Utilizacao de bactérias acido-lacticas isoladas do trato intestinal
de tilapia-do-nilo como probiético
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi isolar bactérias acido-lacticas do intestino de tildpias-do-nilo, e
avaliar seu potencial probidtico. Foram isoladas cepas de bactérias acido-lacticas, e foi avaliada a inibigao aos
patdgenos in vitro. As cepas com os melhores resultados foram identificadas e utilizadas no experimento de
colonizacdo do trato intestinal de tildpias-do-nilo, via suplementagdo na dieta, em delineamento inteiramente
ao acaso, com trés tratamentos e quatro repeticdes. Foram avaliados: o total de bactérias, as bactérias acido-
lacticas, Vibrio ssp. e Pseudomonas ssp. A cepa com melhor resultado foi utilizada na infeccdo experimental,
em delineamento inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2x3: dieta suplementada com a cepa e dieta-
controle; e os peixes ndo submetidos a injecdo, peixes submetidos a inje¢do de solucdo salina e a injecdo
de Enterococcus durans, com trés repeti¢des. Foram avaliados os parametros hematoldgicos. As duas cepas
identificadas foram: Lactobacillus plantarum e Lactobacillus brevis, que colonizaram o trato intestinal de
tilapias, contudo L. plantarum teve menor numero total de bactérias e de Pseudomonas ssp. Foi observado
maior nimero total de eritrdcitos, trombocitos, leucocitos, linfocitos, neutrdfilos e mondceitos, em peixes
alimentados com L. plantarum e submetidos a injecdo de E. durans. O L. plantarum tem efeito probidtico e
melhora o sistema imune das tilapias.

Termos para indexagdo: Enterococcus durans, Lactobacillus plantarum, Oreochromis niloticus, hematologia,
infeccdo experimental.

Lactic-acid bacteria isolated from the intestinal tract
of Nile tilapia utilized as probiotic

Abstract — The objective of this work was to isolate lactic-acid bacteria from the intestines of Nile tilapia,
and to assess their potential as probiotic. Strains of lactic-acid bacteria were isolated, and inhibition against
pathogens was evaluated in vitro. Strains with best results were identified and used in tilapia intestinal tract
colonization experiment through supplementation in the diet, in a completely randomized design, with three
treatments and four replicates. Total number bacteria, lactic-acid bacteria, Vibrio ssp. and Pseudomonas ssp.
were evaluated. The strain with best result was used for experimental infection, in a completely randomized
design, in factorial arrangement 2x3: diet supplemented with strain and control diet; and fish not submitted to
injection, fish submitted to injection of saline solution, and fish submitted to injection of Enterococcus durans,
with three replicates. Hematological parameters were evaluated. Two strains were identified as Lactobacillus
plantarum and Lactobacillus brevis, which colonized fishes’ intestinal tract. However, L. plantarum had the
lowest number of total bacteria and of Pseudomonas ssp. Greater number of red blood cells, thrombocytes,
leukocytes, lymphocytes, neutrophils and monocytes were observed in fish fed with L. plantarum and submitted
to injection of E. durans. L. plantarum has probiotic effect on Nile tilapias and improve their immune system.

Index terms: Enterococcus durans, Lactobacillus plantarum, Oreochromis niloticus, hematology, experimental infection.

Introducao mente isoladas de surtos de mortalidades (Plumb, 1999;

No cultivo de tilapias, as bactérias Aeromonas spp., Moraes & Martins, 2004). As perdas na produgao,

Pseudomonas ~ fluorescens, ~ Vibrio  anguillarum, ~ €M razao de epidemias bacterianas na piscicultura,
Flavobacterium columnare, Edwardsiella tarda,  €xcedem 10 milhdes de dolares (Shoemaker & Klesius,
Streptococcus spp. e Enterococcus sp. sdo freqiiente-  1997).
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Para o controle das enfermidades bacterianas,
os antibioticos sdo comumente utilizados (Planas
et al.,, 1994). Porém, o uso inapropriado desses
quimioterapicos pode provocar a selecdo de algumas
cepas patogénicas resistentes (Vazquez et al., 2005),
além de ser fonte de poluicdo ambiental (Boyd &
Massaunt, 1999).

Os probiodticos sdo uma alternativa para reduzir a
utilizacdo de antibidticos na aqiiicultura. Gatesoupe
(1999) define probidtico para aqiliicultura como
“células microbianas que sdo adicionadas de uma
maneira que entrem no trato digestivo dos animais,
mantendo-se vivas, com o objetivo de melhorar a satide
do animal”. Os probidticos podem agir na prevencao
de enfermidades, e diminuir a carga bacteriana, por
exclusdo competitiva ou producdo de substancias
inibidoras, e podem estimular o sistema imunologico
dos animais, além de produzir enzimas digestivas
suplementares (Verschuere et al., 2000).

O uso de bactérias acido-lacticas como probioticos
se deve a sua capacidade de inibir o crescimento de
bactérias patogénicas pela produgdo de compostos
antibacterianos, como: bacteriocinas, peroxido de
hidrogénio, acido lactico e reuterim (Fuller, 1989).
Kumar et al. (2008) trabalharam com Bacillus
subtilis isolados de carpas e verificaram seu efeito
imunoestimulante em Labeo rohita. Vieira et al. (2007)
isolouuma bactéria acido-lactica de camardes marinhos
— Litopenaeus vannamei — adultos e observaram seu
efeito probiotico pelo aumento da resisténcia de larvas
da mesma espécie a infeccdo por Vibrio harveyi.
Assim, o isolamento e a sele¢do de bactérias benéficas
do trato intestinal de tilapias constituem-se importante
estratégia para o desenvolvimento de probioticos para
essa espécie.

O objetivo deste trabalho foi isolar cepas de bactérias
acido-lacticas presentes no intestino de tilapia-do-nilo
e verificar seu potencial probidtico.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Camaroes Marinhos, do Departamento de Aquicultura,
em conjunto com o Laboratéorio de Diagnostico
¢ Patologia em Agqiicultura, do Departamento de
Aqiiicultura da Universidade Federal de Santa Catarina,
de agosto de 2006 a margo de 2007.
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Para o isolamento de bactérias acido-lacticas, os
intestinos de sete tilapias saudaveis (232,0+42,7 g)
foram dissecados e macerados com solu¢ao salina estéril
0,65% de NaCl (SSE). Foram realizadas duas dilui¢des
seriadas fator 1:10, e foram semeadas em placas de
Petri com meio de cultura d4gar Man Rogosa Sharpe
(MRS) modificado por Ramirez et al. (2006). As placas
foram incubadas por 48 horas, em estufa a 35°C. Apods
aincubagdo, as colonias que se desenvolveram no meio
de cultura foram identificadas morfologicamente pelo
método de coloracdo de Gram. As colonias de interesse
(cocos e bacilos gram-positivos) foram semeadas em
novo meio de cultura dgar MRS, para isolamento por
esgotamento em placa.

O experimento de inibicdo in vitro de bactérias
acido-lacticas isoladas contra patogenos foi realizado
em delineamento inteiramente ao acaso, com trés
repeticdes. Os patogenos utilizados foram Vibrio
harveyi, V. anguilarum, V. alginolyticus, Enterococcus
durans, Micrococcus luteus e Escherichia coli. Utilizou-
se o método de Tagg & Mc Given (1971), adaptado por
Ramirez et al. (2006), pelo qual cepas de bactéria acido
lactica foram semeadas em placas de Petri com meio
agar MRS. Essas cepas foram isoladas anteriormente
e incubadas a 35°C, por 48 horas. Em seguida, foram
retirados trés discos de agar MRS, de 0,8 cm de
diametro, com as cepas de bactérias acido-lacticas,
e colocados em meio de cultura agar triptona de soja
(TSA), infestado com um dos patdgenos. Essas placas
foram incubadas a 30°C por 24 horas. O processo foi
repetido para todas as cepas de bactérias acido-lacticas
isoladas.

Ainibigao foi observada pelo halo produzido ao redor
dos discos de agar MRS, impregnados com as cepas de
bactérias acido-lacticas. Para comparagdo, foram reali-
zados antibiogramas com magnamicina, eritromicina,
enrofloxacina e oxitetraciclina contra as mesmas
bactérias patogé€nicas. As duas cepas, que apresenta-
ram os maiores halos de inibi¢do in vitro, em relagao
aos patogenos, foram identificadas bioquimicamente
com o kit API 50 CH e foram selecionadas para o
experimento de colonizagdo do trato intestinal de
tilapias-do-nilo, via suplementacdo na dieta.

Para o preparo da dieta experimental, a ra¢do foi
aspergida com as cepas de bactérias acido-lacticas,
crescidas em meio de cultura MRS, na concentragao de
1x10® UFC mL"', na propor¢ao de 100 mL kg™ de racao
comercial — Guabi 32% de proteina bruta, extrusada.
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A mistura foi incubada durante 24 horas, a 35°C, em
recipiente hermeticamente fechado. Apos esse periodo,
os recipientes com as ragdes foram abertos e secados
em estufa por 24 horas, a 35°C. Esse procedimento foi
repetido separadamente para as duas cepas de bactérias
selecionadas in vitro. A racao do tratamento-controle
foi aspergida apenas com meio de cultura MRS estéril.
Para a quantificagdo de bactérias acido-lacticas na
racdo, foram realizadas cinco diluigdes seriadas fator
1:10. As dilui¢des 10, 10* e 10~ foram aspergidas em
meio de cultura agar MRS modificado (Ramirez et al.,
2006). A contagem final de bactérias acido-lacticas,
nas rag¢des suplementadas com bactérias probidticas,
foi de 1x108 UFC g!, para ambas as cepas.

Para o experimento de colonizagdo do trato intestinal
de tilapias, pelas bactérias acido-lacticas, foram
utilizadas 12 tilapias (211,0+38,6 g) divididas em
12 aquarios de 100 L, com aeragdo e filtro biologico.
Foram utilizados trés tratamentos — duas cepas de
bactérias acido-lacticas e o controle —, com quatro
repetigdes, em delineamento inteiramente ao acaso.
Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, a
vontade. A temperatura da agua durante o experimento
foi de 22,4+2,3°C, pH 7,1+0,4 e oxigénio dissolvido,
4,340,6 mg L.

No quarto dia do experimento, suspendeu-se a
alimentacao e, apds 36 horas de jejum, foram retirados
os intestinos com assepsia para pesagem e maceracio
com o mesmo volume de solu¢do salina estéril.
Foram realizadas cinco dilui¢des seriadas fator 1:10
em tubos de ensaio com solugdo salina e aspergidas
em placas de Petri com meio de cultura TSA, agar
MRS, agar tiossulfato citrato bile sacarose (TCBS)
e agar cetrimide, para contagem de bactérias totais,
bactérias acido-lacticas, Vibrio ssp. € Pseudomonas
ssp., respectivamente.

Para a infec¢do experimental, foi utilizada a cepa
que apresentou os melhores resultados na colonizagio
do trato intestinal de tilapias. Foram utilizadas
54 tilapias (182,3+44,5 g) divididas em 18 tanques
com capacidade para 250 L, com aeracdo e filtro
bioldgico, em delineamento inteiramente ao acaso,
em esquema fatorial 2x3: dieta suplementada com a
cepa de bactéria acido-lactica e dieta-controle e peixes
ndo submetidos a injecdo, peixes submetidos a inje¢ao
de 500 uL de SSE e peixes submetidos a injecdo de
5x10% UFC de Enterococcus durans, suspensos em
500 pL de SSE, com trés repeticdes.

O in6culo de E. durans ATCC 19492 foi incubado
em tubos de ensaio, com meio de cultura liquido Luria-
Bertani (LB), a 30°C, por 24 horas. Apds esse periodo,
o inoculo foi centrifugado por 15 min a 10.000 g, e
o precipitado ressuspenso em 10 mL de SSE. Para
a contagem de E. durans, presente no inoculo,
foram realizadas cinco dilui¢des seriadas fator 1:10,
semeadas em placas com meio de cultura TSA, para
nova dilui¢cdo em SSE, a fim de atingir a concentragao
1x10% UFC mL".

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia,
a vontade, durante 14 dias, com ragdo-controle ou
suplementada com a cepa de bactéria acido-lactica.
Ap6s 24 horas de jejum, os peixes foram submetidos
as injecOes intraperitoneal de SSE ou de E. durans,
suspensos em 500 plL de SSE e, apos 48 horas,
foram coletadas as amostras. Durante os 16 dias de
experimento, a temperatura da dgua manteve-se em
23,3+1,7°C, o oxigénio dissolvido em 4,1+0,8 mg L
e o pH 7,2+0,7.

Para a coleta de amostras, nove peixes de cada
tratamento foram anestesiados com benzocaina —
50 mg L' — e cerca de 1 mL de sangue foi coletado
e duplicatas de extensdes sangiiineas foram coradas
com Giemsa/MayGrunwald (Rosenfeld, 1947), para
contagem diferencial de leucécitos e contagens totais
de trombocitos e leucdcitos. Uma aliquota foi utilizada
para a determinacao do hematocrito (Goldenfarb et al.,
1971), glicose (Accu-Chek Advantage 2 Roche), € o
restante foi armazenado em frascos de vidro no gelo,
para quantificar o numero total de eritrdcitos em
hemocitdmetro. Os niimeros totais de trombocitos e
leucocitos foram obtidos na extensdo sangiliinea pelo
método indireto (Martins et al., 2008).

Para as analises estatisticas, os valores das contagens
microbiologicas foram transformados para log(x + 1).
Os dados foram submetidos a analise de variancia.
Uma vez encontrada a diferenga entre os tratamentos,
as médias foram comparadas, pelo teste Student-
Newman-Keuls, a 5% de probabilidade (Zar, 1986).

Resultados e Discussao

Dasseis cepasisoladas, duas apresentaram os maiores
halos de inibi¢ao, com média de 15,7 mm (Tabela 1), e
foram identificadas como: L. platarum e L. brevis, com
99,9 ¢ 97,4% de probabilidade, respectivamente.

Neste trabalho, ambas as espécies de Lactobacillus
apresentaram inibi¢do semelhante a eritromicina.
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Li et al. (2006) também observaram efeito inibitorio
de bactérias probidticas semelhante ao antibidtico
clorafenicol. Todos os halos produzidos pelas bactérias
acido-lacticas superaram o da oxitetraciclina, que é
um dos antibidticos permitidos para uso veterinario e
largamente utilizado na aqiiicultura (MacMillan, 2001).
Segundo Petersen & Dalsgaard (2003), Enterococcus sp.
apresenta resisténcia a oxitetraciclina e eritromicina, ¢ é
uma bactéria considerada boa indicadora de resisténcia
microbiana. Este trabalho permitiu sugerir V. harveyi,
V. anguilarum e V. alginolyticus como boas indicadoras
de resisténcia microbiana contra oxitetraciclina por ndo
terem sidos inibidas.

Nas tilapias alimentadas com dieta suplementada
com L. plantarum houve menor niimero de bactérias
totais no intestino, em relagdo a L. brevis (p<0,05),
porém o numero de bactéria totais no trato intestinal dos
peixes-controle nao diferiu em ambos os tratamentos
suplementados com bactérias acido-lacticas (p>0,05)
(Tabela 2).

A contagem de Vibrio ssp. ndo diferiu entre os
tratamentos (p>0,05). E a contagem de bactérias
acido-lacticas, no intestino das tilapias alimentadas
com asragoes suplementadas com ambos Lactobacillus,
foi maior do que nos animais-controle (p<0,05). Peixes
alimentados com L. plantarum apresentaram menor
(p<0,05) contagem de Pseudomonas sp. no trato
intestinal, o que pode estar associado a capacidade das
cepas de bactérias probiodticas em inibir o crescimento
de bactérias patogénicas, também comprovado por
Vieira et al. (2007).

A microbiota bacteriana intestinal de organismos
aquaticos, ao contrario dos organismos terrestres,
¢ constituida predominantemente por bactérias

gram-negativas (Gomez-Gil etal.,2000), e pode variar
de acordo com o ambiente, escassez de algum nutriente
ou pelo uso de bactérias probidticas (Gatesoupe,
2008). Em tilapia, os Vibrio ssp. normalmente
dominam, porém neste trabalho foi observado que
os peixes que receberam racdo suplementada com
bactérias acido-lacticas apresentaram uma alteracao, e
passaram a apresentar grande populagdo de bactérias
acido-lacticas. A reduc@o na contagem de Vibrio sp.
pode estar relacionada a capacidade de as bactérias
acido-lacticas, suplementadas a ragfo, produzirem
substancias inibidoras (Ramirez et al., 2006; Vieira
et al., 2007), tais como: substincias bactericidas de
alto (bacteriocinas) e baixo (reuterinas) peso molecular
(Fooks & Gibson, 2002), acido lactico e acido acético
(Vazquezetal., 2005) e peroxido de hidrogénio (Sugita
et al., 2007). Outro possivel mecanismo de inibicdo
pode ser a exclusdo competitiva por nutrientes e espaco
(Goémez-Gil et al., 2000), ou alteragdo do metabolismo
microbiano no intestino (Gatesoupe, 2008).

Nao houve alteracdo na percentagem de hematocrito
com os tratamentos. Esse resultado foi semelhante ao
de Welker et al. (2007), em tilapias nao infectadas
experimentalmente, contrariando os resultados de
Rehulka (2002), que observou aumento na percentagem
de hematocrito de peixes infectados por Aeromonas
sobria e A. caviae.

Paraos parametros hematologicos de contagemtotal e
diferencial dos leucocitos, houve interacao significativa
(p<0,05) entre os fatores: peixes alimentados com dieta
suplementada com L. plantarum e controle; e peixes
ndo submetidos a injecdo, peixes submetidos a injecdo
de 500 puL de SSE e peixes submetidos a injecao de
5x10° UFC de E. durans suspensos em 500 uL de SSE.

Tabela 1. Valores médios dos halos de inibicdo (mm) de bactérias acido-lacticas e de antibiogramas contra cepas de bactérias

patogénicas®.

Cepas bacteriana®/ Vibrio harveyi Vibrio Vibrio Enterococcus sp.  Micrococcus Escherichia Média
antibidtico anguillarum alginolyticus luteus coli

L. plantarum l4c 14b 14b 18b 19¢ 16e 15,7
L. Brevis 12d 12¢ 16a 12¢ 16f 18d 15,7
J5 12d 12¢ 14b 18b 20e 18d 14,3
J6 12d 12¢ 13¢ 13e 20e 22b 15,3
J7 12d 12¢ 10d 14d 16f 16e 13,2
I8 12d 12¢ 15b 13e 22d 20c 15,6
Magnemicina 20a 14b 14b 2la 38a 14f 20,2
Eritromicina 15b 16a 16a 18b 34b 16e 19,2
Enrofloxacina 10e 12d 10d 16¢ 26¢ 24a 16,3
Ocxitetraciclina of Oe Oc of 34b 20c 9,0

(DMédias seguidas de letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Student-Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. ®J5, J6, J7 e J8: cepas de

bactérias dcido-lacticas ndo identificadas.
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Tanto o nimero de eritrécitos quanto o total de
trombocitos foi maior (p<0,05) em animais alimentados
com L. plantarum e submetidos a inje¢ao de E. durans
(Tabela 3). Possivelmente, a suplementagdo com
probiotico favoreceu a maior producdo dessas células
em resposta a infec¢do, e ndo deixou que a infecgdo
afetasse a hematopoiese (Barham et al.,, 1980).
A adicao de L. plantarum na ragio deve ter estimulado
a produgdo de trombocitos quando os peixes foram
infectados experimentalmente com E. durans. Além
de aglutinacdo, essas células estdo envolvidas na
defesa e na resposta inflamatéria (Matushima &
Mariano, 1996). Barham et al. (1980) ¢ Rehulka
(2002) observaram menores valores de eritrocitos
para peixes infectados com Aeromonas sp., em trutas,
diferentemente do observado neste trabalho, em que
os peixes alimentados com rag@o-controle e infectados
experimentalmente com £E. durans obtiveram o0s
mesmos valores do tratamento em que 0s peixes
ndo foram infectados. Esses dados corroboram os de
Harikrishnan et al. (2003) e Martins et al. (2008) com
carpas e tilapias infectadas por Aeromonas hydrophila
e Enterococcus sp., respectivamente.

Os peixes alimentados com L. plantarum e
submetidos a injecdo de SSE e E. durans apresentaram

Tabela 2. Contagens bacterianas no intestino de tilapias-do-
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os maiores (p<0,05) totais de leucocitos comparados
aos demais (Tabela 3). Este resultado corroborou
os observados por Pathiratne & Rajapakshe (1998),
em Etroplus suratensis, infectados pela sindrome
ulcerativa epizodtica, e Harikrishnan (2003), em
carpas comum, infectadas com 4. hydrophilla. Por sua
vez, dieta-controle, peixes submetidos a injecdo de
SSE e E. durans apresentaram 0s menores niimeros
dessas células. A reducdo nos totais de leucocitos, nos
animais alimentados com dieta-controle e submetidos
a infecgdo de E. durans, esta de acordo com o relatado
por Garcia et al. (2007), em juvenis de tambaqui
infectados experimentalmente com A. hydrophila. Essa
reducdo pode estar relacionada a migragdo de células
para o sitio inflamado.

Na contagem diferencial de leucoécitos, os peixes
alimentados com racdo suplementada com L. plantarum
¢ nao submetidos a injecdo e os submetidos a inje¢do
de E. durans apresentaram os maiores numeros de
linfocitos circulantes. Mais uma vez, os nimeros de
neutrofilos e de monocitos foram significativamente
maiores apds a alimentacdo com L. plantarum e a
injecdo de E. durans (Tabela 3).

Pathiratne & Rajapakshe (1998) observaram
que ciclideos, infectados pela sindrome ulcerativa

nilo alimentadas com ragdo comercial ndo suplementada

(controle), ragdo suplementada com Lactobacillus plantarum e com Lactobacillus brevis™.

Tratamento Contagem bacteriana (log UFC mL™")

Bactérias totais Bactérias acido-lacticas Vibrio ssp. Pseudomonas ssp.
Controle 7,68+0,98ab 2,66+0,42b 5,36+0,95a 3,81+0,21a
Ragdo com L. plantarum 6,35+0,87b 5,60+1,36a 5,38+0,32a 1,60+1,94b
Ragdo com L. brevis 8,06+0,94a 6,31+0,62a 5,52+1,34a 4,83+0,56a

(DMédias=erro-padréo seguidas de letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Student-Newman-Keuls, a 5% de probabilidade; dados transformados

para log(x +1).

Tabela 3. Parametros hematologicos em tilapias-do-nilo alimentadas ou ndo com ragdo suplementada com Lactobacilus

plantarum e infectadas ou ndo com Enterococcus durans™.

Tratamento Glicose Eritrocitos  Trombocitos Leucocitos Hematocrito  Linfocitos  Neutrofilos  Mondcitos
(mgdL")  x10°pL") e (x10° pL1)-mo (%) (x10° uL™h

Dieta-controle e peixe ndo

submetido a inje¢do 96,3+449a 1,46£0,03b  35,4+£3,1b  13,7£1,6bc 31,143,0a 6,631£0,70b  6,39+0,84a  0,24+0,24b

Racao com L. plantarum e peixe

nao submetido a injegdo 150,3+11,3a  1,15+0,05b 28,0+1,9b 15,1+1,6abc  30,8+2,9a 12,47+1,4la 6,471£0,24b  0,66+0,04b

Dieta-controle e peixe submetido a

injegdo de SSE 106,6£29,5a  1,18£0,08b  26,9+1,9b  12,0£1,6¢ 26,5+2,9a 5,33+1,13b  6,3840,53b  0,05£0,01b

Racao com L. plantarum e peixe

submetido a injegdo de SSE 58,4+4,4a  1,26£0,09b  30,6£3,6b  20,1£3,1ab 29,743 ,4a 7,98+1,93b  6,85£0,91b  0,08+0,03b

Dieta-controle e peixe submetido a

injegdo de E. durans 59,349,5a  1,42£0,10b  36,2+3,9b  10,9£1,6¢ 33,3+2,0a 7,53+1,25b  4,40+0,87c  0,73£0,24b

Ragdo com L. plantarum e peixe

submetido a injegdo de E. durans 63,248,3a  1,96£0,13a  474+14a 223%l4a 25,142,1a 15,3940,99a  8,8540,39a  1,4740,24a

(WMédias=erro-padrao seguidas de letras iguais nao diferem entre si pelo teste Student-Newman-Keuls, a 5% de probabilidade; SSE: solugao salina estéril.
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epizodtica, apresentaram aumento no numero de
neutrofilos, contrariamente ao observado neste trabalho,
em que os animais alimentados com dieta-controle e
nao submetidos a inje¢do, e peixes alimentados com
racdo suplementada com L. plantarum e submetidos
a infeccdo de E. durans ndo divergiram nos valores.
Carneiro et al. (2002) ressalta que o aumento no
numero dessas células pode ser indicador de estresse,
juntamente com outros parametros.

A contagem de monocitos foi superior nos peixes
do tratamento que recebeu dieta suplementada com
L. plantarum e submetidos a infeccao de E. durans.
Resultado semelhante foi encontrado por Aly et al.
(2008) com tilapias, em que o numero de monocitos,
a atividade fagocitaria e a atividade da lisozima foi
superiornos peixes alimentados comdietasuplementada
com Lactobacillus acidophilus. Kumar et al. (2008)
também observaram aumento na contagem de
monocitos em Labeo rohita, alimentado com Bacillus
subtillis apds uma infec¢do com 4. hydrophila. Estes
resultados sugerem que a dieta suplementada com
esses probiodticos pode melhorar a resposta do sistema
imune inespecifica do hospedeiro.

As tilapias alimentadas com ragdo com L. plantarum
apresentaram aumento significativo nos totais de
leucécitos (19,19+1,51x10° cel uL') e linfocitos
(17,13£1,31x10? cel pL") circulantes, em relagdo aos
peixes do tratamento-controle—12,23+0,93x 103 cel pL-!
e 10,93+0,65x10° cel uL!, para leucdcitos e linfocitos
respectivamente. Assim, o maior nimero de leucocitos
totais nos peixes alimentados com ragao suplementada
com L. plantarum, além de sua capacidade de
colonizar e alterar a microbiota intestinal sugere seu
efeito probiotico. Diferentemente, Kumar et al. (2008)
observam redugcdo no numero de linfocitos para
L. rohita, alimentado com B. subtillis apds infecc¢ao
com A. hydrophila. Welker et al. (2007) ndo observaram
diferenca no nimero de leucdcitos circulantes em
tilapias-do-nilo, alimentadas com diferentes doses de
lactoferrina bovina e infectadas com A. hydrophila.

Aly et al. (2008) ndo observaram diferencas no
hematocrito em tilapias alimentadas com B. subtilis
e L. acidophilus, assim como neste trabalho. A nio
alteracdo da taxa de glicose e do hematocrito nos
peixes alimentados com L. plantarum indica que
todos os animais sofreram o mesmo efeito do estresse
provocado pelo manejo da injegao.

A suplementag@o de probiodtico (L. plantarum) na
ragdo pode ter induzido a maior produgdo ou liberagao
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de leucdcitos totais e de linfocitos circulantes, fato que pode
ser interessante para a resposta inespecifica em relagdo as
infeccdes. Mesmo sem entrar em contato com o sistema
sanguineo do hospedeiro, as bactérias dcido-lacticas podem
interagir diretamente com as células imunes, através de
células especializadas do epitélio do intestino, como
as células-M, e induzir a ativagdo e a multiplicagao das
células responsaveis pela defesa (Gill, 2003).

Conclusoes

1. As cepas de Lactobacillus platarum e L. brevis
isoladas do intestino de tilapia-do-nilo t€ém potencial
probiotico.

2. A cepa de L. plantarum isolada possui efeito
probiotico, pois inibi bactérias patogénicas, coloniza
o trato intestinal ¢ melhora a resposta inespecifica do
sistema imune de tildpia-do-nilo.

3. O uso de L. plantarum é uma forma de controle
preventivo de enfermidades bacterianas.
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