratados com probioticos em relacdo ao controle (86,67%), a diferenca nao
foi considerada significativa.

A melhora da eficiéncia corroborou os achados de Jatoba et al.(’, que observaram eficiéncia
alimentar 13,6% maior em tilapias do Nilo alimentadas com dieta suplementada com L.
plantharum. Esses resultados podem estar associados com a capacidade de as bactérias acido-
lacticas aumentarem a digestibilidade das dietas, como observado por Skrede et al.?® em salm&o do
Atlantico alimentado com dieta suplementada com Lactobacillus sp., assim como pelas alteracdes
na morfometria do intestino, como o aumento do tamanho, largura e do ndmero das
microvilosidades, e na espessura das células epiteliais de revestimento e numero de células
caliciformes da mucosa intestinal®2”, permitindo uma melhor absorgéo dos nutrientes dos alevinos
de tilapia alimentados com dietas suplementadas com L. plantarum.

Tabela 1: Indices zootécnicos de alevinos de tilapia do Nilo (Oreochremis miloticus)
alimentados com dieta com ou sem suplementacio de probidticos

C . Tratamento Significincia

Indices Zootécnicos Controle Probidtico g )
Peso Médio Final (g) 5,30+ 0022 5.40 + 0.05°% 0,001
Comprimento Medio Final (cm) 3,14+ 0,182 3.52+£007k 0.013
Crescimento Semanal (g semanal) 086 £ 0018 0.90+0.01k 0.002
Sobrevivéncia (%) 86.67 = 7.64° 96.67 £ 2.89° 0,051
Biomassa Final (g) 106,24 + 4 04b 9391 £ 795 0,025
Eficiéncia Alimentar 1,65+ 0,082 1,91 + 006" 0.013

*Diferentes letras na linha indicam diferencas significativas (p=0,03) entre o3 tratamentos no teste-t.

A utilizacdo de probidticos e seus efeitos sobre os indices zootécnicos geram resultados
controversos. Meurer et al.?® e Suzer et al.®® ndo observaram incremento no ganho em peso,
respectivamente, para tilapias alimentadas durante 30 dias com Saccharomyces cerevisiae e para
Sparus aurata alimentados com Lactobacillus ssp.. Ja Lara-Flores et al.®®, Wang et al.GY e Jatoba
et al.() observaram melhora do desempenho zootécnico das tilapias resultante do uso de
probidticos, enquanto Carnevali et al.??), utilizando Lactobacillus ssp. isoladas do robalo europeu
(Dicentrarchus labrax), registraram maior ganho em peso, de 60,0 a 85,0 mg, nos rolabolos
alimentados com dieta suplementada com probidtico contra 47 mg no tratamento controle.

No trato intestinal dos alevinos de tilapia do Nilo foram observados um maior nimero de bactérias
acido-lacticas, 3,5x10* UFC e 1,1x10? UFC por g de trato, e menor nimero de bactérias totais,
5,8x10° UFC e 5,2x10" UFC por g de trato intestinal, para peixes alimentados com dieta
suplementada com probiotico, em relacdo aos alimentados com dieta controle (Figura 1). Essas
alteracdes na microbiota do trato intestinal ja foram observadas em diversos animais aquaticos
quando submetidos a tratamentos probidticos®71+132327) e normalmente, elas sdo acompanhadas
de um aumento no ndmero de eritrécitos, células brancas (especialmente linfofitos) no sistema
circulatério, sugerindo que os alevinos alimentados com a dieta probidtica estejam com uma melhor
“imunocompeténcia”, ou seja, sistema imunologico mais preparado para combater alguma
enfermidade ou adversidade que possa surgir no ambiente de cultivo, que os animais alimentados
com dieta sem probiotico (controle).
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No tratamento probidtico, as bactérias &cido-lacticas encontradas no trato intestinal foram reisoladas
e identificadas como L. plantarum, com 99,9% de probabilidade, e mesmo perfil bioquimico das
bactérias suplementadas na dieta, sugerindo ser a mesma cepa de bactéria suplementada na dieta.

m Probiotico

Controle

0,0 - T
Bactérias T otais Bactérias acido-lacticas

Figura 1. Unidade formadora de colénia (UFC) por g de trato intestinal de alevinos de tildpia do Nilo

(Oreochromis niloticus) alimentados com dieta com ou sem suplementacio de probidticos. Diferentes
letras indicam diferencas significativas (p=0,05) entre os tratamentos no teste-t.

Conclusao

O Lactobacillus plantarum exerce funcdo probidtica para alevinos de tilapia do Nilo (Oreochomis
niloticus), sendo indicado para incrementar a produtividade, eficiéncia alimentar e peso final dos
alevinos, sem alterar a qualidade de agua do sistema de produg&o.
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Errata.

Na tabela 1, pagina 49, onde Ié-se:

Biomassa final (g), na columa Controle, 106,24 + 4,04 e na coluna Probiotico, 93,91 + 7,95
Deve-se ler:

Biomassa final (g), na coluna Controle 93,91 + 7,95 e na coluna Probiético, 106,24 + 4,04
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