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RESUMO

Como uma estratégia no controle de doengas, o uso de bactérias benéficas tem sido sugerido
em substituicdo ao uso de antibioticos no cultivo de camardo. O termo probio6tico foi definido
para aquelas células microbianas que s&o administradas de modo a entrar no trato
gastrointestinal e manterem-se vivas, com a finalidade de melhorar a satde do hospedeiro. As
bactérias probidticas estdo inseridas no grupo dos biocontroladores, tendo potencial para
substituir os antibioticos por ndo poluir o ambiente, ndo selecionar cepas resistentes, além de
possibilitar um melhor crescimento de pds-larvas de camardo em laboratdrio. Esta pesquisa
teve por finalidade avaliar o efeito de probiotico comercial no cultivo de larvas de camardo
Litopenaeus vannamei cultivadas na Maricultura Viana, um laboratério comercial de
producdo de pos-larvas de camardo localizado no municipio de Séo Cristévao, Sergipe. Foram
realizados dois tratamentos, sendo que um deles consistiu na utilizacdo do probiotico
comercial Epicin G2, e o outro foi o tratamento controle (sem o uso de probiético), com trés
repeticdes cada um. O experimento teve duracdo de 19 dias, nas fases de nauplio 5 até pds-
larva 10. Os pardmetros pH, temperatura e salinidade da 4gua foram controlados durante todo
0 periodo de crescimento das larvas de camardo, 0s quais mantiveram-se estaveis na faixa de
conforto para a espécie Litopenaeus vannamei, com pequenas varia¢es ndo significativas, em
valores compativeis com o bem-estar dos animais. Os resultados obtidos revelam que o
tratamento com probio6tico comercial apresentou melhores resultados que o grupo controle, ja
que influenciou positivamente na sobrevivéncia do camardo Litopenaeus vannamei, obtendo-
se uma média de 65,3%, e evitou a ocorréncia da doenca infecciosa, denominada sindrome do
camarao bioluminescente, que sugere-se ter sido responsavel pela mortalidade em massa das

larvas de camardo do tratamento controle.

Palavras-chave: Antibidticos. Probioticos. Litopenaeus vannamei. Camardo Marinho.

Larvicultura.



ABSTRACT

As a strategy in disease control, the use of beneficial bacteria has been suggested as a
substitute for the use of antibiotics in the shrimp cultivation. The term probiotic has been
defined for those microbial cells which are administered so as to enter the gastrointestinal
tract and remain alive for the purpose of improving the host health. Probiotic bacteria are
included in the group of biocontrollers and it have potential to replace antibiotics because they
do not pollute the environment, do not select resistant strains, and allow a better growth of
shrimp post-larvae in the laboratory. The objective of this research was to evaluate the effect
of commercial probiotic in the larvae cultivation of the Litopenaeus vannamei at Maricultura
Viana, a commercial laboratory of marine shrimp post-larvae production, located in S&o
Cristdvao, Sergipe. It was realized two treatments, being that one consisted in the utilization
of the commercial probiotic Epicin G2, and the other was the control treatment (without the
use of probiotic), with three replicates each. The duration of the experiment was 19 days, of
the larval stages nauplii 5 to post-larvae 10. The parameters pH, temperature and salinity were
controlled during the entire growth period of the shrimp larvae, which remained stable in the
comfort range for the species Litopenaeus vannamei, with small non-significant variations, in
values compatible with animal welfare. The results showed that the treatment with
commercial probiotic presented better results than the control treatment, since it positively
influenced on the survival of Litopenaeus vannamei shrimps, with average value of 65,3%,
and avoided the occurrence of the infectious disease, called bioluminescent shrimp syndrome,
which is suggested to have been responsible for mass mortality of the shrimp larvae of the

control treatment.

Keywords: Antibiotics. Probiotics. Litopenaeus vannamei. Marine shrimp. Larvicultura.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de camardes marinhos encontra-se em constante desenvolvimento no
mundo, e atualmente consiste em uma alternativa para suprir a demanda de camardes gerada
pelo aumento do consumo e pela estagnacao da producao pesqueira (FONSECA et al., 2009).
A producéo brasileira de camardes marinhos vem crescendo significativamente nos ultimos
anos, destacando-se a regido Nordeste como principal polo produtor (POERSCH et al., 2006).

Atualmente, a maior parte dos cultivos de camardo encontra-se em areas costeiras, o
que aumenta significativamente os custos de implantacdo de uma fazenda, em razdo do
elevado valor das terras. Uma alternativa para diminuir os custos é o cultivo de espécies
marinhas em regiGes mais ao interior do pais, com agua de baixa salinidade em relacdo a do
mar (SOWERS et al., 2005). Entre as espécies de camardes cultivados, o Litopenaeus
vannamei tem se destacado, em decorréncia de ser uma espécie eurihalina (MENDES et al.,
2006).

Segundo a Associacao Brasileira de Criadores de Camardo (ABCC, 2013), Ceara e
Rio Grande do Norte sdo, historicamente, os estados com a maior producdo de camardes em
cativeiro do Brasil. Em 2013, detiveram juntos, 78,7% da producéo nacional, seguidos pelo
Piaui (5,7%), Pernambuco (5%), Bahia (4,7%), Sergipe (3,8%), Paraiba (1,3%), Santa
Catarina (0,3%), Parana (0,1%), Maranhao (0,1%), Para (0,1%) e Espirito Santo (0,1%).

Na tentativa de controlar infeccdes bacterianas, ou mesmo a presenca de potenciais
bactérias patdgenas nos sistemas de larvicultura, a utilizacdo de componentes antimicrobianos
(antibidticos) vem sendo realizada principalmente na América Latina e no Sudeste Asiatico,
onde existem poucas restricbes para o uso destes produtos (GOMEZ-GIL; ROQUE;
TURNBULL, 2000). Entretanto, o emprego de antibiéticos tem um sucesso limitado na
prevencdo ou cura das doencas em animais aquaticos (RAVI et al., 2007). Muitas vezes, 0
antibidtico é aplicado como tratamento profilatico, mesmo sem a evidéncia de algum
patdgeno, o que possibilita a resisténcia dos vibrios ou de outras bactérias aos antibioticos,
aumentando a viruléncia desses patégenos (MORIARTY, 1999).

Como uma estratégia no controle de doencas, o uso de bactérias beneficas
(probioticos) tem sido sugerido em substituicdo ao uso de antibioticos (GATESOUPE, 1999;
RAVI et al., 2007). O termo probi6tico foi definido por Gatesoupe (1999) para aquelas células
microbianas que sdo administradas de modo a entrar no trato gastrointestinal e manterem-se
vivas, com a finalidade de melhorar a satde do hospedeiro. Segundo 0 mesmo autor, existem

micro-organismos denominados bioremediadores, 0s quais atuam na qualidade da agua, e
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micro-organismos denominados biocontroladores, sendo esses usados como antagonicos ao
crescimento de organismos patogénicos. As bactérias probidticas estdo inseridas no grupo dos
biocontroladores. De acordo com Vieira et al. (2000), as bactérias probioticas tem potencial
para substituir os antibiéticos por ndo poluir o ambiente e ndo selecionar cepas resistentes,
além de possibilitar um melhor crescimento de pds-larvas de camardo em laboratorio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de probidtico comercial (Epicin G2) no cultivo de larvas de camarao

marinho (Litopenaeus vannamei) em um laboratorio no municipio de S&o Cristovao/SE.
2.2 Objetivos Especificos
e Verificar a influéncia do uso de probiético comercial na sobrevivéncia de larvas de

camardo marinho Litopenaeus vannamei.

e Observar a eficiéncia do uso de probidtico comercial no controle de enfermidades.
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista os aspectos negativos da utilizacdo de antibidticos na carcinicultura,
tais como a selecdo de bactérias resistentes, impacto no ambiente e efeitos organicos adversos,
tanto em animais como em humanos, o mercado tem vislumbrado outros métodos de
profilaxia e remediacdo de enfermidades em camarfes causadas por bactérias. O uso de
probidticos é uma pratica que vem sendo adotada como alternativa para reduzir ou eliminar o
emprego de antibidticos na larvicultura.

Em alguns laboratdrios de cultivos de larvas, o uso de probi6tico é adotado como uma
medida de remediacao de ocorréncia de enfermidades, sem avaliar sua eficiéncia no controle
da flora patogénica contaminante. Este trabalho busca avaliar o0 uso de probidtico comercial
no cultivo de larvas de camardo em um laboratério no municipio de Sdo Cristévao/SE,

visando incentivar a préatica constante do uso de probidtico pelo estabelecimento.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Carcinicultura brasileira

A carcinicultura € um dos segmentos da aquicultura com grande crescimento nas
ultimas décadas (ANDREATTA; BELTRAME, 2004). A carcinicultura como se conhece
hoje no Brasil € uma atividade recente, mas suas origens remontam a década de 70 (TORRES,
2015).

A producdo de camardo no Brasil, em 2013, foi de 85.000 toneladas. A producéo
brasileira de camardo marinho esta concentrada nas regides Nordeste (99,3%), Sul (0,6%) e
Norte (0,1%). Na regido Nordeste, o Ceara é o principal produtor, seguido por Rio Grande do
Norte, Bahia, Pernambuco, Piaui, Sergipe, Paraiba, Santa Catarina, Maranhdo, Alagoas, Para,
Parand e Rio Grande do Sul, como descrito na Tabela 1 (ABCC, 2013).

Tabela 1 — Ranking da producéo brasileira de camardo, por unidade de federacéo.

Estado Producdo em 2011 (t)
CE 31.982
RN 17.825
BA 7.050
PE 4.309
Pl 3.079
SE 2.973
PB 1.530
SC 276
MA 253
AL 170
PA 56
PR 47
RS 21

Fonte: Adaptado de ABCC (2013).

A carcinicultura no estado de Sergipe é marcada por dois aspectos basicos: (i) a
apreciavel expansdo da atividade entre os levantamentos de 2004 e 2011, principalmente em
numero de produtores e em area cultivada; os produtores passaram de 69 para 224 e a area de
514 para 1.040 hectares, 225% e 102%, respectivamente, os dois maiores crescimentos
relativos da carcinicultura brasileira; e (ii) a predominancia do micro produtor, em 2011, com
77,6% do total de produtores do Estado, equivale a uma das maiores proporgdes entre as

Unidades Federativas produtoras de camardo. Essas duas caracteristicas permitem afirmar que
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a carcinicultura sergipana é, em geral, de pequena unidade de producdo ou empresa familiar
(ABCC, 2013).

Sdo 13 os municipios de Sergipe onde se cultiva o camardo marinho, cuja fonte de
captacdo de &gua € predominantemente de origem estuarina, com alguns empreendimentos
utilizando aguas do Rio S&o Francisco. No municipio de Nossa Senhora do Socorro esta
concentrado o maior numero de produtores. Embora a area de cultivo seja maior nos
municipios de Nossa Senhora do Socorro, Pacatuba, Itaporanga e Sdo Cristovéo, a producao

esta razoavelmente bem distribuida entre os principais municipios (ABCC, 2013).
4.1.1 Larvicultura

O processo de produgdo de camardes marinhos consiste em manutengdo no banco de
reprodutores, maturacdo dos reprodutores, copula e desova, incubagdo da desova e ecloséo,
larvicultura, pré-bercéario, bercario, engorda, despesca e abate (SANTOS JUNIOR, 2014). A

Figura 1 mostra o ciclo de vida do camaréo.

Figura 1 — Ciclo de vida do camarao.
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Fonte: http://www.oocities.org/br/estevesneto2001/25zo0/stbz/pp.htm

Os representantes do género Penaeus apresentam 0s seguintes estagios larvais:
nauplio, protozoéa, misis e pos-larva. Na Tabela 2 estdo representados as abreviaturas e o
numero de subestagios larvais existentes em cada um desses estagios.



16

Tabela 2 — Estéagios larvais de camardes marinhos.

Estagios NUmeros de Subestagios Abreviacdes
Nauplio 50u6 N1, N2, N3, N4, N5, N6
Protozoéa 3 71,272,273

Misis 3 M1, M2, M3
Pds-larva Indefinido PL1, PL2, PL3,...

Fonte: Adaptado de Barbieri Janior e Ostrensky Neto (2001).

O desenvolvimento embrionério do camardo se encerra com a eclosdo de uma larva
chamada de nauplio, o qual apresenta 5 ou 6 subestagios, conforme a espécie cultivada (5 no
caso de Litopenaeus vannamei). A identificacdo de quase todos os estagios e subestagios
larvais dos camardes deve ser feita com auxilio de um microscopio 6tico (BARBIERI
JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2001).

O primeiro subestagio de nauplio (N1) pode ser identificado com base na observagdo
da existéncia de dois espinhos caudais (também chamados de setas furcais) e a ndo existéncia
de sétulas (diminutas setas que surgem posteriormente ao lado das setas furcais). O subestagio
de protozdeal (Z1) caracteriza-se pela presenca de um par de olhos compostos, ainda nédo
separados e cobertos pela carapaca. A mancha ocelar, que era importante para orientar o
nauplio em direcdo a luz, ainda pode ser observada neste primeiro subestagio de protozoéa.
No estagio misis (M), a larva ja se assemelha a um minudsculo camardo, mas uma observacédo
mais atenta indicara que os apéndices abdominais ainda néo estdo formados. Por isso nadam
através da contracio do abddmen e para trds. E justamente a observacio e a analise dos
pledpodos que permite uma identificacdo segura dos subestagios de desenvolvimento das
misis. Anatdmica e fisiologicamente, as pds-larvas (PL’s) ainda ndo sdo exatamente iguais a
um camardo adulto. As branquias, por exemplo, ndo estdo completamente formadas e isso
interfere na sua capacidade de realizar osmorregulacdo. Em outras palavras, no inicio do seu
desenvolvimento, as PL’s tém dificuldades para suportar grandes e abruptas variagdes de
salinidade. Entretanto, ao contrario do que ocorre com 0s subestagios anteriores, a
diferenciacéo dos subestagios de PL é baseada em detalhes complexos e de dificil observacéo.
Assim, na fase de pos-larva a classificacdo dos subestagios € feita com base em um sufixo
numeral que leva em conta o nimero de dias decorridos desde a metamorfose para pés-larva.
Deste modo, uma larva chamada PL 7 atingiu o estagio de pds-larva ha 7 dias (BARBIERI
JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2001).

O cultivo do camardo envolve praticas de manutencdo da agua, do substrato e
diminuicdo do estresse dos animais (SILVA, 2007). Para o controle da qualidade da &gua e

diminuicdo do acimulo de metabdlitos e matéria orgénica, a partir do estagio de misis, sdo
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realizadas renovagdes de &gua diarias (com taxa que varia de 25 a 150%, de acordo com o
estagio larval).

Quase todas as etapas sofrem com perdas provenientes de doencas, que podem ser
causadas por virus, bactérias intracelulares, enterobactérias, fungos e protozoarios
(MORALLES; CUELLAR-ANJEL, 2008). Nos dultimos anos, as viroses tém sido
responsaveis pelas maiores perdas econdmicas na carcinicultura mundial e brasileira.

Mesmo sem sofrer problemas, um ciclo de larvicultura tem a média de sobrevivéncia
de 50%, logo, qualquer artificio que aumente a sanidade e, consequentemente, a
sobrevivéncia se torna importante (ANDREATTA, 2012).

4.2 Principais enfermidades do camardo cultivado

A enfermidade do camardo é definida como qualquer alteracdo adversa na saude ou
desempenho zootécnico de individuos ou de uma populacdo de camardes. Em geral, para que
as enfermidades infecciosas se manifestem é necessario que o agente etiologico esteja
presente no ambiente de cultivo e que, de certa maneira, 0 camardo esteja com seu sistema
imunologico comprometido por algum tipo de adversidade ambiental. Nesse contexto, as
Boas Praticas de Manejo e as Medidas de Biosseguranca surgem como uma ferramenta que
funciona mediante a adocdo de praticas proativas para a prevencao e o controle dos agentes
causadores das enfermidades e, quando possivel, para sua completa eliminacdo (ABCC,
2013).

As enfermidades que acometem camardes cultivados podem ser classificadas, quanto a
natureza, em enfermidades de origem infecciosa e ndo infecciosa. As enfermidades de origem
infecciosa sdo aquelas provocadas por agentes transmissiveis, a saber: virus, bactérias, fungos
e protozoarios. As enfermidades de origem ndo infecciosa, por sua vez, sao as causadas por
agentes ndo transmissiveis, a saber:

e Pesticidas presentes no solo e na agua de cultivo: praguicidas (inseticidas e
herbicidas) e metais pesados. Por pertencerem ao grupo dos artrépodes, insetos e camardes se
apresentam como organismos semelhantes, o que impde a estes Ultimos uma especial
sensibilidade a presenca de inseticidas transportados pelas aguas durante o periodo de chuvas;

e CondigOes extremas no ambiente de cultivo, bem como: condi¢Ges anormais de
temperatura, OD, pH, salinidade, desequilibrio ionico, alcalinidade, H.S, entre outros

parametros importantes;
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e Desastres ambientais: como o0s que afetam o meio ambiente e que sdo provocados

por tempestades, furacdes, tsunamis e terremotos.

No Quadro 1 encontram-se as principais enfermidades infecciosas do camardo

cultivado no Brasil.

Quadro 1 — Enfermidades infecciosas do camaréo cultivado no Brasil.

TIPO DE PATOGENO

ENFERMIDADE

NOME VULGAR

VIRUS

TSV- VIRUS DA SINDROME DE
TAURA

SINDROME DE TAURA

WSSV - WHITE SPOT SINDROME
VIRUS*

SINDROME DA MANCHA
BRANCA ou ENFERMIDADE
DA MANCHA BRANCA

IHHNV -
HIPODERMAL E
HEMATOPOIETICA*

INFECCAO
NECROSE

SINDROME DO NANISMO

BP — BACULOVIRUS PENAEI

BACULOVIROSE

IMNV - MIONECROSE | NIM - NECROSE
INFECCIOSA VIRAL* INFECCIOSA MUSCULAR.
MICROSPORIDIOSE CAMARAO ALGODAO

. INFESTACAO POR GREGARINAS | INFESTACAO POR

PROTOZOARIO GREGARINAS
COLONIZACAO BRANQUIAL BRANQUIAS SUJAS
NHP - HEPATOPANCREATITE | CAMARAO CALCA
NECROSANTE* FROUXA
VIBRIOSE VIBRIOSE

BACTERIAS BACTERIAS FILAMENTOSAS INFESTACAO DE

BRANQUIAS E CARAPACA

PSEUDOMONIOSE PSEUDOMONIOSE
AEROMONIOSE AEROMONIOSE

FUNGOS FUSARIOSE FUSARIOSE

LANGENIDIOSE

LANGENIDIOSE

OBS: As enfermidades acima grifadas (*) estéo listadas na OIE — Organizagéo Internacional de Epizootias.

Fonte: Lima (2011 apud ABCC, 2013).

O aparecimento de enfermidades por patdgenos oportunistas € um dos principais

problemas no cultivo de camarédo (SILVA, 2007). Com o aumento da comunidade bacteriana,

ocorre desequilibrio nas popula¢@es causando riscos a satde animal, principalmente em pds-

larvas, cujo género Vibrio é um dos causadores de perdas na producdo aquicola, e é

encontrado naturalmente em sistemas estuarinos e marinhos (AGUIRRE-GUZMAN;
VAZQUEZ-JUAREZ; ASCENCIO, 2001).

InfeccBes por Vibrio spp. sdo conhecidas na carcinicultura e apresentam sinais clinicos

caracteristicos, embora ndo patognoménicos, tais como:

letargia, perda de apetite,

hepatopancreas manchados e necroticos com a presenca de agregacao de células digestivas,

descoloracdo do corpo, amarelecimento do tecido branquial, manchas brancas no masculo
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abdominal, melanizacdo, necrose e inflamacdo de o6rgdos (branquias, coracdo) e algumas
vezes luminescéncia (MAYER, 2011).

4.3 Uso de antibiotico na larvicultura

No Brasil, 0 uso de antibidticos na piscicultura é baseado na Instru¢cdo Normativa n°
42, de 20 de dezembro de 1999 (BRASIL, 1999), que considera a aplicacdo de tetraciclina,
eritromicina e oxitetraciclina. Nos camardes, estes mesmos antibioticos sdo recomendados
como profilaticos contra o agente da Necrose hepatopancreatica (NHP) e em doencas
causadas por bactérias psicrofilas (CARVALHO et al., 2009). Entretanto, de acordo com o
Guia Préatico da Sanidade dos Animais Aquéticos publicado pelo Conselho Regional de
Medicina Veterindria de Minas Gerais, 0 uso de biocidas é proibido em aquicultura
(CARVALHO; PEREZ; JARDIM, 2006).

Esta situacdo tem alertado para a necessidade da criacdo de medidas profilaticas e
terapéuticas mais eficazes, ambientalmente corretas e que ndo tragam risco a saude humana.
O controle de doencas na aquicultura exige, cada vez mais, uma abordagem efetiva e
ambientalmente segura. O aumento da resisténcia bacteriana aos antibioticos utilizados
mundialmente tem estimulado a investigacdo de meios alternativos para o controle de
patdgenos, como por exemplo, o uso de micro-organismos benéficos.

A prética do uso de antimicrobianos pode influenciar na evolucdo de bactérias
resistentes a antibidticos, sendo assim ha interesse da industria em monitorar e banir o uso dos
mesmos. Um recurso alternativo é utilizar micro-organismos com efeitos probidticos nas
fazendas de cultivo. Um dos principais grupos de bactérias testados no cultivo de camardes
tem sido dos géneros Vibrio e Bacillus (GOMEZ-GIL; ROQUE; TURNBULL, 2000).

4.4 Probioticos

O conceito atual de probiotico mais utilizado é o de Fuller (1989), que o define como
“um suplemento alimentar microbiano vivo que afeta beneficamente o hospedeiro animal por
melhorar seu balango microbiano intestinal”. Salminen et al. (1999) propuseram defini-lo
como “preparagdes de células microbianas ou componentes de células microbianas que
tenham efeito benéfico na salde e bem-estar do hospedeiro”, podendo ser viaveis ou nio,
sendo esta definicdo ndo restrita ao uso de probidticos no alimento.

A caracteristica das bactérias probioticas que mais se destaca é a capacidade de

sobrevivéncia ao trato gastrointestinal; ndo provocar toxicidade e nem ser patogénico ao
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homem e nem aos animais; apresentar estabilidade durante o periodo de estocagem,
permanecer viavel por longos periodos em condi¢cBes normais de armazenamento e ter
capacidade de competir contra bactérias intestinais ndo desejaveis, demonstrando efeitos
positivos ao hospedeiro (FERREIRA et al, 2012).

Os probidticos apresentam como mecanismos de acao: a) a exclusdo competitiva; b) a
utilizacdo de fontes de nutrientes e enzimas, disponibilizando-as e contribuindo para a
digestdo; e, mais recentemente admitido, c) a influéncia benéfica sobre a qualidade da agua.
Durante o ciclo produtivo dos camardes, niveis elevados de bactérias Gram-positivas podem
minimizar o acimulo de particulas de carbono orgéanico dissolvido (o que é bem descrito para
o Bacillus sp.), melhorando a qualidade da &gua, a sobrevivéncia e a velocidade de
crescimento dos animais, além de incrementar o status sanitario dos juvenis e de reduzir a
concentracdo  de  vibrios patogénicos no meio (DALMIN; KATHIRESAN;
PURUSHOTHAMAN, 2001).

4.4.1 Utilizacdo de probi6ticos no cultivo de larvas

As bactérias do género Bacillus tém sido usadas como probidtico nos cultivos de
camardo, atuando como um biocontrole para reduzir a carga de vibrios no hospedeiro e no
ambiente de cultivo (RENGPIPAT et al., 2000). Algumas espécies de Bacillus sao facilmente
encontradas em sedimentos marinhos e naturalmente presentes nas branguias, cuticula e trato
intestinal de organismos bentdnicos, tais como os camarbes (SHARMILA; ABRAHAM;
SUNDARARAJ, 1996). A partir de estudos sobre a utilizacdo de bactérias probidticas no
cultivo do L. vannamei, Gullian e Rodriguez (2002) evidenciaram que as bactérias benéficas
da microflora intestinal sdo competidoras em potencial de cepas patogénicas.

Muitos estudos revelaram aspectos positivos na utilizacdo de micro-organismos
probidticos, incluindo, por exemplo: reducdo do nimero de patégenos e melhora na qualidade
da agua (ALFONSO et al., 1997), melhora do apetite e/ou desempenho das espécies
cultivadas (DECAMP; MORIARTY, 2005; VIEIRA et al., 2007), reducdo de mortalidade
(MORIARTY, 1998; RENGPIPAT et al., 1998; VASEEHARAN; RAMASAMY, 2003;
RAVI et al., 2007; VIEIRA et al., 2007), diminuicdo da microbiota patogénica intestinal
(GULLIAN; THOMPSON; RODRIGUEZ, 2004; TORO, 2005), e maior resisténcia as
doencas (PATRA; MOHAMED, 2003; SOTOMAYOR; BALCAZAR, 2003; ABRAHAM,
2004).
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5 METODOLOGIA

O estudo foi realizado na MARICULTURA VIANA, um laboratorio comercial de
producdo de pds-larvas de camardo localizado no municipio de Sdo Cristovao, Sergipe. A
espécie utilizada no experimento, que teve duracdo de 19 dias, foi o camardo marinho L.
vannamei, nas fases de nauplio (N5) até pos-larva 10 (PL10).

Foram aplicados dois tratamentos, onde um deles consistiu na utilizacdo de um
probidtico comercial e o0 outro sem o uso de probiotico, com trés repeti¢cbes cada um. O
tratamento com o probidtico consistiu na adi¢cdo do probidtico comercial Epicin G2 (Epicore
Networks Eastampton, Estados Unidos), contendo Bacillus subtilis, B. licheniformis,
Lactobacillus acidophilus, B. pumilus e Saccharomyces cerevisiae. As concentragdes
utilizadas foram 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 5 ppm e 1ppm, nas fases de Z1-Z3, Z3-M2, M2-PL2,
PL2-PL3, PL3-PL5, respectivamente, conforme protocolo estabelecido pela empresa.

A &gua estuaria utilizada foi captada para o reservatorio de sedimentacdo e apds 48
horas foi transportada para o reservatorio de filtracdo, passando pelos filtros de areia e carvéo,
onde a agua foi clorada a 5 ppm e mantida sob forte aeracdo pelos filtros até a evaporacgéo do
cloro, ficando assim apta para o inicio da producéo.

Nauplios em estagio 5 (N5), em salinidade de 35%o, foram obtidos em um laboratdrio
de reproducdo e producdo de larvas de L. vannamei da Barra dos Coqueiros - SE e
transportados em bolsas plasticas com 15 litros de dgua na densidade de 250.000/bolsa até o
local da larvicultura. Em seguida, foram lavados, até que toda a agua do transporte fosse
renovada pela agua utilizada na larvicultura, e aclimatados, durante duas horas, a temperatura
ambiente, para a salinidade de 34%., salinidade utilizada no cultivo em funcdo das
caracteristicas da dgua captada no ambiente pelo laboratério.

Posteriormente, foram transferidos para seis recipientes de cultivo com volume de 15
L de &gua; cada recipiente recebeu aproximadamente 2.500 nauplios, resultando na densidade
de estocagem inicial de, aproximadamente, 166,7 individuos/L. A &gua de cultivo foram
adicionadas as microalgas Chaetoceros muelleri e Thalassiosira fluviatilis nas concentragdes
de 50 células/mL (no estagio N5), 60 células/mL (no estagio Z1), 70 células/mL (no estagio
Z2), 90 células/mL (no estagio Z3), 60 células/mL (no estagio M1), 60 células/mL (no estagio
M2) e 50 células/mL (no estagio M3).

Os recipientes de cultivo, com aeragdo constante, comecaram a receber a adigéo de
probidticos 12 horas ap6s o povoamento, com adi¢Oes diarias e manejo alimentar conforme o

protocolo da empresa.
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Em todas as unidades experimentais, diariamente, foram efetuadas contagens em
camara de Neubauer para determinar as densidades das microalgas utilizadas (Chaetoceros
muelleri e Thalassiosira fluviatilis), realizando-se a complementacdo das mesmas sempre as
9h e 16h, com o objetivo de manter as densidades, anteriormente estipuladas, nos tanques de
cultivo. No estdgio de Protozoea 1, foi iniciada a oferta de racGes industrializadas. O manejo
alimentar seguiu o protocolo determinado pela empresa, que consistiu na oferta de nauplios de
Artemia a partir do estagio de Misis 1 (M1), com complementacdo de dieta seca nos estagios
de Misis e Pds-larva. Os nduplios de Artemia congelados e vivos foram ofertados,
respectivamente, de M1 a PL1 e de PL2 a PL5.

Os parametros fisico-quimicos (salinidade — %o e temperatura — °C) foram controlados
diariamente, sendo verificados as 8h e 16h, enquanto o pH foi medido nos estagios de
Protozoea 1, Misis 1, PL1, PL5 e PL10. A salinidade foi monitorada atraves de refratbmetro
(STX-3, Vee Gee Scientific), a temperatura com termémetro e o pH, com pHmetro (pHep5,
Hanna instruments). Foram controlados a temperatura fazendo o fechamento da superficie
com o auxilio de um pléastico para fazer com que a luz solar aqueca o plastico e esquente a
agua ocorrendo um aumento de temperatura, a salinidade foi controlada com a adi¢do de agua
doce ou salgada dependendo da salinidade, e 0 pH com auxilio de meio &cido ou base para
controlar o pH.

Ao final do experimento foi mensurado o percentual de sobrevivéncia final de acordo
com a metodologia adaptada de Silva et al. (2009 apud COSTA et al., 2016), conforme
equacao a sequir:

Sobrevivéncia (%) = (N#N;i) x 100

Em que: Ni = NUmero de larvas no inicio do experimento; Nf = Numero de p6s-larvas
estimadas no final do experimento.

Para determinar Nf, foram coletadas amostras de 1 L de agua dos recipientes de
cultivo, onde foi drenada a agua com auxilio de uma peneira. Em seguida, as p6s-larvas foram
colocadas em uma pedra de ceramica branca para contagem das mesmas. Posteriormente, foi

estimado o namero total de pos-larvas presentes em cada recipiente.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo o periodo do crescimento das larvas de camardo (19 dias), os valores de
pH, temperatura e salinidade da &gua dos recipientes mantiveram-se estaveis na faixa de
conforto para a espécie Litopenaeus vannamei, com pequenas variagdes ndo significativas, em
valores compativeis com o bem-estar dos animais (BOYD, 2000, 2002; VINATEA, 1997;
HERNANDEZ; NUNES, 2001; COSTA et al., 2010), como pode ser observado na Tabela 3

Os valores demonstrados na Tabela 3 sdo referentes as médias dos resultados
observados neste estudo, onde C1, C2 e C3 referem-se as trés repeticbes do tratamento
controle (sem o uso de probiotico) e P1, P2 e P3 referem-se as trés repeti¢cbes do tratamento
com o probidtico comercial Epicin G2.

A temperatura minima verificada as 8h00min foi de 26°C no recipiente C3 e a maxima
foi de 33°C no recipiente P3, jA a temperatura minima as 16h00min foi de 29°C nos
recipientes P1, P2 e P3 e a maxima foi de 32°C no recipiente C3 e P1. A salinidade variou de
27%o0 (P2 as 16h00min) a 33%. (C1l, C2, P1 e P3 também as 16h00min). O potencial

hidrogenidnico (pH) apresentou variacdo de 7,5 a 8,2.

Tabela 3 — Parametros fisico-quimicos (salinidade, temperatura e pH) da agua de cultivo.
Parametros Cl Cc2 C3 P1 P2 P3
Temperatura (°C)
(8h00Min) 30,0 £0,5 29,1+0,4 27,309 31,0x0,9 30,1+0,7 32,0#1,0
Temperatura (°C)
(16h00min)
Salinidade (%)
(8h00min)
ini 0
Salinidade — (%0) 350,08  320+08 201+1,0 32,0:07 29,0415  32,0%0,7
(16h00min)
pH 8,0+0,1 76+0,1 79+0,1 8,0+0,1  8,1%0,1 7,910,1
Fonte: elaborado pelo autor

30,1+0,4  30,1+0,4 31,0+0,9 31,0+0,9 30,0+0,5 30,0+0,5

31,0£0,5 30,1+0,4 31,0+05 30,0+0,5 31,0+0,5 31,0+0,5

Os parametros de qualidade da agua (pH, salinidade e temperatura), ficaram dentro
dos niveis aceitaveis para a espécie Litopenaeus vannamei (BOYD; GAUTIER, 2000), a qual
resiste e se desenvolve bem em varia¢des de salinidade de 5 a 55%0 (ROCHA ¢ MAIA, 1998).
Com relagdo a temperatura, Rocha e Maia (1998) afirmam que as regides Nordeste e Norte do
Brasil apresentam patamar ideal para esta atividade, com os camardes desenvolvendo-se bem
na faixa de 26° a 32°C. Ainda de acordo com esses autores, viveiros estuarinos geralmente

apresentam valores de pH que variam de 8,0 a 9,0, indices considerados ideais pelos mesmaos.
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6.1 Percentual de sobrevivéncia

Os resultados obtidos ap0s os calculos da taxa de sobrevivéncia das larvas de camarao
submetidas aos dois tratamentos testados neste estudo estdo mostrados na Tabela 4.

Pode-se observar que a sobrevivéncia média das larvas que foram alimentadas com
probidtico foi de 65,3%. Com relacdo as larvas que nédo receberam tratamento com probidtico,
houve 100% de mortalidade em todos os trés recipientes de cultivo, constatada no estagio
PL1. Esses resultados revelam que o uso de probidtico influenciou positivamente na

sobrevivéncia das larvas de camardo marinho L. vannamei.

Tabela 4 — Percentual de sobrevivéncia das larvas de camaréo.

Variaveis Cl1l C2 C3 P1 P2 P3
Individuos Inicial/L (N;) 166,7 166,7 166,7 166,7 166,7 166,7
Individuos Final/L (Nf) 0 0 0 116,7 103,3 106,7
Sobrevivéncia (%) 0 0 0 70 62 64
Mortalidade (%) 100 100 100 30 38 36

Fonte: elaborado pelo autor

Os dados obtidos neste estudo diferem dos encontrados por Rego et al. (2012) que
compararam o efeito da utilizacdo de probidtico e antibiético no cultivo de pés-larvas do
camardo branco Litopenaeus vannamei. Os autores observaram que ndo houve diferenga
significativa quanto a sobrevivéncia das poés-larvas entre os tratamentos com adicdo de
probidtico (Bacillus spp.), com antibiético e tratamento controle, obtendo-se percentuais
médios de 77,7%, 75,9% e 74,8%, respectivamente.

Entretanto, em trabalho realizado por Guo et al. (2009), a utilizag&o de B. fusiformis
no cultivo de L. vannamei promoveu uma maior sobrevivéncia (87,9%) das larvas do que o
tratamento controle (41,2%). Os autores sugerem que esta baixa sobrevivéncia das larvas sem
adicdo de B. fusiformis ocorreu devido a presenca de espécies de Vibrio na larvicultura.

Para Saulnier et al. (2000), entre as bactérias potencialmente patdgenas, as do género
Vibrio sdo frequentemente associadas com baixas taxas de sobrevivéncia em larviculturas ou
sistemas de engorda.

Em sistemas de larvicultura comercial, o percentual de sobrevivéncia é um fator
relevante, pois esté relacionado com a produtividade, os lucros obtidos e, consequentemente,

com a viabilidade econdmica da atividade.
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6.2 Controle de enfermidades

Embora ndo tenham sido realizadas analises microbioldgicas para identificacdo da
contaminagdo por Vibrio nas larvas de camardo nos diferentes tratamentos realizados, 0s
resultados mostrados no item anterior sugerem a ocorréncia de enfermidades nas larvas
submetidas ao tratamento controle, no qual a taxa de mortalidade foi de 100%.

Através de teste qualitativo realizado in loco, observou-se que nos recipientes de
cultivo do tratamento controle, as larvas de camardo foram acometidas pela sindrome do
camardo bioluminescente. Esse teste foi realizado a noite onde, com as luzes apagadas,
fechou-se os olhos e contou-se até 10. Em seguida, abrindo-se os olhos, pode-se observar que,
nos recipientes de cultivo do tratamento controle, as larvas de camardo apresentavam emissao
de luminescéncia.

De acordo com Leite (2011), algumas espécies microbianas de importancia sanitaria e
econémica possuem linhagens bioluminescentes, como por exemplo, Vibrio cholerae, agente
da cdlera, e Vibrio harveyi, causadora da sindrome do camardo bioluminescente. O grupo
Vibrio harveyi esta presente disperso em aguas ocednicas ou associado a alguns animais
marinhos, e a maioria de suas espécies é potencialmente patogénica (GOMEZ-GIL et al.,
2004).

Para Chrisolite et al. (2008), a maioria das bactérias bioluminescentes pertencentes ao
género Vibrio é de relevancia epidemioldgica, pois pode vir a desenvolver linhagens
patogénicas tanto para o homem quanto para os animais, principalmente os de origem
marinha. O Vibrio harveyi é considerado microbiota normal de camardes saudaveis, mas pode
tornar-se virulento e causar altas taxas de mortalidade em fazendas de cultivo de camardo em
todo o mundo, além de causar doengas em ostras, dentre outros animais.

Dessa forma, suspeita-se que a mortalidade em massa das larvas de camardo
cultivadas nos tanques correspondentes ao tratamento controle tenha sido decorrente da
ocorréncia da sindrome do camardo bioluminescente, provocada pela contaminacdo por
bactérias do género Vibrio. Com isso, pode-se afirmar que o uso do probiotico comercial foi
benéfico no controle de enfermidades nas larvas de camardo, conforme confirmado pela taxa
de sobrevivéncia média de 65,3%.

A microbiota interna dos animais aquaticos cultivados estd relacionada e €
influenciada pela comunidade bacteriana presente no ambiente de cultivo, interferindo
totalmente na nutricdo, imunidade e resisténcia a doencas. Dessa forma, para que 0s

organismos aquaticos permanecam saudaveis, repercutindo positivamente na producdo, €
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necessario um propicio ambiente de cultivo, que pode ser conseguido, por exemplo, através

da adicdo de bactérias benéficas.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho revelam que o tratamento com probiotico
comercial apresentou melhores resultados que o grupo controle (sem adicdo de probidtico), ja
que influenciou positivamente na sobrevivéncia dos camardes marinho Litopenaeus vannamei
e evitou a ocorréncia da doenca infecciosa, denominada sindrome do camardo
bioluminescente, que suspeita-se ter sido a responsavel pela mortalidade em massa das larvas
de camardo do tratamento controle.

Dessa forma, pode-se concluir que o emprego de probidtico traz beneficios para a
sanidade das larvas de camardo cultivado, contribuindo para a melhoria da produtividade do
laboratério e para a obtencdo de produtos seguros para o consumidor, além de seguir
principios de aquicultura responséavel.

Sugere-se que estudos futuros sejam realizados com o0 objetivo de investigar a
presenca de possiveis bactérias patdgenas do género Vibrio, provaveis responsaveis pelos

resultados relatados.
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