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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um priabddcom bactérias
oriundas do trato digestério de camardes marinHda®penaeus
vannamei avaliando seu uso na larvicultura e engorda.rRasaladas
10 cepas do trato digestério de camarbes, e aqepapresentou os
melhores resultados na selecdo vitro foi identificada como
Lactobacillus plantarum A adicdo desta cepa na dieta modificou a
microbiota bacteriana intestinal de larvas e adutle L. vannamei
diminuindo a populacdo débrio spp. Na larvicultura, a suplementacao
da dieta comL. plantarumresultou no aumento da sobrevivéncia e
maior resisténcia das larvas ao desafio\fibrio harveyi.Na engorda
em agua clara, camarfes alimentados com dietanseplada coni.
plantarum apresentaram maior sobrevivéncia apés o desafio \éom
harveyie maior contagem total de hemdcitos e atividadigtingnte do
soro. No cultivo comercial, houve aumento na sdbéecia e
diminuicdo da conversao alimentar nos viveiros a@fitados com dieta
suplementada coin plantarumapds 75 dias de cultiv® L. plantarum
isolado pode ser utilizado como probiético paraannameipois altera
beneficamente a microbiota intestinal de larvadeltes, aumenta a
resisténcia dos animais ao desafio c®n harveyi e melhora a
sobrevivéncia da larvicultura e engorda comercial.

Palavras-chaves.Litopenaeus vannameilactobacillus plantarum
camardes marinhos, larvicultura, engorda, microigiial.






ABSTRACT

The aim of this work was to isolate acid-lactic teai@ from the
intestines ofLitopenaeus vannamend evaluate its use as probiotic on
marine shrimp hatchery and growing performance. I8nbacterial
strains were isolated from the intestines of shramg the strain with the
best resultsn vitro was identified ad.actobacillus plantarum The
addiction of this bacterium in the diet did altae tintestinal bacterial
microbiota on marine shrimp larvae and adults,dducingVibrio spp
population. In hatchery, the diet supplemented with plantarum
increased shrimp larvae survival and resistanceVitwio harveyi
challenge. Shrimps feed with diet supplemented Wwitplantarumhad
higher survival to challenge witid. harveyiand higher total hemocytes
count and serum agglutinating activity after chajle. The use of.
plantarum supplemented diet resulted in increased surviva feed
efficiency on shrimp ponds. The plantarumisolated has modified the
intestinal microbiota of larvae and adults, andeased the resistance of
animals when challenged agaiivstharveyi Moreover, it improved the
survival in hatchery and commercial ponds, shoviregypotential to be
used as a probiotic far. vannamei

Keywords: Litopenaeus vannamelLactobacillus plantarum marine
shrimp, hatchery, growing performance, microbiology
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1 INTRODUCAO

A carcinicultura marinha é hoje uma das maioresistrihs da
aquicultura brasileira e mundial. O volume coméizaao
mundialmente ultrapassa 3 milhdes de toneladashétks de ddlares
(FAO, 2008). O maior entrave para a manutencdo iddkes de
produtividade da carcinicultura sdo as enfermidagescipalmente as
de origem virais como o virus da mancha branca WYS@rus de
Taura (TSV), virus da cabeca amarela (YHV) e vitasmionecrose
infecciosa (IMNV)(LIGHTNER, 2005). Contudo, as emédades
bacterianas também podem causar perdas importaotaziltivo de
camardes, além serem possiveis gatilhos para onddgenento das
doencas virais (AUSTIN, AUSTIN, 2007).

O ambiente aquatico é normalmente dotado de umeblniica
em equilibrio, composta por bactérias benéficasutras para o animal
de cultivo, bem como de bactérias patogénicas atdrigs e
oportunistas (SCHULZE et al., 2006). Em tanques cdéiivo de
camarfes marinhos, este equilibrio microbiol6gicdepser quebrado
por préticas inadequadas de manejo, levando dgreajio de bactérias
patogénicas (KARUNASAGAR et al.,, 1994). Dentre agemtas
bacterianas que afetam camarfes marinhos, dest®casieausadas por
Vibrio spp. Diversas espécies dabrio ja foram reportadas como
patogénicas para camardes covfibrio damsela(SONG et al., 1993),
V. harveyi (PASHARAWIPAS et al., 2005),V. nigripulchritudo
(GOARANT et al., 2006)Y. orientalis(ABRAHAM, PALANIAPPAN,
2004),V. alginolyticus(VANDENBERGHE, 1998, BUGLIONE-NETO
et al.,, 2010),V. panaecida(Costa et al., 1998)V. furnissii e V.
parahaemolyticu¢§SUNG et al., 1999).

Na carcinicultura marinha, o controle de enfermétade origem
bacteriana ¢é feito principalmente pelo uso de &tidos
(KARUNASAGAR et al., 1994). Porém, o uso indiscnimio destes
antibidticos levou ao aparecimento de cepas deétiastresistentes
(SKIERMO, VADSTEIN, 1999; VERSCHUERE et al., 2000;
HOLMSTROM et al., 2003). No ano de 1991, o Equddomassolado
por uma epidemia de cdlera causada por cep¥#de choleraemulti-
resistente a antibiéticos. Smith (2007) correlagiom resisténcia das
cepas deV. choleraecom o uso indiscriminado de antibiéticos em
fazendas de camarfes marinhos. Aliando este prabkame residuos
deixados na carne do camardo, diversos paisesatvarir uso de
antibidticos na carcinicultura (VINE et al., 2006).
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Como alternativa ao uso de antibidticos, a utiBzade cepas de
bactérias “probidticas” ganhou espaco para o clentde bactérias
patogénicas. Em organismos aquéticos, a microbimdateriana
intestinal € composta principalmente por bactéffaam negativas,
sendo predominantes os génekdibrio, Pseudomonag Aeromonas
(YASUDA, KITAO, 1980; LEANO et al., 1998; GOMEZ-Gllet al.,
2000; VINE et al., 2006). Contudo, trabalhos témrmadestrado que esta
microbiota bacteriana pode ser modificada pelaus&d de bactérias
Gram positivas na dieta (ZIAEI-NEJAD et al., 20G8) na agua de
cultivo (RENGPIPAT et al. 1998, 2000). Esta modifiéo na
microbiota intestinal pode ser uma importante fagata preventiva ao
aparecimento de enfermidades, uma vez que, est® rcoldgico
ocupado por bactérias benéficas, pode impedir a;dix de possiveis
bactérias patogénicas no trato digestorio dos @eadGOMEZ-GIL et
al., 2000).

Diversos sd@o os relatos positivos do uso de pricb&tna
carcinicultura incluindo melhora no equilibrio dacrabiota intestinal
(RENGPIPAT et al.,, 1998; LI et al., 2009; ZHANG et, 2009),
producéo/estimulacdo da producdo de enzimas digsesfLIU et al.,
2009; ZHOU et al., 2009), melhoria na taxa de é¢nescto (LIU et al.,
2009; FAR et al.,, 2009), na eficiéncia alimentaiN(Let al., 2004,
WANG et al., 2005), imunoestimulacdo (GULLIAN et,&004; CHIU
et al., 2007; ZHANG et al. 2009), resisténcia &dgho por patégenos
bacterianos (RENGPIPAT et al., 2000) e virais (ZHAMLt al., 2009).
Contudo os resultados do uso de probidticos ai@dacsntroversos,
com alguns relatos negativos (sem o efeito espeeEicua utilizagdo
(MCINTOSH et al., 2000; MEUNPOL et al., 2003; ALAWDI et al.,
2004). Estes relatos estdo normalmente associadoprodutos
comerciais (MCINTOSH et al.,, 2000, MEUNPOL et &0Q03), que
muitas vezes tem em sua formulag&o bactérias queadioriundas do
animal de estudo, muitas vezes até de ambienestier reduzindo a
especificidade entre os probiotico (bactéria) gohdsiro (camarao).

Nesta revisdo serdo abordados temas que vao detsfenigdo
de probioticos, modo de acgéo, principais grupobai#érias utilizadas,
isolamento, sele¢édim vitro, ensaiosn vivo até relatos do seu uso em
larga escala.



24
2  DEFINICAO DE PROBIOTICOS PARA AQUICULTURA

Originalmente, a definicdo de probidticos foi laseggor Lilly,
Stillwell (1965): “Substancia produzida por proté@o que estimula o
crescimento de outro protozoario”. Posteriormerfeller (1989),
expandiu a definicAo de probidtico para “micro-oigmo Vvivo
utilizado na alimentacdo que afeta beneficamerag@imal hospedeiro
por melhorar o balangco de micro-organismos da rhiota intestinal.”
Esta é a definicdo mais utilizada para probiotatosimente.

Contudo, esta definicdo foi pensada levando-se @ata@penas
animais terrestres. Na aquicultura esta definicaioséficiente, pois a
microbiota intestinal do organismo cultivado estatimamente
relacionada com a do ambiente externo. Assim, Gapes (1999)
definiu probiético como: “micro-organismo vivo gae ser ministrado
coloniza o trato digestério dos animais de cultioon o objetivo de
melhorar a satde destes animais”. Nesta definigddrgeluidas como
probidticos as bactérias que sé@o adicionadas recmu o objetivo de
colonizar o trato digestério dos animais de cultiv@ontudo, é
importante salientar, que Gatesoupe (1999), aoraromtde outros
autorefVERSCHUERE et al., 2000 por exempéxclui do conceito de
probiéticos as bactérias que séo adicionadas a @gualtivo com o
intuito de melhorar a qualidade de agua e decompéria organica
(enquadrado no conceito de biorremediacdo de MAEDAI., 1997) e
com o objetivo de inibir o crescimento de bactépamgénicas na agua
de cultivo (enquadrado no conceito de biocontrae MORIARTY,
1998) (Figura 1).
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Figura 1: Desenho esquematico da definicdo de iobi (adaptado de
Gatesoupe, 1999)

3 BACTERIAS PROBIOTICAS UTILIZADAS NA
CARCINICULTURA

Os microorganismos sdo em numero, diversidade iganét
biomassa os maiores habitantes do planeta TerraD(BAN et al.,
2004). Sendo assim, o numero de microorganismo®fibea que
podem ser utilizados como probidticos séo infinitAsualmente, os
principais grupos de bactérias utilizadas como iptme na
carcinicultura marinha sao &scillus, Vibrio e bactérias acido lacticas.
Contudo, estudos diversos relatam o beneficio dadas mais diversos
grupos de bactérias para camardes (Tabela 1).
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Tabela 1: Bactérias utilizadas como probiéticogar@inicultura e seu modo de

acao
Espécie Acdo Camaréo Referéncia
VASEEHARAN,
Inibic&oin vitro de M RAMASAMY, 2003;
atégenos rosenBer ii BALCAZAR et al.,
patog 91 2007; SANSAWAT et
al., 2009
. .| FAR etal., 2009; LIU
Aumento no crescimentg L. vannamei
et al., 2009
Bacillus Aumento na resisténcia a BALCAZAR et al.,
subtilis . ~ . L. vannamei| 2007a, 2007b; TSENG
infeccdo bacteriana
et al., 2009
Aumento na .
digestibilidade L. vannamei LIU et al., 2009
A”mef‘ti’ na L. vannamei FAR et al., 2009
sobrevivéncia
Aumento daresposta | | \nnamei|  TSENG et al., 2009
imune
Aumento da resposta RENGPIPAT et al.,
e P L. vannamei | 2000; GULLIAN et al.,
2004; LI et al., 2009
Aumgnto d? re§|sten0|a a L. vannamei Ll et al., 2009
infeccao viral
Aumento da resisténcia a P monodon RENGPIPAT et
infeccdo bacteriana ’ al., 1998, 2000
Melhora da microbiota L vannamei GULLIAN et al., 2004;
intestinal ’ LI et al., 2009
. .| WANG, et al., 2005;
e | fenore, | Sptomnene| 2 NEdAD ecal.
R : 2006
Diminuigao na conversag L. vannamei| WANG, et al., 2005
alimentar
Aumento na .
digestibilidade L. vannamei LIN et al., 2004
Aumento na o ZIAEI-NEJAD et al.,
sobrevivéncia da F. indicus
X 2006
larvicultura
Aumento na atividade de - ZIAEI-NEJAD et al.,
. - . F. indicus
enzimas digestivas 2006
B Aumento na L. vannamei
. sobrevivéncia da ' GUO et al., 2009
fusiformis P. monodon

larvicultura
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Aumento na

. Lo L. vannamei ZHOU et al., 2009
Bacillus sobrevivéncia
coagulans Aumenlto da §t|V|d§de L. vannamei ZHOU et al., 2009
de enzimas digestivag
. Melhora dalmlcroblota L. vannamei Ll et al., 2007
Bacillus intestinal
licheniformis Aumento da resposta L vannamei Ll et al., 2007
imune
Bam[lus A”me’.‘“} na P. japonicus | EL-SERSY et al., 2006
pumilus sobrevivéncia

Pediococcus
acidilactici

Aumento da resisténci
a infeccdo bacteriana

R stylirostris

CASTEX et al., 2008

Aumento na
sobrevivéncia

L. stylirostris

CASTEX et al., 2008

Aumento das defesag
antioxidantes

L. stylirostris

CASTEX et al., 2009

Aumento da resisténci

;) .
L. vannamei

PERAZA-GOMEZ, et

a infeccao viral al., 2009
Lactobacillus| Aumento da resisténcia P monodon PHIANPHAK, et al.,
sp. a infeccdo bacteriana] "’ 1999
Aumento no PHIANPHAK, et al.,
i P. monodon
crescimento 1999
Aumeqto da resposta L. vannamei CHIU et al., 2007
imune
Lactobacillus Aumento da . | BUGLIONE-NETO
L. vannamei

plantarum

digestibilidade

2009

Aumento da resisténci
a infeccdo bacteriana

2 .
L. vannamei

CHIU et al., 2007

Laqtobaglllus Aumento do M. | VENKAT et al., 2004
acidophilus crescimento rosenbergii
Lac_tobac_lllus Dlmlnylgac_) da M. | VENKAT et al., 2004
acidophilus conversao alimentar | rosenbergii
Lactobacillus Aume_nto do M. | VENKAT et al., 2004
sporogenes Crescimento rosenbergii
Lactobacillus Dlmlnylgaq da M. | VENKAT et al., 2004
sporogenes | conversdo alimentar | rosenbergii
Aumento na
Halomonas sobrevivéncia, infec¢cao
sp viral, microbiota F. chinensis| ZHANG et al., 2009

bacteriana intestinal,

resposta imune
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Tabela 1: Continuacao.

Aumen_to da resposta L. vannamei Ll et al., 2008
imune
Arthrobacter In|b|(;ao,|n vitro de F. chinensis Ll et al., 2006
sp patégenos
Aumento da
resisténcia a infec¢ap F. chinensis Ll et al., 2006
bacteriana
Streptomyces Aumepto no P. monodon DAS et al., 2006
sp crescimento
Micrococcus | Inibicao in vitro de M. JAYAPRAKASH et
sp. patégenos rosenbergii al., 2005
Vibrio Aumento na M. EL-SERSY et al.,
fluvialis sobrevivéncia japonicus 2006
Aumento da | RODRIGUEZ et al.,
resisténcia a infec¢dp L. vannamei
: 2007
viral
Vibrio Aumento da resposta .| GULLIAN et al.,
. . . L. vannamei
alginolyticus imune 2004
Aumento da | BALCAZAR etal.,
resisténcia a infec¢a@p L. vannamei
. 2007a
bacteriana
Roseobacter _Aumento da .| BALCAZAR et al.,
-~ | resisténcia a infeccdp L. vannamei
gallaeciensis b ; 2007b
acteriana
Pseudomonag __ Aumentoda .| BALCAZAR etal.,
: resisténcia a infec¢é@p L. vannamei
aestumarina . 2007b
bacteriana
Streptococcus In|b|<;ao,|n vitro de P. monodon| SWAIN et al., 2009
phocae patbgenos
Enterogoccus In|b|(;ao,|n vitro de P. monodon| SWAIN et al., 2009
faecium patdégenos
3.1 Bacillus

As bactéria do génerBacillus sdo as mais utilizadas como
probidtico na carcinicultura (Tabela 1) e em foragidles comerciais. Os
Bacillus séo bactérias Gram positivas, com baixo contetdgudeina/
citosina e esporuladas (MADIGAN et al., 2004). Dueao processo de
esporulacdo, algumas espécies Bacillus produzem metabdlitos
secundarios (antibiéticos, bacteriocinas, insedigid enzimas) que séo
utilizadas comercialmente. Entre os antibifticosstattam-se a
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bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidinacgculina (MADIGAN
et al., 2004).

A maior vantagem na utilizacdo deste grupo de hHast&€omo
probidticos esta relacionada com a facilidade deeuzida em massa
e incorporada em produtos comerciais. A producdoesgala dos
Bacillus é simples e sua capacidade de esporulacdo faailitaua
inclusdo em dietas e produtos comerciais (OCHOAAXD et al.,
2006).

Como desvantagem, ja foi descrito que algumas agfaacillus
podem se tornar patogénicas para camarbes marilitiaisg et al.,
(2000) relatam que o uso continuo de um probiditmse d@acillus
subtilis foi responsavel pelo aparecimento da “doenca baote da
mancha branca”, que causou mortalidades em cukkivo®rciais de em
Penaeus monodama Malasia no final dos anos 90.

3.2 Vibrio

Bactérias do géner¥ibrio sdo Gram negativas, moveis, ndo
esporuladas, aerobias facultativas e com alta thxanultiplicacdo
(MADIGAN et al., 2004). O uso d¥ibrio spp. ndo patogénicos como
probidticos é muito utilizado na carcinicultura atpriana
(RODRIGUEZ et al., 2007). A principal vantagem dm wWeste género
de bactérias como probiéticos reside na sua attada multiplicacéo.
Esta caracteristica facilita tanto os processosudemultiplicacdo em
laborat6rio quanto a torna uma bactérias muito &titing, que ao ser
fornecida aos animais ocupa rapidamente os nichmEbgcos
competindo com as bactérias patogénicas (GULLIANalet 2004).
Contudo, osVibrio spp. tém a caracteristica de trocar facilmente
material genético por transformacdo, conjugacéo transducao
(MADIGAN et al., 2004). OV. alginolyticusé tanto relatado como
probidtico (GULLIAN et al.,, 2004) quanto importanteatégeno
(BUGLIONE-NETO et al.,, 2010). Segundo George et @005), a
diferenca entre cepas patogénicas ou nad.dsginolyticusreside em
apenas uma pequena variacdo genética. Assim, uctéribautilizada
inicialmente como probiético, pode se tornar pabigge muito
facilmente, pela aquisicdo de uma nova sequéndiz\de

3.3 Bactérias acido lacticas

As bactérias acido lacticas sdo Gram positivas, fmmato de
bacilos e cocos, ndo esporuladas, iméveis, anasrdtirigatérias ou
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aerotolerantes, sem citocromos (que reflete nanaizséle mecanismo
respiratorio como gerador de energia) e que praduzeido lactico
como principal carboidrato durante a fermentacaAdMWGAN et al.,
2004).

Entre as caracteristicas positivas das bactérids Ecticas estéo
a facilidade de sua multiplicacdo, producdo de astgs
antimicrobianos e estimularem a resposta imune especifica nos
hospedeiros (RINGO, GATESOUPE, 1998). Este grupbaizérias é
encontrado na microbiota natural de espécies agisa{HAGI et al.,
2004) e € muito utilizado como probiético principahte na
piscicultura marinha e continental (ROBERTSON et, &000;
GATESOUPE, 2002; PANIGRAHI et al., 2005; SALINASat, 2006,
RINGO et al., 2009).

A principal desvantagem da utilizagdo de bactépiabioticas
reside na auséncia de esporos, que dificulta slasio e durabilidade
em dietas comerciais. Adicionalmente, algumas éspéte bactérias
acido lacticas combactococcus garvieagpodem ser patogénicas para
camardes (CHEN et al., 2001).

4  MECANISMOS DE AGAO DOS PROBIOTICOS

Os probidticos, dependendo da bactéria utilizaddem atuar de
forma benéfica no hospedeiro de diferentes manejuses vao desde a
alteracdo no balanco da microbiota intestinal ag¢éhamia na resposta
imune (KESARCODI-WATSON et al., 2008).

4.1 Balango da microbiota bacteriana intestinal

A microbiota bacteriana intestinal de organismosiatiqos é
constituida predominantemente por bactérias Gragativas como as
dos género¥ibrio e PseudomonaeLEANO et al., 1998; GOMEZ-GIL
et al., 2000; VINE et al., 2006). Diversos traballtemonstraram que
esta microbiota pode ser modificada pelo fornectmate bactérias
probidticas aos animais de cultivo (WANG et al.,,020 com
consequente diminuicdo da populacdo de bactérias potencial
patogénico (RINGO et al.,, 2009). Esta modificac&@ microbiota
normalmente esta relacionada a producdo de congpasitoitorios
(VASEEHARAN, RAMASAMY, 2003, RAMIREZ, 2006) ou a
excluséo por competicdo (GOMEZ-GIL et al., 2000).

Diversos estudos demonstraram a capacidade de adpas
bactérias probidticas em inibir o crescimento detévéas patogénicas
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vitro (GULLIAN et al., 2004; BALCAZAR et al., 2007b, 280ALY et

al., 2008; EL-RHMAN et al., 2009). As bactériasdacilacticas, por
exemplo, produzem uma gama muito grande de congosto
antimicrobianos como bacteriocinas (GILLOR et aD08), reuterim
(TALARICO et al., 1988), acidos organicos (VAZQUESal., 2005) e
perdxido de hidrogénio (SUGITA et al., 2007). Bakéet al., (2008)
relataram a capacidade Hactococcudactis em inibir o crescimentm

vitro de cepas deAeromonas hydrophila A. salmonicida V.
anguillarume Yerseniauckeri.

As bactérias do génemacillus produzem grande quantidade de
compostos antimicrobianos como biossurfactantes KMERJEE, et
al., 2009), bacteriocinas (KAYALVIZHI; GUNASEKARAN2008) e
sideroforos (PATEL et al.,, 2009). A inibicda vitro de bactérias
patogénicas poBacillus ja foi reportada para diversas espécies de
Vibrio sp. (GULLIAN et al., 2004; GUO et al., 2009; HILL et.a2009).

Outros géneros de bactérias também tém sido estsigemt sua
capacidade de producédo de compostos antimicrobiahesal., (2006)
reportaram que o uso da bactéria probittica Grasitip@Arthrobacter
XE-7 teve um efeito inibitério contraV. parahaemolyticus, V.
anguillarum e V. nereissemelhante ao do antibidtico cloranfenicol.
Também compostos sobrenadantes Rdeudomonassp. inibiram o
crescimento de V. harveyi in vitrg causando lise celular
(RATTANACHUAY et al., 2010).

Na exclusdo competitiva, as bactérias fornecidasnoco
probidticos competem por espaco e nutrientes quderigon ser
utilizados pelos potenciais patégenos (KESARCODINE®N et al.,
2008). Para gue a exclusdo competitiva seja efeiénmportante que a
cepa usada como probidtico tenha alta taxa deioresto e grande
capacidade de competir por nutrientes (VINE e28i06).

Como exemplo sobre a competi¢do por nutrientes pedcitado
o ferro. O ferro é importante para crescimento déoria das bactérias,
contudo normalmente é encontrado em baixas quaesdaos fluidos
dos animais e na forma insoltvel*F3VERSCHUERE et al., 2000).
Probidticos produtores de siderdforos (quelantesfede) poderiam
deprimir o crescimento de patdgenos em condi¢cddimmidacdo de ferro
(KESARCODI-WATSON et al.,, 2008). Gram et al, (1999
demonstraram que o crescimento \deanguillarumfoi inibido pela
presenca do sobrenadante de uma cultufd fleorescenscrescida em
condic¢des limitantes de ferro, enquanto que o selol@nte de cultura da
mesma bactéria crescida sem limitacao de ferranildio.
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Vine et al., (2004) mostraram a exclusdo compatitie cinco
candidatos a probidticos contra duas cepas derlzactgatogénicas no
muco de peixesin vitro. Eles observaram que na presenca dos
probiédticos, a taxa de adeséo ao muco dos patégeaosduzida.

Em ensaiosn vivo, diversos autores relataram que a adicdo de
bactérias probiéticas na agua de cultivo (RENGPIRATal.,, 1998,
2000; GULLIAN et al., 2004; LI et al, 2007) ou ndieta
(PHIANPHAK et al., 1999; VENKAT et al., 2004; CASKEet al.,
2008) pode modificar a microbiota bacteriana dosiais.

Rengpipat et al., (1998, 2000), demonstraram qaeligho de
Bacillus sp. na agua de cultivo diminuiu a populacad/deio spp. na
agua de cultivo e no trato digestérioRlemonodonEm L. vannameia
microbiota intestinal também foi modificada pelacdd na agua de
cultivo deBacillus P64 eVibrio P62 (GULLIAN et al., 2004). A adicéo
na dieta deP. acidilactici e Lactobacillus sp. na dieta modificou a
microbiota bacteriana intestinal destylirostris(CASTEX et al., 2008)

e P. monodon(PHIANPHAK et al.,, 1999), com diminuicdo na
populagéo d&/ibrio spp.

4.2 Estimulo e/ou producéo de enzimas digestivas

O uso de probidticos na dieta pode fornecer oumakdr a
producdo de enzimas digestivas pelo hospedeiro EVéN al., 2006).
Bactérias isoladas de animais aquaticos ja denawastrin vitro a
capacidade de digerir quitina (HAMID et al., 19R8ACDONALD et
al., 1986), amido (HAMID et al., 1979; MACDONALD et., 1986;
GATESOUPE et al.,, 1997), proteinas (HAMID et al.97%;
GATESOUPE et al., 1997), celulose (ERASMUS et d1997;
BAIRAGI et al., 2002) e lipideos (GATESOUPE et dl997; VINE,
2004).

Das enzimas digestivas presentes no trato digestércamaroes,
somente uma pequena parte é proveniente da mitaoKIAEI-
NEJAD et al., 2006). Contudo, de algum modo, o dormento de
probidticos pode estimular a produgdo de enzimds pespedeiro
(ZHOU et al., 2009).

A proteina é considerada o nutriente limitante desa@mento
mais importante para camardes peneideos (KURESHY/I® 2002),
sendo também o nutriente mais caro na composicaagdes (LIU et
al., 2009). Assim, a utilizacdo de micro-organisngpee facilitem a
digestdo e absorcdo de proteinas, pode ser umatamisoferramenta
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para diminuicdo dos custos de producdo da cartmieu(LIU et al.,
2009).

Em F. indicus foi observado que o fornecimerBacillus sp. na
dieta aumentou a atividade especifica das protelisases e amilases
de protozooeas, misis e pos-larvas (ZIAEI-NEJAD akt 2006).
Resultado semelhante foi observado em larvak.deannameicom a
adicdo deB. coagulansa agua (ZHOU et al., 2009). Assim como em
juvenis delL. vannameia adi¢do dé. subtilisna 4gua de cultivo (LIU
et al.,, 2009) ou deBacillus sp. na dieta (WANG, 2007)ambém
aumentou a atividade da protease no trato digestbei camardes
juvenis.

4.3 Imunoestimulacao e resisténcia a infeccéo por patégos

Nos camardes, a primeira linha de defesa contrdgeabs é
formada por uma rigida carapaca externa, que foacmomo uma
barreira fisico-quimica. Quando esta barreira énspasta, €
desencadeado no hospedeiro uma serie de reacOemldgioas
(humorais e celulares) que objetivam eliminar osvasores
(BARRACCO, 2004). Os camardes, assim como outresrtiebrados,
carecem de um sistema imune adaptativo, diferemiemelos
vertebrados (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006). Estar@&ncia de um
sistema imune adaptativo inviabiliza o desenvolvitnale vacinas, no
conceito classico, para o combate de enfermidadea pamardes
(BARRACCO, 2004). Assim, o uso de ferramentas quéalecam o
sistema imune inato dos camarfes € uma importaitatégia para
melhorar sua resisténcia a infec¢éo por patégenos.

Em humanos, o efeito do uso de probiéticos noserasst
imunologico é conhecido (GILL, 2003) e seu efeitoastimulacdo da
producdo de citocinas, que regula a producdo daéasell, ja foi
documentado (MAASSEN et al.,, 2000; PERDIGON et aDp2).
Contudo, esta forma de acdo ndo se estende aotebreelos. Diversos
trabalhos relatam a imunoestimulacdo de camarfdés peo de
probiéticos (RENGPIPAT et al., 2000; GULLIAN et,&2004; CHIU et
al., 2007; LI et al., 2007; RODRIGUES et al., 20QT;et a., 2009;
TSENG et al., 2009, ZHANG et al., 2009). Contuds, mecanismos
pelos quais os probiéticos agem no sistema imuimddps camardes
ainda permanecem desconhecidos

O uso deBacillus sp. adicionado na &agua de cultivo Be
monodomaumentou o numero total de hemdcitos dos camérftHs),
a taxa de fagocitose e a atividade da enzima fritialee (PO) dos
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camarfes. Esta imunoestimulacdo resultou em mabyegivéncia dos
animais ao desafio com harveyi(RENGPIPAT et al., 2000).

Em L. vannamei a adicdo deBacillus P64 na agua de cultivo
aumentou a PO dos animais (GULLIAN et al., 2004kubblementacao
na dieta conB. licheniformistambém aumentou a THC e a atividade da
PO e da enzima superéxido dismutase (SOLO).denname(Ll et al.,
2007). Tseng et al., (2009) relata que a dietaesuphtada com £0
UFC/kg deB. subtilisaumentou a atividade da PO e a taxa de fagocitose
de L. vannamei aumentando a sobrevivéncia dos animais Vao
alginolyticus.

Chiu et al., 2007, demonstraram que a expressdgede que
codifica a fenoloxidase e da peroxinectina é edtidaemL. vannamei
em resposta a alimentagdo dos animais com dietanseptada conh.
plantarum Adicionalmente, a atividade da PO e SOD dos asima
também foi aumentada pelo fornecimento do prolmdtiesultando em
maior sobrevivéncia dos camarfes ao desafio cohtalginolyticus

A utilizacdo de probioticos pode, portanto aumeatagsisténcia
dos camardes a infec¢des virais. Li et al., (2@9nonstraram que a
adicdo de Bacillus OJ na dieta deL. vannamei aumentou a
sobrevivéncia dos animais ao desafio contra WS®VFEchinensis o
uso do probidticdHalomonassp. B12 também aumentou a resisténcia
dos camar@es ao desafio contra WSSV (XIAQHEBNGMING, 2009).
Ramirez (2006), demonstrou que o fornecimento dmeaktacéo
suplementada coniLactobacillus sp. a camares com diagndstico
positivo para WSSV (pomested PCR) resultou em melhoria na
sobrevivéncia destes camarbes (56%) a infeccdo adbrio
alginolyticusem relacéo ao controle (15%).

4.4 Sensor de quorum Quorum sensing)

As bactérias podem agir de forma coordenada atdevésnissao
e deteccdo de pequenos compostos quimicos cujartdaagdo é crucial
na coordenacdo do comportamento da populacéo bbaetdiBOYER,
WISNIEWSKI-DYE, 2009). Este processo é conhecido gensor de
quorum, e permite que a populacdo bacteriana, eavaddhs
concentracdes, expresse genes especificos quanqalarum presente é
atingido (FUQUA et al., 1994). Uma vez que a pogiidade bactérias
aumenta, também aumenta a concentracdo dos suiaiEgs, que sao
detectados e ativam ou reprimem a expressdo des gmpeecificos.
Alguns dos mais estudados sinais quimicos sao asilNtomoserinas
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lactonas (AHLs) que ja foram descritos para mais géderos de
bactérias (BOYER, WISNIEWSKI-DYE, 20009).

Em bactérias patogénicas, como as do géréiorio, a
concentracdo de AHLs estdo relacionadas com a géiodie toxinas e
fatores de viruléncia (NG, BASSLER, 2009). Baruahak, (2009),
relataram que a adicdo de AHLs na agua de cultiminuiu a
sobrevivéncia de larvas dé. rosenbergii provavelmente por ativar os
fatores de viruléncia da populacao bacteriana.

O uso de um probidtico, que degrade os AHLs, paddiminuir
o fator de viruléncia da populagdo bacteriana, atmnelo a
sobrevivéncia dos animais de cultivo (DEFOIRDT lgt 2008). Como
exemplo, culturas bacterianas com a capacidadeedeadar AHLS,
isoladas do trato digestoério levannameiaumentaram a sobrevivéncia
da larvicultura de linguado europeu ao serem audiclas a agua de
cultivo (TINH et al., 2008). Contudo, a adicdo dectérias que
degradem AHLs no cultivo de camardes marinhos aprd&isa ser
avaliada.

4.5 Melhora nos indices zootécnicos

Independentemente do modo de acdo, é esperado gse ae
probiéticos reflita na melhoria de pelo menos alguadice zootécnico
no cultivo de camardes, seja na larvicultura owedtey

Quando as larvas de camardes marinhos estdo ndioesi&
nauplio, sua nutricado € feita somente de vitelo, mvendo alimentacdo
exégena. Neste estadio, existe apenas uma peqoéordzacdo de
bactérias pelo poro anal das larvas (GOMEZ-GIL let 2000). As
larvas somente apresentam o trato digestério tetsthncolonizado
guando ha a transformacéo para o estadio de peztpzom o inicio da
alimentacdo exdgena. Sendo assim o fornecimento dosa
suplementada com probiodtico, jA neste estagio, ptar ao
estabelecimento de uma microbiota bacteriana in&é$avoravel desde
um primeiro momento, ocupando o0 espag¢o que poderiacupado por
bactérias patogénicas (GOMEZ-GIL et al., 2000).

Na larvicultura deF. indicus a adi¢cdo ddacillus sp. na agua
aumentou a sobrevivéncia das larvas nos estagipsotlezoea e misis
(ZIAEI-NEJAD et al., 2006). O uso d&. coagulangambém melhorou
a sobrevivéncia na larvicultura de vannamei(ZHOU et al., 2009),
assim como deB. fusiformisna larvicultura deP. monodone L.
vannamei (GUO et al., 2009). Em larviculturas comerciais de
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vannamei Decamp et al., (2008) relatam que o uso de ptiobié base
deBacillussp. aumenta a sobrevivéncia.

Na engorda, o uso dgacillus sp. (RENGPIPAT et al., 1998) e
Lactobacillus sp. (PHIANPHAK et al., 1999) aumentaram a
sobrevivéncia deP. monodon Em M. rosenbergii a adicdo del.
acidophilluse L. sporogenesumentaram o crescimento e diminuiu a
conversao alimentar dos animais (VENKAT et al., 40(Resultado
semelhante foi observado na adica®deillussp. na dgua de cultivo de
F. indicus resultando em maior sobrevivéncia, ganho de pesenor
conversao alimentar dos camarfes cultivados (ZDAEJAD et al.,
2006).

A utilizacdo de dieta suplementada cBucillus sp. melhorou o
crescimento e conversado alimentalldeanname(LIU et al., 2009). A
melhoria na conversdo alimentar deve estar relad®mna maior
digestibilidade aparente da dieta pela adicaBatsgllus sp., ja relatada
por Linetal., 2004.

No cultivo comercial dd°>. monodonSOUNDARAPANDIAN,
SANKAR, 2008) eL. vanname(WANG et al., 2005)a adicdo de um
probidtico comercial a base &acillussp. na 4gua de cultivo aumentou
a sobrevivéncia e ganho de peso dos animais. Tarebéoondicdes de
cultivo, a adicdo de. acidilacticiaumentou a sobrevivéncia e diminuiu
a conversao alimentar de stylirostris(CASTEX et al., 2008).

5 SELECAO DE PROBIOTICOS

O isolamento de uma cepa de bactéria especifica com
caracteristicas benéficas para ser usada comodpicobé um trabalho
complexo. Este trabalho deve seguir uma série deegdimentos, que
vao desde o isolamento das bactérias até testes@ta comercial de
cultivo que comprovem sua eficacia (BALCAZAR et, &2006). Os
passos para selecdo de um novo probiético est@dtdesia Figura 2.
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Figura 2: Fluxograma referente ao isolamento, tar@acdo e selecdo de
bactérias probidticas a ser realizado neste projeto
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5.1 Isolamento e selecao in vitro

O isolamento de bactérias do trato digestério donande
interesse é o primeiro passo para obter sucessesanvolvimento de
um probioticos (BALCAZAR et al., 2006). Esta etagamalmente esta
associada ao isolamento de dezenas ou até cerdenaepas de
bactérias com potencial probidtico (GULLIAN et aRp04). Este
elevado numero de bactérias inviabiliza a realzagd ensaios com
animais com todas as cepas isoladas. Assim, séimackss diversos
testes de selecdo em escala de laboratibrigitfo) como inibicdo de
patdégenos, producdo de enzimas digestivas proddedsubstancias
antimicrobianas, velocidade de crescimento, capdeidle adesdo do
epitélio intestinal para a selecdo de algumas c@pas realizar os
ensaios como 0s animais de interessevivo (GATESOUPE et al.,
1997; GULLIAN et al., 2004; VINE et al., 2004; BAIAZAR et al.,
2007b, 2008; ALY et al., 2008; EL-RHMAN et al., 200

Entre os testes vitro, 0s ensaios de inibicdo de patdégenos sdo os
mais utilizados (VINE et al., 2004). Neste testegossivel avaliar a
capacidade do potencial probiotico na inibicdo iflerehtes patégenos
gue podem causar danos aos animais cultivadosciicééde difuséo
em &gar, por exemplo, utiliza como indicador a zdeainibicdo de
crescimento do patégeno pela cepa probiotica (&igur

Se nenhuma das cepas inicialmente isoladas apaes@nt
resultados satisfatérios nos tesiesvitro, novas cepas devem ser
isoladas. As cepas com bons resultados devem eatdiolentificadas
(BALCAZAR et al., 2006). Espécies de bactérias chistorico de
serem agentes patogénicos para espécies aquateasm dser
descartadas.
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Placa de agar MRS contendo a
cepa de bactérias acido-lactica
crescida por48h

S

Inéculo da Placa de agar TSA Discos de agarimpregnados e
bactéria semeada com a bactéria com a cepa de bactéria acidd-alo de inibicao da cepa de
patogénica patogénica lactica colocados sobre a pla@fCtéria acido-lactica contra
semeada com o patégeno O Patogenoapés 24hde

incubacdo.

Figura 3:Metodologia para determinac#&ovitro da inibigcdo do crescimento de cepas patogénicasgpas
de bactérias probidticas.
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5.2 Ensaios em escala piloto

O passo seguinte no desenvolvimento do probiéteoedlizacdo
de ensaios com 0s animais de interesse em eshala plestes testes,
pode-se utilizar a bactéria de duas maneiras:adida a dieta (CHIU
et al., 2007) ou adicionada diretamente na AgudNRAT et al., 2004,
RENGPIPAT et al., 1998; 2000; GULLIAN et al., 200#)dependente
de via escolhida, a primeira avaliagdo a ser ddizé se a cepa de
bactéria coloniza o trato digestério do animalrderesse (BALCAZAR
et al., 2006). Neste momento, deve-se verificar ase bactérias
selecionadas ndo causam algum sintoma patol6gico amional
(KESARCODI-WATSON et al., 2008) .

Se 0 ensaio de colonizacao for bem sucedido, deobservar se
a bactéria selecionada traz algum beneficio aodhle$m. Nesta etapa
podem ser realizados os mais diferentes ensasm)do observar se a
bactéria: melhora a microbiota bacteriana intektidas animais
(diminui a populacdo de bactérias patogénicas) (REIRAT et al.,
1998, 2000; GULLIAN et al., 2004; CASTEX et al.,&), aumenta a
taxa de crescimento (VENKAT et al.,, 2004; CASTEXakt 2008),
melhora a digestibilidade da dieta (LIN et al., £2Q0nelhora o sistema
imunoldgico (GULLIAN et al., 2004; CHIU et al., 200CASTEX et
al., 2008) e traz maior resisténcia dos animaisdesafio contra
patdgenos bacterianos (CHIU et al., 2007; TSEN&.eR2009) e virais
(XIAOJIE, HONGMING, 2009; LI et al., 2009) . Se adtéria ndo
trouxer nenhum beneficio ao hospedeiro ela devedsscartada e o
processo de selecdo do probidtico reiniciado (BAZBR et al., 2006).

53 Ensaios em escala comercial

As condi¢cdes em que sao realizados os ensaiosatabiars ndo
condizem, na maioria das vezes, com as de cultoperciais. Assim,
devem-se realizar ensaios em escala de producaocesdificar-se de
gue os resultados positivos nos ensaios de labiaraé repetem no
cultivo comercial (BALCAZAR et al., 2006). Adiciolmente, nem
sempre a forma em que o probidtico foi aplicadoesgala piloto pode
ser realizada em escala comercial, e precisa aptaxth.

Os ensaios podem ser realizados em fazendas erpéais
(RODRIGUEZ et al., 2007) ou em fazendas comeraais conjunto
com produtores (WANG et al, 2005; SOUNDARAPANDIAN,
SANKAR, 2008). Nestes ensaios, deve-se observasmifbeneficio da
adicdo do probidtico. Se os resultados forem positiesta selecionada
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uma nova bactérias para ser utilizada como prabigtiCaso contrario,
se inicia um novo trabalho de isolamento e selecéao.

6 JUSTIFICATIVA

Até o momento, as cepas de bactérias probibticguiveis no
mercado brasileiro sdo importadas e ndo tem eficdminprovada nas
condi¢des de cultivo nacional. Ainda, ao utilizaras cepas, se introduz
no ambiente uma bactéria exética, cuja proliferaédmnprevisivel.
Assim, destaca-se o carater de ineditismo dedballr@, ao trabalhar
com o isolamento de cepas de bactérias brasileleascamardes
marinhos.

O desenvolvimento de probidtico isolado do tratgediorio de
camardes no ambiente de cultivo catarinense coinstita possibilidade
para contribuir com a solugdo do problema da prgssedas
enfermidades na carcinicultura marinha. Tambémesenvolvimento
da tecnologia e os detalhes da sua aplicabilidedéarma escala serédo
fundamentais para a carcinicultura no Brasil e maraquicultura de
forma ampla.

7 OBJETIVO

7.1 Objetivo geral

Desenvolver um probidtico com bactérias oriundas tiddo
digestério de camarbes marinhos cultivados em SdPdtarina
(Litopenaeus vannameavaliando seu efeito benéfico na larvicultura e
engorda em escala piloto e comercial.

7.2 Objetivos especificos

a) Isolamento de bactérias probitdticas com potenaabpibtecdo da
saude dos camaroes;

b) Caracterizacain vitro das cepas isoladas e selecédo das cepas para
ensaiosn vivg

c) Avaliar o uso de dieta suplementada com o proluotem
larvicultura piloto sobre os parametros zootécnieasicrobiolégicos e
resisténcia das larvas de camarBes a infeccao ierqueal porV.
harveyij
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d) Avaliacdo do efeito da suplementacdo na alimentadg&obactérias
probidticas sobre os parametros zootécnicos e ilbgicos em engorda
piloto de camardes marinhos;

e) Avaliar o efeito da suplementacdo da dieta com astébas

probidticas quanto a resisténcia dos camardes igivaninfeccéo

experimental po¥ibrio harveyi;

f) Avaliar o efeito da utilizagdo em larga escala qwsbibticos

desenvolvidos em fazenda de engorda, sobre oseindigotécnicos,
imunolégicos, microbiol6gicos dos camardes cultbsad

8 FORMATAGAO DOS ARTIGOS

A tese esta dividida em cinco capitulos. O primegferente a
introducéo e revisao de literatura e os quatro deamarespondem cada
um a um artigo. O segundo e quinto capitulos ekiématados de
acordo com as normas da revista “Aquaculture Relstarv terceiro de
acordo a “Brazilian Journal of Oceanography” e @rtpu segundo o
“Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootga”.
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO E SELECAO IN VITRO POR MULTIPLAS
CARACTERISTICAS DE BACTERIAS COM POTENCIAL
PARA USO COMO PROBIOTICOS NA CARCINICULTURA
MARINHA

Felipe do Nascimento Vieira, Adolfo Jatoba, Josi Redreira
Mourifio, Bruno Correa da Silva, Eduardo Alano \deivariana
Soares, Walter Quadros Seiffert, Mauricio Latergaths, Luis

Vinatea

Artigo formatado de acordo com as normas da re\dgiaaculture
Research”
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9 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi isolar cepas de bstécido lacticas com
potencial probidtico do trato digestério de camardmarinhos
(Litopnaeus vannamgie realizar uma selecéio vitro baseada em
multiplas caracteristicas. Foi definido o ideotijsepa ideal proposta),
por meio das maiores médias dentre as cepas aalipdra o0s
caracteres velocidade maxima de crescimento, cemtdigal de células
viaveis e halo de inibicdo contra nove patégenasrigem continental e
marinha, e das menores médias para os caractemes te duplicacao,
e tolerancia das cepas para NaCl (1,5 e 3,0%),6H,(e 9) e sais
biliares (5%). Foram estimadas as distancias deaMabbis (D) entre
todas as cepas trabalhadas do ide6tipo, sendadecsdas as melhores
candidatas as que apresentaram menor distanciaeddipo. Foram
isoladas 10 cepas de bactérias identificadas bingamente como
Lactobacillus plantaruni3), Lactobacillus brevig3), Weissellaconfusa
(2), Lactococcudactis (1) e Lactobacillusdelbrueckii(1). As cepas de
L. plantarumapresentaram a menor distdncia em relacdo adpdeot
seguidas pelas cepas\e confusal. brevis L. lactis eL. delbrueckii
Entre as cepas avaliadas, as ldeplantarum apresentam o maior
potencial para serem utilizadas como probiéticosa peamardes
marinhos.

Palavras-chaves Litopenaeus vannameicamardo, bactérias acido
lacticas, inibicdo de patdgenos.
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10 ABSTRACT

The aim of this assay was to isolate lactic-acictdréa strains from the
intestines of marine shrimpLifopenaeus vannameiwith probiotic
potential and to realize in vitro selection based the multiple
characters. The most ideal strain was studied lyyaimg the highest
averages in growth maximum velocity, final countssiable cells and
inhibition against nine freshwater and marine pgéms. The lowest
averages to duplication time and the resistan¢#.5and 3.0%), pH (6,
8, and 9) and biliar salts (5%) were also deterthifi@om the distances
of Mahalanobis (&) among the studied strains, the best applicaainstr
were used. Ten bacterial strains were isolated biodhemically
identified as Lactobacillus plantarum(3), Lactobacillus brevis(3),
Weissella confusa (2), Lactococcuslactis (1) and Lactobacillus
delbrueckii(1). Lactobacillus plantarunshowed the lower distance in
relation to ideal strain followed bWeissellaconfusa L. brevis L.
lactis. andL. delbrueckii Among the analyzed strairis, plantarumhas
shown the highest potential to be used as a pioll@mtmarine shrimp.
Key words: Litopenaeus vannameiacid lactic bacteria, pathogen
inhibition.
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11 INTRODUCAO

Nos ultimos anos vém crescendo o interesse da tited(da
carcinicultura marinha no uso de bactérias pratadti Gatesoupe,
(1999) define probidtico como “micro-organismo viue ao ser
ministrado aos cultivos coloniza o trato digestdtas animais com o
objetivo de melhorar sua satde”.

Diversos sé@o os relatos positivos do uso de pricb&tna
carcinicultura, incluindo melhoria no equilibria dhicrobiota intestinal
(Rengpipat et al., 1998; Li et al, 2009; Zhang &t 2009),
producéo/estimulacdo da producdo de enzimas digses(Liu et al.,
2009; Zhou et al., 2009), melhoria na taxa de ameswo (Liu et al.,
2009; Far et al., 2009), eficiéncia alimentar (kinal., 2004; Wang et
al., 2007), imunoestimulacdo (Gullian et al., 20@ju et al., 2007,
Zhang et al. 2009), resisténcia a infeccdo porgestds bacterianos
(Rengpipat et al., 2000) e virais (Tseng et al02Zhang et al., 2009).
Contudo, os resultados do uso de probiéticos ag@dacontroversos,
com alguns relatos negativos (sem agéo no hospgdeirsua utilizacéo
(Macintosh et al., 2000; Meunpol et al., 2003; Alagi et al., 2004).
Estes relatos estdo normalmente associados a psodwimerciais
(Maclintosh et al., 2000; Meunpol et al., 2003), queitas vezes é
formulado por bactérias que ndo sdo oriundas doamde estudo, até
mesmo de ambiente terrestre.

O isolamento de bactérias do trato digestério donande
interesse € o primeiro passo para 0 sucesso nacébtele um novo
probidtico (Balcazar et al., 2006). Esta etapa aémente esta
associada ao isolamento de dezenas ou até cedtepapas (Gullian et
al., 2004). Apés isolamento, normalmente, divetestes de selecao
vitro como inibicdo de patdgenos (Hai et al., 2007; Saasat al.,
2009; Guo et al., 2009), producdo de enzimas dgesstOchoa-Solano,
2006) producdo de substancias antimicrobianas #gSwgi al., 2007,
Vézques et al., 2005), velocidade de crescimentoe(ét al.,2004a),
capacidade de adesdo do epitélio intestinal (Vinal.e 2004b) séo
realizados para a selecdo de apenas algumas cappasensaios
vivo. Contudo, a analise para a selecdo das depeitro a partir de
tantos ensaios se torna complexa.

Entre as bactérias utilizadas como probiéticostagdam-se as
acido lacticas (Gatesoupe, 2008), por serem de fagltiplicacéo,
produzirem compostos antimicrobianos (acidos oméniacido lactico,
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bacteriocinas, e perdxido de hidrogénio) além dienakarem a resposta
imune ndo especifica nos hospedeiros (Ringo & Gapes 1998).

O objetivo deste trabalho foi isolar cepas de bistéacido
lacticas com potencial probidtico do trato digdstéde camardes
marinhos Kitopenaeusvannameéi e realizar uma selecam vitro
baseada em multiplas caracteristicas.

12 MATERIAL E METODOS

12.1 Isolamento bacteriano

As cepas foram isoladas do trato digestorio de m@saadultos
(Litopenaeus vannameiprovenientes do banco de matrizes do
Laboratério de Camardes Marinhos da Universidadiefaé de Santa
Catarina (UFSC). Dos camarfes coletados, foi edopo trato
digestorio em conedicbes de exterelidade que faenado em solucéo
salina 2% de NaCl, semeados em placas com meialigacMRS (de
Man; Rogosa; Sharpe, 1960) e incubadas por 48hG& 30

Depois da incubacéo, as coldnias crescidas nossrdeicultura
foram identificadas morfologicamente pelo método @eam. As
colénias de interesse foram semeadas em placastdeedm meio de
cultura MRS pelo método de estrias para o isolament

12.2 Cinética de crescimento

As cepas foram incubadas em triplicata em tubo wkaie
contendo 10 mL de meio de cultura liquido MRS etidas a 30°C sob
agitacdo continua durante 24h. O monitoramento dEscinento
bacteriano foi realizado a cada duas horas, péladede 100uL de
amostra de cada tubo em leitor de microplacas ar638 concentracdo
do inéculo foi transformada para unidades formesloda col6nia
(UFC)/mL a partir de uma curva padrao feita prewata para cada
cepa. A partir destes resultados, foi calculad&lacidade méaxima de
crescimento |(nay € tempo de duplicacéa,f) das cepas, segundo as
seguintes equacoes:
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In(Z) — In (Z,)
Jumax — i'?lrf'

Velocidade maxima:

Onde:umax= velocidade maxima de crescimento
Z = concentracdo (UFC/mL)

Zo = concentracgéo inicial do inéculo (UFC/mL)
dt = tempo de cultivo (horas)

Tempo de duplicacdo

In (2]

fdup —

Hmar

Onde: §,,= tempo de duplicagédo (horas)
Umax = Velocidade maxima de crescimento

Apb6s 24 h de crescimento, amostras de todos osofdsram
semeadas em meio de cultura Agar MRS pela técrecaildicdes
seriadas e incubadas a 30°C por 48h. Passado estelqy foram
estimadas as unidades formadoras de colénia (UFC/mL

12.3 Estudo de tolerancia frente a sais biliares

Para o estudo de tolerancia das cepas frente aiiaies foi
seguido o método recomendado por Yimin et al., 91.9%umariamente,
as cepas foram incubadas (30°C) por 24h em tubaemdo 10mL de
caldo MRS adicionado de 5% (p/v) de sais bilianedliZando bile
bovina) e sem sais biliares, em triplicata. Pasterénte, foi realizada a
leitura de 100puL de cada cultura de cada tubo gan e microplacas a
630nm. A tolerancia de cada cepa de bactéria isofeehte a sais
biliares foi determinada pela porcentagem de quedabsorbancia em
relacdo ao meio de cultura sem adicdo de saisdslia

12.4 Estudo de tolerancia a NaCl

As cepas de bactérias foram semeadas em tubosdortémL
de meio de cultura caldo MRS adicionado de sall(B, e 3%) e
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incubados (30°C) durante 24 horas em triplicatasté?imrmente, foi
realizada a leitura de 100pL de cada cultura etorlele microplacas
(DO de 630nm). A tolerancia de cada cepa de badgniada frente as
diferentes concentracfes de NacCl foi determinadta percentagem de
gueda na absorbancia em relagdo ao meio de cs#aradicdo de sal.

12.5 Estudo de tolerancia ao pH

As cepas de bactérias foram semeadas em meio tdeaccéldo
MRS a diferentes pHs (6, 7, 8 e 9) e colocadasndae(30°C) durante
24 horas em triplicata. Posteriormente, foi redi&a leitura de 100uL
de cada cultura em leitor de microplacas (DO denBB0A tolerancia
de cada cepa de bactéria isolada frente aos disrepHs foi
determinada pela porcentagem de queda na absabémcrelacdo ao
meio de cultura com pH 7.

12.6  Inibicdo de patdgenosn vitro:

As cepas de bactérias isoladas dos camardes foaiadas pela
sua capacidade de inibicdo das cepas de bacté&iagépicas gram
negativas Yibrio harveyi ATCC 14126 Vibrio alginolyticusBCCM
2068, Vibrio anguillarum ATCC 19264,AeromonashydrophilaATCC
7966,PseudomonasgeruginosaATCC 27853 Escherichiacoli D363) e
gram positivasEnterococcusluransATCC 19432 Micrococcusluteus
A270, Yersinia enterocoliticeATCC 23715)in vitro. Para isto, placas
de petri com meio de cultura 4gar MRS foram sensadm as cepas
de bactérias isoladas dos camardes marinhos eadasba 30°C por
48h. ApoOs este periodo, foram semeadas novas plagastri com uma
das cepas de patdgenos em meio de cultura dg@oriaige Soja (TSA)
para as cepas patogénicas de agua doce e TSA supdelm de 1,5% de
sal para as de agua salgddatdo, foram retirados discos de agar (1cm
de didmetro) das placas de petri contendo as bescténicialmente
isoladas e crescidas. Estes discos de agar formrados sobre o meio
de cultura das placas recém semeadas com os pasogencubadas a
30°C por 24h. A inibicdo do crescimento dos patégeni determinada
pelo diametro do halo produzido ao redor do discéghr (Anexo ).

12.7 Identificacdo das espécies:

A identificacdo inicial das cepas selecionadas realizada
fenotipicamente com o uso das galerias APl 50 CHidiamte a
fermentacao de carboidratos (Biomérieux). A cepa gpresentou 0s
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melhores resultados na sele@@witro foi identificada molecularmente
pelo sequenciamento e analise filogenética de fatps de gene RNAr
16S na Universidade Estadual de Campinas (UNICAM®)as
sequéncias foram confrontadas com as sequénciasrgimnismos
depositadas no Genbank.

12.8 Analise estatistica

Os resultados dos caracteres avaliados foram sidmsiet
analise de variancia unifatorial, segundo o defimagato inteiramente ao
acaso com trés repeticbes e posteriormente as snddm variaveis
foram comparadas pelo teste de Student Newman K8hK), ao nivel
de significancia de 0,05 (Zars, 1994).

Posteriormente foi definido o idedtipo (cepa idealposta), por
meio das maiores médias dentre as cepas avaliatlasop caracteres
velocidade maxima de crescimento, contagem finaléiglas viaveis e
halo de inibicdo contra os patdgenos, e das mennéeias para o0s
caracteres tempo de duplicacdo, perda de viabdidiad cepas a NaCl
(1,5 e 3,0%), pH (6, 8, e 9) e sais biliares (5B seguida, foram
estimadas as distancias de Mahalanobig), (& partir de dados
padronizados, entre todas as cepas trabalhadasdettipo, com o
auxilio do programa computacional Genes (Cruz, RaDdsta forma, as
cepas foram classificadas de acordo com o indiseldedo da distancia
ao idedtipo, ou seja, a distancia que apresentaamrelacdo ao
idedtipo, sendo consideradas as melhores cepaseaapgesentaram as
menores distancias.

13 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 10 cepas de bactérias acido lactioatrato
digestorio de camardes marinhos da espEciegannamei sendo trés
identificadas bioquimicamente combactobacillus plantarum trés
como Lactobacillus brevisduas comadNeissellaconfusa,uma como
Lactococcudactis e uma comaLactobacillusdelbrueckii(Tabela 2). A
cepa de L. plantarum 1 teve sua identificacdo confirmada
molecularmente, sendo mantida na colecdo de mgao@mmos do
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, @jigas e Agricolas
(CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (UNMEA sob o
numero de acesso CPQBA 007-07 DRMOL1. Para o delsanento de
um probidtico eficiente para uso na aquiculturidispensavel que o
micro-organismo utilizado como probi6tico seja oda do animal de
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interesse (Balcazar et al., 2006). Os resultaddsiashneste trabalho
demonstram que as bactérias acido lacticas cumgstnpremissa.

As cepas avaliadas apresentaram grande variakdlidewbtipica,
evidenciada pela diferenca significativa (p<0,083arvada pela andlise
de variancia em todos os caracteres avaliados I@&aBe 4). A maioria
dos caracteres avaliados apresentou grande vatdas| representada
pela grande amplitude entre a maior e a menor médidalo de
inibicdo contraV. anguillarum foi o caracter que apresentou maior
variabilidade, evidenciado pelo maior nimero dessda distintas (8
classes) pelo teste de separacdo de médias SNKmFabservadas
desde cepas sem a capacidade de inibir o cresame¥t anguillarum
(L. brevis )} até cepas que inibiram 17,67+0,58 nim fglantaruml)
(Tabela 3).

A cepal. plantaruml, teve em média, os maiores (p<0,05) halos
de inibicdo do crescimento (16,61+3,30 mm) conigacepas Gram
negativas Y. harveyij V. alginolyticus V. anguillarum P. aeruginosa
E. colieA. hydrophilg, seguidos pelt. plantarum2 (14,61+2,94 mm)
elL. plantarum3 (14,44+3,56 mm). Para as bactérias Gram posifiMas
luteos E. duranse Y. enterocolitich as 3 cepas dé. plantarum
apresentaram em média os maiores (p>0,05) haldsiltiedo, com
valores respectivos de 18,22+5,04, 17,89+5,92 83%4,33 mm para as
cepad.. plantaruml, 2 e 3, sendo superiores as demais cepas (p<0,05)
Estes resultados demonstram que Losplantarum apresentam um
grande espectro de a¢do contra patdgenos, tanto @gativos quanto
Gram positivos (Tabela 3).



Tabela 2: Identificag8o fenotipica das cepas dééhas acido lacticas isoladas do trato digestdeacamardes
marinhos pela fermentacdo de 49 carboidratos pepk50 CHL (Biomerieux).

A

Cepas

Testes bioquimicos

Lpll Lpl2 Lpl3 Lbrl Lbr2 Lbr3 Wcol Wco2 Llal Ldel

Glicerol - - - - - R R - -
Eritritol - - . - - - - - - -
D-Arabinost - - - - - - - - -
L-Arabinost + + + + + + + + - -
D-Ribost + + + + + + + - + +
D-Xilose - - . + + + + + + -
L-Xilose - - . - - - - - - -
D-Adonitol - - - - - - - - -
Metil-BD-Xilopiranosidc - - - - - - - - -
D-Galactos + + + - - + - + + +
D-Glicose + + + + + + + + + +
D-Frutost + + + + + + + + + -
D-Manost + + + + + + + + + -
L-Sorbos - - . - - - R R .
L-Ramnos + - + - + - - - - -
Dulcitol - - . - - - - R - .
Inositol - - . - - - - R - .
D-Manitol + + + - - - - - + -
D-Sorbito - - - - - - - - -
Metil-aD-Manopiranosid + + + - - - - - - -
Metil-aD-Glucopiranosid - - . - - - - - - -
N-Acetilglucosamin + + + + + + + + + +
Amigdaline + + + + + + - + + -
Arbutina + + + + + + - + + -
Esculina citrato de ferro + + + + + + + + + +




Tabela 2: continuagéo.

Testes bioquimicos Cepas
Lpll Lpl2 Lpl3 Lbrl Lbr2 Lbr3 Wcol Wco2 Llal Ldel

Salicine + + + + + + - + + -
D-Celobios: + + + + + + + + + -
D-Maltose + + + + + + + + + +
D-Lactost + + + - - - - - - -
D-Melibiose + + + - - - - - + -
D-Sacaros + + + + + + + + + -
D-Trealos: + + + - - - - - - +
Inulina - - - - - - - - - -
D-Melezitos: + + + - - - - - - -
D-Rafinost + + + - - - - - + -
Amido - - - - - - - - + -
Glicogénic - - - - - - - - - -
Xilitol - - - - - - - - - -
Gentibios: + + + + + + + + + -
D-Turanos + + + - - - - - - -
D-Lixose - - - - - - - - - -
D-Tagatos - - - - - - - - - -
D-Fucos! - - - - - - - - -
L-Fucos: - - - - - - - - - -
D-Arabitol + - - - - - - - - -
L-Arabitol - - - - - - -
Gluconato de potas: + - -

2-Cetoaluconato de potas

5-Cetogluconato de potés - - - -

Probabilidade (%) 999 999 999 945 944 899 78,5 99,6 82,4 78,0
Lpl = Lactobacillus plantarum, Lbr = Lactobacillus brevis, Wco = Weissella confusa, Lla = Lactococcus
lactis, Lde = Lactobacillus delbrueckii.

€§
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As bactérias acido lacticas sdo conhecidas comduforas de
compostos antimicrobianos (Roissart & Luquet, 1993@ntre estes
compostos, as bacteriocinas estdo entre os madaesis, tendo acao
principalmente contra bactérias Gram positivasi¢Git al., 2008). O
L. plantarum produz uma bacteriocina conhecida como plantaricim
(Suma et al., 1998;an Reeneret al., 1998; Hernandez et al. 2004), a
qual pode estar relacionada a formagdo dos halosnidgédo do
crescimento observados contra as bactérias Graitivassieste estudo.
Contudo, as bacteriocinas ndo possuem grande agf@a @s bactérias
Gram negativas (Vazques et al.,, 2005). Os halosindgcao do
crescimento formados contra as bactérias Gram inagatossivelmente
estdo associados a outros compostos produzidobagmérias acido
lacticas como peréxido de hidrogénio (Sugita et 2007) e acidos
organicos e acético (Vazques et al., 2005). Semtdhaibicdoin vitro
contra patdgenos foi relatada por outros potengiaibioticos isolados
de organismos aquaticos conhactobacillus sp. isolado de salmé&o
(Balcazar et al., 2007, 2008acillus pumilus(Aly et al., 2008),M.
lutueus e Pseudomonassp. (EI-Rhman et al., 2009),actobacillus
plantarum(Jatoba et al., 2008) isoladas de tilapi@aeillus sp. isolado
delL. vanname(Gullian et al., 2004).

Para a contagem final de células viaveis e veldeidaaxima de
crescimento, somente a cejpa plantarum 2 apresentou resultado
superior (p<0,05) as demais. Ja para o tempo deadcio, houve uma
sobreposicdo na separacdo de médias. Contudoad. cpfantarum?2
apresentou os menores valores brutos (Tabela 4pr Malocidade de
crescimento e menor tempo de duplicacdo das hestéornam os
processos comerciais de producdo mais eficienpeglem indicar uma
maior competitividadein vivo da cepa (Vine et al., 2004a). Os
resultados da cinética de crescimento obtidos pedpsas isoladas de
camardes foram superiores para a velocidade makn@escimento e
contagem final de células viaveis e inferiores ganmapo de duplicacdo
em relacdo a cepas de probiéticos com potencia pauicultura
isoladas por Vine et al., (2004a).

Na carcinicultura marinha, a variacdo na saliniddate cultivos,
dependendo da regido, época do ano e indice désitlade, pode
variar desde valores préximos a zero (Araneda.ef@08) até aguas
com salinidade superior a oceénica como ocorridoegides salineiras.
Assim, é importante que uma bactéria probidtica ercial possa
suportar ampla variagdo de salinidade. A cepalantaruml, foi a
Unica que ndo apresentou perda de crescimento qexposta a 1,5%
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de NaCl. Ja em 3,0% de NaCl, observou-se que pdeastas cepas
bacterianas houve perda no crescimento em relaggb%. Contudo,
em 3% de NaCl, a cepa que apresentou menor perctgstzmento foi
a W. confusa, contudo n&o diferindo significativamente dasasdp
plantaruml, 2 e 3L. brevisl e 3;W. confusdl eL. lactis1 (Tabela 4).
Ricciardi et al., (2009) e Papamanoali et al., (9G@ghbém observaram ,
respectivamente, que cepasWle cibariae L .plantarumapresentaram
baixa perda de viabilidade em meios com adicadte& NaCl.

Semelhante a salinidade, o pH da agua de cultiv@r@nstante,
podendo variar desde préximos a 6 no cultivo sopsivo de
camarfes em bioflocos (Vinatea et al., 2010) agm9um viveiro de
cultivo eutrofizado (Momoyama, 2004). Assim, € impate que uma
cepa selecionada para ser utilizada como probiégisista a uma ampla
faixa de pH. Com pH 6, houve perda de crescimemtdoglas as cepas
avaliadas, contudo as ceplasplantaruml, 2 e 3;L. brevis1l e W.
confusativeram menor perda de crescimento em relacéo maigelJa
para os pHs 8 e 9,la plantaruml foi a Unica cepa que ndo apresentou
perda no crescimento (Tabela 4). Papamanoli ef28102) observaram
que oL. plantarumapresenta baixa perda de viabilidade em meios de
cultura com pH de até 5.

Os sais biliares tém funcdo emulsificante, aumeltam
solubilidade das gorduras e das vitaminas liposs@Upara ajudar na
sua absorcdo (Lehninger et al., 2008). Este efditergente é
microbicida, pois pode afetar os fosfolipidios d@dés graxos das
paredes dos micro-organismos. Contudo, algumagrisssdo capazes
de hidrolisar os sais biliares com enzimas espesifidiminuindo o
efeito detergente (Erkkilda & Pet&ja, 2000). Parz qun probidtico
colonize eficientemente o trato digestorio de urimah é importante
que ele possa resistir aos sais biliares. Os $i@seb diminuiram o
crescimento de todas as cepas avaliadas, contudplantarum2 eL.
lactis 1 foram as cepas que tiveram menor perda de grestn. Cepas
de L. plantarum e L. lactis isoladas de truta arco-iris também
apresentaram baixa perda de viabilidade por sh&ds (Balcazar et
al., 2008).



Tabela 3: Halo de inibigdo (em mm) con¥ibrio harveyi(VH), V. alginolyticus(Val), V. anguillarum(Van), Enterococcus )

durans(ED), Micrococcus luteugML), Escherichia coli(EC), Pseudomonas aeruginogBA), Aeromonas hydrophil§AH) e
Yersenia enterocoliticBYE) das 10 cepas de bactérias &cido lacticasdasldo trato digestdrio détopenaeus vannamei.

Cepas VH VAL VAN ED ML EC PA AH YE
16,33+ 13,00+ 17,67+ 14,67+ 24,00+ 26,33+ 16,67+ 9,67+ 16,00+
Lpll 0,582 1,00 0,582 0,58° 1,00 0,582 1,53 0,58 1,00
13,33+ 20,00+ 10,33+ 12,67+ 24,33+ 16,33+ 13,33+ 13,33+ 16,67+
Lpl2 0,58 2,00 0,58 1,18 0,582 1,15 0,58¢ 1,532 0,582
16,00+ 13,33+ 14,00+ 14,67+ 22,33+ 20,00+ 15,67+ 8,67+ 15,00+
Lpl3 0,00 0,58 0,00 0,58° 0,58 2,00 0,58 0,58 1,730
9,00+ 9,67+ 0,00+ 6,00+ 15,67+ 14,00+ 13,67+ 8,00+ 10,67+
Lbri 0,001 1,15¢ 0,00 5,20' 1,53 1,00 1,53 0,00 2,084
8,33+ 11,67+ 7,33+ 7,67+ 13,67+ 10,33+ 8,67+ 10,33+ 8,00+
Lbr2 0,58 0,58° 0,58 0,58¢ 0,58 0,584 0,58 0,58° 1,00'
0,00+ 9,00+ 9,00+ 10,67+ 15,00+ 10,67+ 12,33+ 8,00+ 12,33+
Lbr3 0,00 0,00' 0,00 0,58° 1,00 0,58 0,58 0,00 2,08*
9,67+ 11,33+ 7,67+ 5,67+ 11,33+ 11,33+ 8,67+ 8,33+ 8,33z
Wecol 0,58 0,58° 0,58 0,58 0,59 0,58 0,58 0,58 0,58
0,00+ 13,67+ 10,00+ 9,00+ 19,67+ 9,00+ 16,00+ 11,33+ 16,67+
Wco2 0,00 1,18 0,00 0,00¢ 0,58 0,00 2,00° 1,18 0,582
6,33+ 6,33+ 6,33+ 6,00+ 13,00+ 8,33+ 14,67+ 8,67+ 8,67+
Llal 0,58e 0,58 0,58 1,000 1,0d 0,58 0,580 0,58 0,58
0,00+ 11,67+ 9,00+ 0,00+ 19,00+ 19,00+ 0,00+ 9,00+ 14,67+
Ldel 0,00 1,18° 0,00' 0,00 1,00 1,00 0,0d 0,00 2,310

16,33+ 20,00+ 17,67+ 14,67+ 24,33+ 26,33+ 16,67+ 13,33+ 16,67+

Ideétipo 0,58 2,00 0,58 0,58 0,58 0,58 1,53 1,53 0,58

Lpl = Lactobacillus plantarumLbr = Lactobacillusbrevis Wco =Weissellaconfusa Lla = Lactococcudactis, Lde
= Lactobacillusdelbrueckii



Tabela 4: Avaliagadn vitro da contagem final de bactérias (CFB), velocidadeimmh de crescimento (VM), tempo de
duplicagédo (TD), tolerancia a 1,5% de NaCl (NaCIBx¥)% de NaCl (NaCI30), pH6, pH8, pH9 e 5% de bdiares (SB) das 10
cepas de bactérias acido lacticas isoladas dodigéstorio de.itopenaeus vannamei.

Cepas CFB

(UFC/mL VIXI D NaCl15 NaCl30 pH6 pH8 pH9 SB
X 109) (h™) (h) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
21,67 + 0,11+ 6,35+ 0,00+ 33,97+ 11,88+ 0,00+ 0,00+ 68,28+
Lpll 10,4F 0,02 1,23° 0,00 2,27 6,772 0,0¢° 0,00 12,12«
49,67 + 0,15+ 4,56+ 19,49+ 43,02+ 11,00+ 3,00+ 16,32+ 30,33+
Lpl2 33,20 0,07 0,382 9,07 6,05° 1,00 1,00 4,6F° 3,2P
27,90 + 0,13+ 5,50+ 8,57+ 48,82+ 11,29+ 5,83+ 17,63+ 64,44+
Lpl3 2,59 0,01 0,23 8,73"° 24,48° 3,522 0,06 3,18° 7,51
757+ 0,12+ 6,19+ 35,49+ 45,64+ 5,75+ 0,00+ 16,62+ 63,79+
Lbr1 1,9° 0,02 1,27° 9,9¢ 5,320 2,262 0,00° 4,56° 14,69
4,87 + 0,11+ 6,03+ 36,56+ 64,16+ 55,35+ 48,30+ 17,79+ 73,20+
Lbr2 1,60 0,00 0,02° 10,48 9,77 9,54 9,62 1,90° 0,99
2,10+ 0,10+ 7,25+ 34,29+ 47,18+ 36,37+ 0,00+ 34,50+ 74,03+
Lbr3 0,98 0,01 1,09 13,40 1,98° 4,44 0,00 6,07 3,87
5,33+ 0,10+ 6,68+ 20,20+ 26,73+ 27,71+ 24,21+ 26,77+ 71,36+
Wecol 1,90 0,00 0,10 0,89° 1,612 519 3,29 6,10¢ 5,254
6,93 + 0,11+ 6,54+ 29,68+ 32,57+ 1,64+ 0,00+ 17,55+ 60,24+
Wco2 1,90 0,0 0,76 4,79 3,70 2,292 0,0¢° 8,43° 3,10
3,06 + 0,10+ 6,71+ 23,28+ 42,91+ 61,12+ 20,81+ 36,80+ 49,02+
Llal 2,28 0,00 0,18 5,38 6,34% 0,60' 3,08 2,17 15,92
1,73+ 0,13+ 5,52+ 77,19+ 80,27+ 89,72+ 89,98+ 74,33+ 86,56+
Ldel 1,27 0,0 0,39° 4,45 2,56 0,47 0,72 3,48 2,15
Idectipo 49,67 + 0,15+ 4,56+ 0,00+ 26,73+ 1,64+ 0,00+ 0,00+ 30,33+
33,20 0,01 0,38 0,00 1,61 2,29 0,00 0,00 3,21

Lpl = Lactobacillus plantarumLbr = Lactobacillusbrevis Wco =Weissellaconfusa Lla = Lactococcudactis, Lde
= Lactobacillusdelbrueckii

LS
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Considerando todos os caracteres avaliadogtro, a cepal.
plantarum1 obteve a menor distancia de Mahalanob® ébn relacdo
ao idedtipo. Ela foi seguida pelas outras duasscdph. plantarum as
duas cepas d®V. confusaas trés ded.. brevise alL. lactis O L.
delbrueckii foi a cepa que apresentou a maior distancia dotijmed
(Tabela 5). Estes resultados evidenciam, que dastcepas bacterianas
avaliadas, as cepas tle plantarumapresentaram o melhor potencial
para ser utilizadas como probitticos na carcinicaltmarinha, por
terem apresentados bons resultados para todogamteras avaliados,
evidenciado pela menor distancia ao ideotipo.

Tabela 5: indice de selecdo da distancia ao ideotip
(IDI) das 10 cepas de bactérias acido lacticasalas.

Cepa bacteriana IDI Ranking
L. plantaruml 304 1°
L. plantarum3 1693 20
L. plantarum2 3163 3°
W. confus& 8304 40
W. confusd 9635 50

L. brevis3 10975 6°
L. brevisl 12493 7°
L. brevis2 13922 8°
L. lactis1 15110 90
L. delbrueckiil 21469 10°

14 CONCLUSAO

Das cepas isoladas do trato digestério lde vannamei
Lactobacillus plantarumapresentam o maior potencial para serem
utilizados como probidticos para camardes marinhasais
especificamente. plantaruml.
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16 RESUMO

Este estudo avaliou o efeito da adicdo de duasapdactérias acido
lacticas actobacillus plantarum e Pediococcus parvulug na
alimentacéo de larvas de camarfes marinhitgpenaeus vannanjailo
estadio de nauplio 5 até pds-larva 1. Foram reddzaanalises
microbioldgicas, da sobrevivéncia final na larviath e a tolerancia das
larvas ao desafio comiibrio harveyi A sobrevivéncia das poés larvas 1
do controle (21,25+11,35%) foi inferior (p<0,05)d®s tratamentos
alimentados com as cephs plantarum (50,57+2,80%) €. parvalus
(44,23+4,32%), que nao diferiram entre si{®5). A sobrevivéncia das
misis alimentadas conk. plantarum (79,85+18,02%)foi superior
(p<0,05) as alimentadas cofh parvulus(49,13+9,32%) e controle
(48,02+4,23%), 48h apds o desafio cdmharveyi A Eopulagéo de
Vibrio spp. nas pos-larvas 1, do controle (3,16 + 0,56°XJFC/g) nédo
diferiu das alimentadas cobh parvulus(2,51 + 0,81 x 1DUFC/g) que
foram superiores (p<0,05) as larvas alimentadaslcgstantarum(1,58

+ 0,21 x 16 UFC/g). A populacdo de bactérias acido lacticads fo
Slég)erior nas pos-larvas 1 alimentadas tomlantarum(5,01 + 0,8 x
10° UFC/mL) eP. parvalus(4,98 + 0,55 x 18UFC/mL) em relacdo ao
controle (0). A suplementacdo na dieta chmplantarum melhorou
sobrevivéncia da larvicultura de vannameidiminuindo a populacao
deVibrio spp. nas larvas e aumentando sua tolerancia aticddesmV.
harveyi

Palavras chavesiitopenaeus vannameiLactobacillus plantarum
Pediococcuparvulus infeccaoVibrio harveyi,sobrevivéncia.
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17 ABSTRACT

This study evaluated the effect of the additiontved strains of lactic
acid bacteria l{actobacillus plantarumand Pediococcusparvalug on
the feeding of marine shrimp larvagitbpenaeus vannameat the
stages nauplii 5 to post-larval 1. Microbiologiealalyzes, survival rate
in the hatchery and larval tolerance agalristio harveyichallenge was
performed. The survival in unsupplemented shrimp.42+11.35%)
was lower than that observed on shrimp supplementét L.
plantarum (50.57£2.80%) andP. parvalus (44.23+4.32%). These last
ones did not differ between them. Forty eight haitsr challenge, the
survival of mysis fed.. plantarum(79.85+18.02%}vas highe(p<0.05)
than those fedP. parvalus (49.13+9.32%) and unsupplemented
(48.02+4.23%). The population ¥ibrio spp. in unsupplemented post-
larvae 1 (3.1620.55 x 20CFU/g) did not differ from those fe®.
parvalus(2.51+0.81 x 10CFU/g). On the other hand, the population of
Vibrio spp. in larvae fedP. parvaluswas increased when compared to
those fedL. plantarum (1.58+0.21 x 1® UFC/g). Contrarily to
unsupplemented shrimp, an increase in the lactit-dwacteria
population was reported in post-larvae 1 tecblantarum(5.01+£0.8 x

10° CFU/mL) and P. parvalus (4.98+0.55 x 18 CFU/mL). The
supplementation with.. plantarumdid improve the survival of shrimp
in reducing theVibrio spp. population and increasing the resistance of
larvae toV. harveyi

Key-words:Litopenaeus vannamgprobiotic, infectionVibrio harveyi,
survival.
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18 INTRODUCAO

O desenvolvimento de doengas no cultivo de camanéesé
resultado apenas da intensificacdo da densidaderathucdo, mas
também de distlrbios ecoldgicos, alimentares eig@@UKAUTSKY et
al., 2000). Bactérias patogénicas sao comuns ndeatebaquatico e
tiram vantagens de mudancas ecologicas na aguzaddél na
aquicultura (SKJERMO; VADSTEIN, 1999). Dentre asctiéaias
patogénicas destacam-se as do généitmrio, que tem causado
mortalidades em larviculturas e engorda de camaebesdiferentes
paises (ABRAHAM; PALANIAPPAN, 2004). Para o contotlestas
enfermidades, a utilizacdo profilatica de antiloidsi é a estratégia mais
utilizada na carcinicultura (SKJERMO; VADSTEIN, 9 Porém, o
uso massivo de antibidticos tende a selecionar scefga bactérias
resistentes (HOLMSTROM et al., 2003). Além disaopresenca de
residuo de antibidticos no tecido do camardo iiNZab a
comercializacdo para muitos paises e prejudicaidesdo consumidor
(SAPKOTA et al., 2008).

Um método alternativo para o controle de enfermeédad
bacterianas, que vem ganhando aceitacdo, é aagliizde bactérias
probidticas (GOMEZ-GIL, et al., 2000). Gatesoup®9d) definiu
probidtico como: “micro-organismo vivo que ao semistrado ao
cultivo coloniza o trato digestério dos animais camobjetivo de
melhorar seu estado de saude”.

Diversos trabalhos tém demonstrado que a utilizag&o
probidticos pode melhorar o crescimento, respostanologica e
sobrevivéncia de camarbes (RENGPIPAT et al, 192800;
GULLIAN, et al., 2004; CHIU et al., 2007; TSENG at., 2009;
XIAOQJIE; HONGMING, 2009). Porém, poucos trabalhémtestudado
o efeito benéfico da utilizagdo de probidticos dteaodos os estagios
larvais do camardbitopenaeus vannamei

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito décéo de duas
cepas de bactérias acido Ilacticakactobacillus plantarum e
Pediococcusparvalug na alimentagcdo da larvicultura de camardes
marinhos (itopenaeus vannameilo estadio de nauplio 5 até pés-larva
1, quanto a microbiologia da agua e larvas, quadiddarval,
sobrevivéncia final da larvicultura e tolerancia @esafio porVibrio
harveyi.
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19 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cdmar
Marinhos (LCM) da Universidade Federal de Santa@at (UFSC).

19.1 Material biolégico

Larvas de camarBes no estadio de nauplio 5, prents do
setor de maturacdo do LCM-UFSC foram utilizadas jparealizacéo do
experimento.

As cepas de bactérias acido lactidaectobacillus plantarum
CQPBA 007 07 DRMO1lisoladas delL. vannameido banco de
reprodutores do LCM/UFSC Pediococcusparvulus CQPBA 5889
DRMO1 isoladas do trato digestorio devannamedo ambiente natural
da Colémbia (RAMIREZ, 2005) foram utilizadas no esxmento. Para
0 desafio experimental foi utilizad¥ibrio harveyi ATCC 14126,
patogénico para camardes marinhos.

19.2 Condi¢bes experimentais

O experimento foi dividido em trés grupos experitagncom
quatro réplicas em delineamento inteiramente casum. Cada
unidade experimental foi composta de um tanqueOtlepdvoado com
1500 nauplios no estadio 5 de vannamei divididos nos seguintes
grupos:

- Tratamentd.. plantarum alimentacdo das larvas de camardo com
dieta liquida (Oceandrops) suplementada comn. @lantarum na
concentracédo de $0FC/mL.

- TratamentoP. parvulus alimentacdo das larvas de camardo com
dieta liquida (Oceandrops) suplementada cBm parvulus na
concentracdo de $0FC/mL.

- Controle: alimentacdo das larvas de camardo senwm dieta
liquida (Oceandrops).

Antes do inicio do experimento (48h), a dgua dosjuas foi
tratada com 5 ppm de formaldeido 37%. No dia deamento, a 4gua
dos tanques foi inoculada cdbinaetoceros calcintransa concentracao
de 5 x 10 células/mL. Todos os dias durante a realizacdo do
experimento foi inoculado um volume desta microalgeeviamente
calculado, para manter esta concentracdo. A agsatalmues foi
renovada (50%) apenas uma vez durante a realizhg@&xperimento
guando as larvas atingiram o estagio de misis 1.
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19.3 Avaliacdo da sobrevivéncia e qualidade larval

Diariamente uma amostra de 10 larvas de todosrupi¢s foi
retirada para avaliacdo da qualidade larval coniliaue microscopio
Optico. Nestas avaliacbes observou-se a presencanadeoses,
cromatoéforos expandidos, trato digestério cheiwvazio, ma formacao,
presenca de parasitos como descrito por Mourifad.,e2008) (Anexo
II). A sobrevivéncia dos animais foi avaliada emisdomomentos:
durante a metamorfose para misis 1 e de misise8gim-larva 1.

19.4 Avaliagcao microbiolégica

Quando as larvas atingiram o0 estagio de misis fselgrva 1,
foram retiradas amostras de &agua e de larvas peatiagio
microbioldgica. As amostras foram lavadas com alct®%6, depois
enxaguadas com agua destiladas, retirado o exdesigua, pesadas e
maceradas. Foram realizadas cinco diluigbes serigtdd0) com as
amostras de larvas e de agua, separadamente, aedioicdes 10 até
10° semeadas em meio de cultura Agar Marine (contageah de
bactérias), agar Tiossulfato Citrato Bile Sacar@¥eBS, paraVibrio
spp.) e agar de Man Rogosa e Sharpe (MRS, para@ridactacido
lacticas) e incubadas a 30°C. As unidades formadigaolonias foram
quantificadas ap6s 24h nos meios agar Marine eTAQBS e apds 48h
no meio agar MRS.

19.5 Desafio comVibrio harveyi

No estaddio de misis 2, quatro amostras de 100 dafgeam
retiradas de cada tratamento alimentado com bastédido lacticas e
oito amostras de 100 larvas foram retiradas doralené estocadas em
frascos de 1L. As amostras dos tratamentos alimiestaom bactérias
acido lacticas e quatro amostras do grupo confariem inoculadas
com 10 UFC/mL deV. harveyi Para controle, quatro amostras de
larvas do controle foram mantidas sem o desaficraav. harveyi A
sobrevivéncia foi avaliada 48h apés o desafio.

19.6  Analise estatistica

Primeiramente os dados foram submetidos ao tedadiett, de
homocedasticidade, e os dados das contagens déridmcforam
transformados em log(x+1). Utilizou-se andlise daridncia para
verificar diferencas estatisticas entre os tratéosenp<0,05), e
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posteriormente o teste Student Newman Keuls (SNK¥eparacdo de
médias ao nivel de significancia de 0,05 (ZAR, 984

20 RESULTADOS

20.1 Taxa de sobrevivéncia e qualidade larval

N&o foi observada diferenca na sobrevivénciaO{@5) e na
qualidade das larvas apdés a metamorfose para rhisentre o0s
tratamentos. J4 na metamorfose para pés-larvasdbravivéncia das
pos-larvas alimentadas cdmplantarume P. parvulusforam superiores
ao controle (p<0,05) (Tabela 6). As larvas alimdasa com L.
plantarum apresentaram maior atividade natat6ria, menorepges de
necroses e parasitos e intestino cheio em relag demais
tratamentos. Nao foi observada ma formacéo naadate nenhum dos
tratamentos.

Tabela 6: Sobrevivéncia deitopenaeus vannamedlimentados com dieta
suplementada contactobacillus plantarum Pediococcus parvulug sem
suplementacdo apdés a metamorfose de protozoea3dnisis 1 e misis 3 para
pos-larva 1.

Sobrevivéncia(%) apés a Sobrevivéncia apds a metamorfose

Tratamento metamorfose para misis 1 para pos-larva 1 (%)

L. plantarum 63,0+5,1a 50,2+28a

P. parvulus 68,2+11,4a 445+43a
Controle 61,3+10,6 a 21,1+113b

Valores expressos em média + desvio padrdo (DBasl@iferentes indicam
diferencas entre os tratamentos na coluna pek 8K (p<0,05)

20.2  Anadlises microbiolégicas

Observou-se a presenca de bactérias acido lacticaente nos
tratamentos alimentados com probidticos, tanto gaaaguanto no
macerado de larvas, indicando que as cepas usibzadlonizaram as
larvas. As contagens de bactérias totais ndo aamiaignificativamente
nos dois estadios avaliados, tanto na agua quasttarnvas (Tabela 7).

A contagem deVibrio spp. no estadio de misis 1 nao foi
significativamente diferente ¥0,05), entre os tratamentos tanto na agua
guanto nas larvas. No estadio de poés-larva 1, tagem deVibrio spp.

na agua e nas larvas alimentadas toplantarumfoi inferior (p<0,05)
aos demais (Tabela 7).



Tabela 7: Contagens microbioldgicas da 4gua eatead dd_itopenaeus vannamalimentadas com dieta
suplementada corhactobacillus plantarum, Pediococcus parvukisem suplementacdo nos estagios de

misis 1 (M1) e pos-larva 1 (PL1).

Tratamento Contagens microbiolégicas
Estagio Agua (UFC/mL)
Bactérias totais Vibrio spp. Bactérias acido lacticas
L. plantarum M1 7,94 £ 0,15 x 10a 1,02 + 0,01 x T&a 3,16 £ 0,12 x 1ba
P. parvulus M1 1,26 + 0,18 x 1ba 2,51+0,17 x 10a 3,98 + 0,16 x I0a
Controle M1 1,26 +0,11 x fa 3,16 +0,13 x 10a 0+0b
L. plantarum PL1 7,94 +1,12 x 10a 1,26 + 0,26 10' a 6,31 + 0,22 x Ita
P. parvulus PL1 1,26 + 0,25 x 10a 2,51+0,31 x b 5,1+0,43 x 1ba
Controle PL1 2,02+0,82x ia 3,16 £0,51 x 1 0+0b
Tratamento Contagens microbioldgicas
Estagio Larva (UFC/g)
Bactérias totais Vibrio spp. Bactérias acido lacticas
L. plantarum M1 1,26 + 0,12 x 19a 6,31+ 0,3 x 10a 2,32+0,31 x Ita
P. parvulus M1 5,01+ 0,22 x 10a 5,01 + 0,16 x 10a 1,58 + 0,51 x 10a
Controle M1 1,10+ 0,35 x f@ 3,98 +0,11 x T0a 0,0+0b
L. plantarum PL1 6,31 + 0,34 x 10a 1,58 + 0,21 x 10a 5,01 + 0,8 x 10a
P. parvulus PL1 1,26 + 0,25 x 10a 2,51+0,81x I 4,98 + 0,55 x 1a
Controle PL1 5,01+ 0,41 x 1@ 3,16 + 0,55 x Tb 0x0b

*Letras diferentes indicam diferencas entre osatr@ntos na coluna para 0 mesmo estadio de desengnte
larval pelo teste SNK (p<0,05)

A
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20.3 Desafio comVibrio harveyi

A taxa de sobrevivéncia das larvas alimentadaslcgtantarum
48h apos o desafio coxh harveyifoi semelhante ¢0,05) a das larvas
nao desafiadas, as quais apresentaram sobreviv&mgior (p<0,05)
as alimentadas coP\ parvuluse controle apds o desafio (Tabela 8).

Tabela 8: Sobrevivéncia de misis 2 ldopenaeus vannamaiimentada com
dieta suplementada cobactobacillus plantarum, Pediococcus parvukisem
suplementacéo 48h apés o desafio experimentaMibrio harveyi.

Tratamento Sobrevivéncia (%)
L. plantarumdesafiado com por. harveyi 79,8+18,0a
Sem a inoculagéo de micro-organismos 73,3+34a
P. parvulusdesafiado conv. harveyi 482+9,3b
Controle desafiado com. harveyi 495+41b

Valores expressos em média + desvio padrdo (DRasleliferentes indicam
diferencas entre os tratamentos pelo teste SNK,(p¥0

21 DISCUSSAO

A colonizacdo do trato digestério das larvas deagées por
bactérias benéficas pode ser um importante esaatégprevencéo de
enfermidades (FARZANFAR, 2006). Quando as larvascamardes
marinhos estdo no estadio de nauplio, sua nutéc@ta somente de
vitelo, ndo havendo alimentacdo exdégena. Nesteliesixiste apenas
uma peqguena colonizacdo de bactérias pelo poro desl larvas
(GOMEZ-GIL et al., 2000). As larvas apresentam gSumeo trato
digestério totalmente colonizado quando ha a tommsfcdo para o
estaddio de protozoea, com o inicio da alimentagd@mena. Sendo
assim, o fornecimento de dieta suplementada cormidiico ja neste
estagio pode levar ao estabelecimento de uma ntaobacteriana
intestinal favoravel desde um primeiro momento,pacio o espacgo
gue poderia ser ocupado por bactérias patogér&aMEZ-GIL et al.,
2000).

As duas cepas utilizadas colonizaram o trato digiestlas larvas
de L. vannamei demonstrando que a via de alimentacado utilizama n
trabalho foi eficiente. As bactérias se mantiveraaveis na dieta por
tempo suficiente apds o fornecimento da alimentggia colonizar as
larvas. Contudo, no estagio de misis 1, a populdgibactérias acido
lacticas nas larvas alimentadas com dieta suplexentom L.
plantarume P. parvulusfoi baixa, o que deve explicar a ndo alteracéao



74

na populacao d¥ibrio spp. Este resultado pode ser associado ao habito
alimentar dos camardes. Até 0 estagio de misis slmiroalgas
representam uma grande parcela da alimentacdamdas (LE VAY et

al., 2001) e o volume de racao consumido, veicalpraébiotico, ndo é
elevado.

No estagio de pés-larva 1, a populacéo de bactécids lacticas
foi 100 vezes superior nas pos-larvas 1 alimentadad_. plantarume
P. parvulusquandocomparado ao estadio de misis 1. Isto pode estar
relacionado com o habito essencialmente carnivoreaaimardo neste
estagio de vida (LE VAY et al., 2001), e o elevaadume de racao
consumido. Adicionalmente, as pos-larvas 1 témstemia digestorio
mais desenvolvido que as misis (ABRUNHOSA; MELOQZ)) o que
pode ter favorecido a fixacdo das bactérias adtichs. Contudo,
somente d.. plantarumfoi capaz de diminuir a populacdo Wébrio
spp. no trato digestorio das larvas e na aguaosgne a populacdo de
bactérias acido lacticas foi superior a dibrio spp. Este resultado
provavelmente esta relacionado a maior capacidadta dcepa em
produzir compostos antimicrobianos. Esta hipotessugtentada por
trabalhos anteriores que demonstraram que a cagiectke inibicaon
vitro por difusdo em agar conth harveyie V. alginolyticusde L.
plantarum(VIEIRA et al., 2009) foi em média 2,5 vezes maior que
deP. parvulusRAMIREZ, 2005).

Bactérias do génendibrio sdo patdégenos conhecidos de larvas de
camarfes, sendo responsaveis por mortalidades ssk@ae em
larviculturas comerciais. Entre os sintomas cligicassociados a
presenca d¥ibrio spp. patogénicos, estdo necroses nos 6rgaos imterno
e externos (hepatopancreas, tubo intestinal, peréds, ple6podos) e
perda da atividade natatéria das larvas (LIGHTNE®96). A menor
populacdo deVibrio spp deve estar relacionada a menor presenca de
necroses, maior atividade natatéria e maior sobfacia final nas
larvas alimentadas conkL. plantarum Resultado semelhante na
diminuicdo da populacao d&brio spp. no trato digestério das larvas foi
relatada enfrenneropenaeus indicusom o uso de probidtico comercial
formulado comBacillus sp. (ZIAEI-NEJAD, et al., 2006). O uso de
Bacillus spp. como probidtico também tem apresentado efedito
aumento da sobrevivéncia durante a larvicultura Ldevannamei
(DECAMP et al., 2008; GUO et al., 2009).

A suplementacdo cor. plantarumna dieta também promoveu
maior resisténcia das misis 1 ao desafio dbrharveyi Este resultado
pode estar relacionado a colonizacdo do trato Wigesdos camardes
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pelo L. plantarumque pode ter dificultado a fixacdo dé& harveyi
(previamente discutido) e/ou a estas larvas estaremais
imunocompetentes. EnL. vannameija foi demonstrado que a
suplementacdo conl. plantarum provocou em animais adultos
imunoestimulacdo e maior resisténcia ao desafidraov. harveyi
(Vieira et al., 2008) é/. alginolyticus(Chiu et al., 2007). Assim, o
efeito imunoestimulante do. plantarumpode ter sido responséavel pelo
aumento na resisténcia das larvas ao desafio @ukemeste estudo.
Contudo, néo foi encontrada na literatura relatoeteante de aumento
de resisténcia de larvas de camardo ao desafiorimegogal com
patégenos.

22 CONCLUSAO

A suplementacdo da dieta cdm plantarummelhora a taxa de
sobrevivéncia da larvicultura de vannameidiminuiu a populacdo de
Vibrio spp. nas larvas e aumenta sua resisténcia quasdfiatias com
V. harveyi
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24 RESUMO

Neste estudo avaliou-se o efeito de dieta supledantcom
Lactobacillus plantarurma engorda deitopenaeus vannamebpbre 0s
indices zootécnicos, microbiota bacteriana do tratigestorio,
sobrevivéncia e alguns parametros hemato-imunaégiapds desafio
comVibrio harveyi Nao foi observada diferenca significativa@p5)
na sobrevivéncia (80£6%) e no peso final dos caesa(6,63+0,569)
durante a engorda (60 dias). A populacdo de bastéotais vidveis e
Vibrio spp no intestino ndo diferiu 0,05) até o 40° dia de cultivo,
mas foi inferior (p<0,05) nos camarfes alimentadmsn dieta
suplementada com probi6tico no 60° dia de cultivo relacdo aos
alimentados sem suplementacédo. A populacéo derizacheido lacticas
foi superior (p<0,05) no intestino de camarfes afitados com dieta
suplementada corb. plantarumapds o 20° dia de cultivo. Dez horas
apos o desafio, a sobrevivéncia de camardes ahaemntcom dieta
suplementada corh. plantarum (65,7+£2,9%) foi superior (p<0,05) a
dos alimentados com dieta sem suplementacédo (3@%34Camardes
alimentados com dieta suplementada donplantarume inoculados
comV. harveyiapresentaram menor contagem de bactérias na hémoli
e hepatopéancreas (p<0,05). A contagem total de titoace a atividade
aglutinante da hemolinfa foram superiores nos caesatinoculados
comV. harveyialimentados com dieta suplementada ¢orplantarum
(p<0,05) Este estudo demonstrou que a suplementacéo dacdiei..
plantarum modificou a microbiota bacteriana intestinal dosnaedes
aumentando sua resisténcia quando desafiado domharveyj
comprovando assim seu potencial uso como probiético

Palavras chavesiitopenaeus vannameiLactobacillus plantarum
microbiota intestinal.
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25 ABSTRACT

This study aimed to investigate the effect dfagtobacillus plantarum
supplemented diet on shrimp growth performancetebiat microbiota
of the digestive tract, survival, and hemato-immaogizal parameters
after challenged witlvibrio harveyi No significant difference &9.05)
was observed in shrimp survival (80+6%) and finalght (6.63+0.569)
after 60 days feeding trial. Total bacteria coumd ®ibrio spp. count in
the digestive tract were not different>(p05) until day 40, but they
were lower (p<0.05) in the probiotic-supplementedug on day 60.
Total lactic bacteria in the shrimp digestive traets higher after day 20
in the probiotic-supplemented group. Ten hours raffe harveyi
challenge, survival of the probiotic-supplementedug (65.7 + 2.9 %)
was higher (p<0.05) than the control group (394.4:%).Vibrio spp.
in hemolymph and hepatopancreas was lower (p<@Oe probiotic-
supplemented group than in the control group aftdrarveyichallenge.
Total hemocyte count and serum agglutination dgtiwere higher
(p<0.05) in the probiotic-supplemented group affeallenged withv.
harveyi. This assay comproved that probiotic-supplementeet d
modified the bacterial microbiota of the shrimp efigve tract and
increased its resistance\Mo harveyiinfection.

Keywords:Litopenaeus vannameirobiotic, intestinal microbiota.
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26 INTRODUCAO

A microbiota do ambiente aquatico estd normalmeeie
equilibrio, sendo composta por bactérias benéfeaseutras para o
animal cultivado, bem como bactérias patogénicadgatidrias e
oportunistas (Schulze et al., 2006). Este equilipade ser rompido por
praticas inadequadas de manejo, que podem acaaretatiferacdo de
bactérias patogénicas (Karunasagar et al., 1994).

Na carcinicultura marinha, o controle de enfermatade origem
bacteriana é feito principalmente pelo uso de #htidlos (Karunasagar
et al., 1994). Porém, o uso indiscriminado destébiaticos tem levado
ao surgimento de cepas de bactérias resistentgsrr{dke Vadstein,
1999; Verschuere et al., 2000), além de deixaduesi destas moléculas
na carne do camardo, e causar contaminacao aoraenfiolmstrom et
al., 2003). Assim, diversos paises baniram o usardibioticos na
carcinicultura (FAO, 2002; Vine et al., 2006).

Como alternativa ao uso de antibidticos, vem gatb@spaco na
industria aquicola a utilizacdo de cepas de bastéprobitticas” para
controle de bactérias patogénicas. Gatesoupe (HI®)ju probidtico
como “micro-organismo vivo que ao ser ministradcs amiltivos
coloniza o trato digestdrio dos animais com o dlgjetle melhorar sua
saude”.

Entre as bactérias probidticas utilizadas na atjuien) destacam-
se as bactérias acido lacticas, por serem de faditiplicacéo,
produzirem compostos antimicrobianos (bacterioginaeroxido de
hidrogénio, &cidos organicos e lactico) e estinamaa resposta imune
nao especifica nos hospedeiros (Gatesoupe, 2008udds vém
demonstrando o efeito benéfico da inclusdo destagétias no cultivo
de diversas espécies aquaticas c@vopthalmus maximy&atesoupe,
1994), Salmo salar(Robertson et al., 2000Rollachius pollachius
(Gatesoupe, 2002Macrobrachium rosenbergifVenkat et al., 2004),
Oncorhynchus mykisgPanigrahi et al., 2005) &parus auratal.
(Salinas et al.,, 2006). Porém, poucos estudos focamduzidos
avaliando o uso de cepas de bactérias acido lécigmEladas de
camarfes marinhos.

Parametros hemato-imunoldgicos, como hemogramileate
da enzima fenoloxidase (PO) e titulo aglutinantdelmolinfa tém sido
empregados como indicadores do estado de saudendedes marinhos
(Rengpipat et al., 2000; Perazzolo et al., 2002iguet al., 2004;
Maggioni et al., 2004).
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A hipétese deste ensaio foi verificar se camardiesenatados
com dieta suplementada coirmactobacillus plantarumapresentam
melhora nos indices zootécnicos e taxa de sobrais&bem como
alteracbes na microbiota bacteriana intestinal gurel parametros
hemato-imunoldgicos apds o desafio cdirio harveyi

27 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Cdmar
Marinhos (LCM - Departamento de Aquicultura da Wmsidade
Federal de Santa Catarina, UFSC) em conjunto cdraboratério de
Diagnostico e Patologia em Aquicultura (Departamet& Aquicultura -
UFSC) e o Laboratério de Imunologia Aplicado a Altura
(Departamento de Biologia Celular, Embriologia en&@iea - UFSC).

27.1 Material biologico

Foram utilizadas pos-larvas d#éopenaeus vannameim estagio
20 (PL 20) com peso médio de 0,08+0,01g, proveesemn LCM-
UFSC. A cepade bactéria acido lacticd,actobacillus plantarum
utilizada foi isolada de camardes do banco deodepiores do LCMe
mantida na cole¢do de micro-organismos do Cenuadiciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQ@®AWNiversidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) sob o nimero desac€PQBA
007-07 DRMO1, sendo que para o desafio experimeutibtou-se
Vibrio harveyiATCC 14126.

27.2  Preparo do inéculo bacteriano

A bactérialL. plantarumfoi cultivada em meio de cultura caldo
MRS (De Man, Rogosa e Sharpe, 1960; Difco) em banho
microprocessado sob agitacdo continua (2@ & 35°C por 24h, até
alcancar o niimero de *l0nidades Formadoras de Colénia (UFC)/mL.

A bactéria marinh&/. harveyifoi cultivada em meio de cultura
liguido de infusdo de coragdo e cérebro (BHI, Oxaidb agitacao
continua (200 xg) a 30°C. Apds 24h do crescimento da cultura, a
suspensdo bacteriana foi centrifugada (200@)x o sobrenadante
descartado e o precipitado suspenso em solucéw sestéril (SSE -
1,5% de NaCL), e a concentragéo ajustada pardRoO/mL.
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27.3 Dieta experimental

A racdo comercial marca Gu&iB5% de proteina) foi aspergida
com 200 mL/kg de indéculo bacteriano, a®10FC/mL de L.
plantarumimL. ApdOs a asperséo, a racao foi hermeticamercteata e
incubada em estufa a 35°C por 24h, transferidayrassegunda estufa
com circulacdo de ar para secagem a 35°C por 2dhatigir a
concentracao final de 1,5+0,7 X*10FC/g de racao.

27.4  Protocolo experimental

Foram utilizados oito tanques circulares com cajsag para
1000L, povoados com 400 PL 20, sendo: quatro tanglimentados
com ragédo comercial suplementada donplantarume quatro tanques
alimentados com racdo sem suplementacao (diet@gadx agua dos
tanques foi diariamente renovada em 70% e os sathsi@lo fundo
retirados (8:00h). A racao foi fornecida quatroegeao dia (8:30, 12:00,
18:00, 22:00h) em bandejad-libitum

O experimento foi conduzido por 60 dias, sendoizadhs
biometrias quinzenais de 30 camardes por tanque, geeterminar o
ganho em peso dos camardes. A sobrevivéncia fmileala no final dos
60 dias. Nos dias 0, 20, 40 e 60 foram retiradasstmas de tratos
digestdrios de cinco camardes por tanque (n=2Qrptamento) para a
guantificacdo de bactérias viaveis totais, vibrimas e bactérias acido
lacticas. Para isto, os intestinos dos camardesnfextirpados, pesados
em pools de cinco animais e macerados em SSE na propogdold
(p/v). Foram entdo realizadas cinco diluicbes deda(fator 10) em
tubos contendo SSE e posteriormente semeadas s plie Petri
contendo meio de cultura agar Marine (Difco, pasatagem total de
bactérias), agar Tiossulfato Citrato Bile Sacar@¥eBS, Difco, para
contagem deVibrio spp.) e 4gar MRS (Difco, para contagem de
bactérias acido lacticas) para contagens totai¥JlE apos 24h de
incubacdo nos meios de cultura agar Marine e ag&STe apds 48h no
meio agar MRS. Das colbnias crescidas em MRS efta fa coloracéo
de Gram para verificacdo de similaridade da mogialalas bactérias
com a utilizada como probidtica.

27.5 Infeccdo experimental

Passados 60 dias de alimentacdo, 35 camarfes detarayle
(n=140 por tratamento) foram transferidos parauasgle 100 L com a
mesma agua utilizada na engorda, e injetados coml28le uma
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suspensédo d¥. harveyidiluido em solucao salina na concentracéo de
1x10' UFC/mL ou com 2BL de SSE no caso dos controles. A
sobrevivéncia dos camardes foi avaliada 10h apdssafio. Amostras
de cinco camardes por tanque (quabaols de cinco animais por
tratamento) foram retiradas para coleta de hensoknhepatopancreas
para avaliagdo de alguns parametros imunolégicosvaliacdes
microbiolégicas.

27.6  Coleta da hemolinfa e do hepatopancreas

Um volume de 30@L de hemolinfa foi obtido do sinus ventral
de cada camardo com seringas estéreis de 1mL,adesph agulhas
21G e previamente resfriadas a 4°C, para evitapaguacdo. Uma
amostra de 1@ da hemolinfa coletada foi fixada em 4% de
formaldeido em solucdo anticoagulante de MAS (27 gilvhto de
sédio, 336 mM NacCl, 115 mM glicose, 9 mM EDTA, pkD)7 para
contagem total de hemécitos (THC). Outrosill@e hemolinfa foram
utilizados para avaliagdo microbiolégica e o rdastafoi deixado
coagular a 4°C. O coagulo foi entdo congelado GP@°descongelado
para permitir a ruptura celular e a liberagédo dateado dos granulos e
centrifugado repetidamente (2.00@yor 10 min). O sobrenadante ou
soro foi aliquotado e estocado a -20°C, para ustepor.

Ap6s a extracdo da hemolinfa, a carapaca do céfalotdos
camardes foi aberta com o auxilio de tesoura. Conbisturi foi feita a
retirada de uma amostra do hepatopancreas, tontamdedo para ndo
haver o rompimento do trato digestorio, e conseguerntaminacéo da
amostra.

27.7  Analise microbioldgica da hemolinfa e do hepatopameas

A hemolinfa coletada (1QL) foi semeada em condi¢cdes de
esterilidade em placas de Petri contendo meio iteraidgar TCBS. As
amostras de hepatopancreas foram maceradas em S®meadas
também em placas de Petri contendo meio de culigaa TCBS, em
condi¢des de esterilidade. As placas foram incubada estufa a 30°C
por 24h para detectar o crescimentd/d®io spp.

27.8 Analises imunoldgicas

A contagem total de hemdcitos (THC) foi estimadac@mara de
Neubauer e a concentracdo de proteinas totais rdoestimada pelo
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método de Bradford (1976), utilizando-se soro alimanbovina como
padréo.

A atividade da enzima fenoloxidase (PO) foi deteada por
colorimetria pela formacéo do pigmento DOPA-croaqmys a oxidacao
do substrato enzimatico L-diidroxifenilalanina (LOPA, Sigma).
Amostras de 50ulL de soro (quatropools de cinco animais por
tratamento) previamente diluido (10x) em TBS-11§8@ Tris, 336 mM
NaCl, 5 mM CaGl, 10 mM MgC}, pH 7.4) foram incubadas com um
volume igual de tripsina (Sigma, 1mg/mL), indutanzienatico em
microplacas de 96 pocos (fundo chato) por 5 min58C2 Apds
incubacéo, foi adicionado um volume de30de L-DOPA (3mg/mL)
em cada poc¢o. Nos controles, o soro ou a tripsirerf substituidos por
TBS-1. A formacdo do DOPA-cromo foi monitorada emitbra de
Microplaca (490 nm) apos 5, 10, 20 e 30 min. Aidéide da PO foi
expressa em unidades de atividade da enzima (@l)éstda variacéo de
0,001 na absorbancia/minuto/miligrama de prote8@adérhall e Hall,
1984). Os ensaios foram realizados em triplicata.

A atividade hemaglutinante do soro foi avaliadat@eritrocitos
de rato. Para tal, amostras de 50uL de soro doarfam(quatrgools
de cinco animais por tratamento) foram diluidosaseente (fator 2)
em TBS-2 (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 10 mM CaCd mM MgCl,
pH 7,4) em microplacas de 96 pocos (fundo U) ebados com um
mesmo volume de uma suspensdao de eritrocitos da 2% em TBS-2,
por 2 h em camara umida. Nos controles, o sorcstibistituido por
TBS-2. O titulo aglutinante foi estimado como semdeoeciproco da
maior diluicdo ainda capaz de aglutinar os eritociOs ensaios foram
realizados em duplicata.

27.9 Analises estatisticas

Os valores das contagens microbianas e THC apasaent
heterogeneidade de variancias pelo teste de Bartéet foram
transformados para log (x+1). O titulo aglutinarde soro foi
transformado em Ig¢x). Utilizou-se a analise de varidncia com pacela
subdivididas no tempo para o ganho de peso e aiacaal
microbioldgica do trato digestério dos camardesudigr a engorda. Para
os resultados obtidos na infeccdo experimentaytftizada uma analise
fatorial 2x2, sendo o fator 1 a alimentacdo ou rd@on dieta
suplementada com. plantarume o fator 2 a inoculagdo dos camardes
com V. harveyiou SSE. Quando observadas diferencas significativas
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pela andlise de variancia, foi utilizado o tested®ht Newman Keuls
(SNK) de separagédo de médias (Zar, 1984).

28 RESULTADOS

28.1 Sobrevivéncia e crescimento dos camardes

Apo6s 60 dias de experimento, os camardes alimesitadm a
racdo suplementada corh. plantarum apresentaram 811+5% de
sobrevivéncia e atingiram um peso médio final &68),25 g. Estes
resultados ndo se mostraram significativamenteatifes (p0,05) dos
animais alimentados com a dieta padréo, sem suptag&® com o
probiético, que apresentaram 79+7% de sobrevivém&39+0,86 g de
peso médio final.

28.2  Microbiota bacteriana do trato digestério

A contagem de bactérias totais no trato digestho® camardes
nao diferiu significativamente §0,05) entre os grupos de camardes nos
diferentes dias de avaliacéo (0, 20 e 40 dias)tu@on apds 60 dias, os
grupos alimentados com a dieta suplementada tonplantarum
apresentaram uma menor contagem de bactérias witbiais no trato
digestorio que os grupos da dieta padréo (Figura 4a

A contagem deVibrio spp no intestino dos camarbes seguiu a
mesma tendéncia da contagem total de bactériadn sgre os camardes
alimentados com a dieta suplementada com a bacpedhidtica
apresentaram uma contagem inferior Wiério spp (p<0,05) no
intestino somente apés 60 dias do inicio do exparim(Figura 4b).

Os camarfes alimentados com a dieta suplementacta oco
probidtico apresentaram uma contagem superior deérdies Aacido
lacticas (p<0,05) apds 20 dias do inicio do expenitim, sendo que esta
diferenca se manteve até o final d experimentautgigc).
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Contagem total de bactérias
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Figura 4: Microbiota bacteriana do trato digestai® camarde&itopenaeus
vannameidurante 60 dias de alimentacdo com dieta suplenhera ndo com
Lactobacillus plantarumA: contagem de bactérias viaveis totais; B: contage
deVibrio spp.; C: contagem de bactéria acido lacticas.

* diferenca significativa pela teste SNK de sepacade média (p<0,05).
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A analise microscopica das bactérias do trato thgesdos
grupos de camarfes alimentados danplantarum,apos coloracao de
Gram, revelou a presenca de bacilos Gram positigogpados de 2 em
2, morfologia semelhante a bactéria utilizada cqmubiotica. Ja, o
intestino dos grupos de camardo alimentados cometa ¢badrdo
continha diferentes tipos de bactérias Gram pesifigendo a maioria
€OocCos.

28.3 Infeccdo experimental conVibrio harveyi

Os camardes alimentados com a dieta suplementada co
probidtico e desafiados coM. harveyitiveram uma sobrevivéncia
superior aos camardes alimentados com a dieta @#p«®,05) apos
10h de desafio (Tabela 9). Nao foi observada mdadé nos camardes
inoculados com SSE.

A contagem d&/ibrio spp na hemolinfa e no hepatopéncreas dos
camarfes alimentados com a dieta suplementada cohidfico e
inoculados conV. harveyifoi inferior a dos camardes alimentados com
a dieta padrdo (p<0,05). Os animais inoculados ®8E néao
apresentaramVibrio spp. na hemolinfa, e apenas uma pequena
guantidade no hepatopancreas (Tabela 9). A corg@atide/ibrio spp.
foi superior no hepatopéncreas em relacdo a hefmoéim todos os
animais avaliados.

Os camardes alimentados com a dieta suplementada co
probidtico e inoculados comV. harveyi apresentaram THC
significativamente maior (3x) do que os animaignalitados com a
dieta padréo (p<0,05) e injetados com a mesmarimEdidr outro lado,

a THC dos camarfes injetados com SSE foi semelmogteamardes
tratados com ambas as dietag((95), mas estatisticamente superior
aos camardes injetados cdmharveyi(Tabela 9)

A atividade aglutinante do soro dos camardes idgstacomV.
harveyi e alimentados com dieta suplementada com probidtc
superior (p<0,05) a dos demais grupos (Tabela 9).

Quanto a atividade da PO houve variagdo de 224, Hifas ndo
houve diferenca significativa entre os diferentespgs de camardes
(p>0,05), devido provavelmente aos altos desvios ddiande cada
grupo. Contudo, nos animais desafiados tbrarveyie tratados com a
dieta suplementada com o probiotico, houve umaéierid de aumento
(2x) nos valores da atividade da PO (Tabela 9).



Tabela 9: Porcentagem de sobrevivéncia, contager¥iltéo spp. na hemolinfa e no hepatopéncreas, contagtah de
hemdcitos (THC), atividade da enzima fenoloxidd®®)(e titulo hemaglutinante do soro dos camardesatado com dieta

suplementada ou ndo cdractobacillus

lantaruninoculados com solugéo salina (SSE- controlesyibtio harveyi

o Vibrio spp. Atividade da .
Tratamento SObr((i’\//(:;/enCIa .(|09 UFC/mL) (xlCT)GHriL'l) I.DO 1 Hemgz;gllt?tinante
Hemolinfa Hepatopancreds (U/min/mg")
Dieta +L. plantarume| 45,0, 0a 0.28+0,1a 246+31n  221+6.6a  24576,@81C
injecdo de SSE

Dieta pggg‘gs INECA0  100+0a 0a 2,5+0,1a 13,6+4,2n  37,3+10,2a 32768,0+0a
Dieta +L. plantarume| oo 5,5 gp) 2,0+1,0b 2,9+0,2a 52+51¢ 57,4+145a 22697+21845,3b
injecdo deV. harveyi

Dieta padrdo € injecao 44 g, 4¢ 3,5+0,3¢ 3,90+0.02b 1,7+41,3b  29,7+9,3a 69037+10922,7a

deV. harveyi

*Letras distintas indicam diferenca significativelpteste SNK de comparagdo de médias (p<0,05).

©
o
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29 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo indicam qu@lamsentacao
da dieta com a bactéria probiéticd. plantarum alterou
significativamente a microbiota bacteriana intedtilos camaroes,
aumentando aparentemente a resisténcia dos ardniaiisccdo poi.
harveyi.

Em organismos aquaticos, a microbiota bacteriatestinal é
composta principalmente por bactérias Gram negativeendo
predominantes as dos génerdiorio, Pseudomonas Aeromonas
(Yasuda e Kitao, 1980; Leafio et al., 1998; Gomédztal., 2000; Vine
et al.,, 2006). Contudo, diversos trabalhos tém detnado que esta
microbiota bacteriana pode ser modificada pela adtnacdo de
bactérias Gram positivas na dieta (Ziaei-Nejad.e2806; Vieira et al.,
2007) ou na &gua de cultivo (Rengpipat et al. 12080). Em nosso
estudo, animais alimentados com a dieta suplementzmmn L.
plantarum apresentaram menor nimero de bactérias totaisividve
Vibrio spp. e maior nUmero de bactérias 4cido lacticeslmorando os
achados supracitados.

A modificagdo na microbiota intestinal constituiramto, em
importante ferramenta preventiva ao aparecimentoemfermidades,
uma vez que, o nicho ecolégico ocupado por bastégméficas, pode
impedir a fixagdo de possiveis bactérias patogériéamez-Gil et al.,
2000). Além disso, as bactérias acido lacticas eptes no trato
digestorio podem produzir substéncias imunoestinteta (Ringo e
Gatesoupe, 1998).

No presente estudo, ndo houve melhora no ganhceste gos
camardes alimentados com a dieta suplementada cqmohlioético,
corroborando os achados de Rengpipat et al. (2800adicionarem
Bacillus S11 na agua de cultivo énaeus monodon

Neste estudo, os camardes alimentados com a d@enentada
com o probidtico apresentaram maior resisténciadpaesafiados com
V. harveyi Também enf?. monodorfoi referido um efeito semelhante,
de maior sobrevivéncia a infecgdo pér harveyi,quando a cepa de
Bacillus S11 foi adicionada na agua de cultivo (Rengpipat.et1998)
A sobrevivéncia superior dos camardes alimentados eomieta
suplementada com o probiético poderia estar relada a um efeito de
imunoestimulacdo dos probiodticos no hospedeiro.bastérias acido
lacticas sdo conhecidas por produzirem composttracetulares que
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podem estimular a resposta imune néo especificzeeiebrados (Blum
et al., 1999; Marteau et al., 2002; Gill, 2003).

O sistema imunoldgico dos crustaceos é formadobpariras
fisicas potentes (como uma cuticula espessa) semadalefesas
celulares e humorais (Jiravanichpaisal et al., R0@@uando uma
bactéria consegue romper a barreira da cuticukistema imune do
animal age diminuindo rapidamente a concentracde duocro-
organismos na circulagédo, que se fixam nos 6rgéescdmardes (Van
de Braak et al., 2002). O mesmo foi observado resttedo, onde 10 h
apos a infeccdo foi observada uma concentracdo adtérlas no
hepatopancreas superior a da hemolinfa. As basténaontradas no
hepatopancreas dos camardes inoculados com sodajifia podem
estar relacionadas ao ferimento resultante dagéatecque podem ter
permitido a infeccdo por micro-organismos presengesgua.

A queda no numero de hemdcitos circulantes observeste
estudo possivelmente esté relacionada a migracgtasdeélulas para o
sitio lesado, conforme sugerido por Lorenzon et @&002).
Adicionalmente, os hemdcitos podem se agregar erdulo®
hemociticos, onde atuam moléculas de adesdo celatano
peroxinectina, que aprisionam micro-organismos e $nterior
(Jiravanichpaisal et al., 2006) e que podem s@adets de circulacdo
pelas branquias por processos mecéanicos (Mardh, &000).

O fato dos camarfes alimentados com dieta suplewcherdom
probidticos e inoculados com harveyiapresentarem maior nimero de
hemdcitos circulantes em relacdo aos camarfes kol injetados
com a mesma bactéria pode estar relacionado aig&pawais rapida
destas células pelo tecido hematopoiético, mostramcestimulo na
resposta imunoldgica.

Nos animais controle, houve tendéncia de aumentatinalade
aglutinante do soro apos a inje¢cdo cdam harveyj porém nao
significativamente (@0,05) diferente dos camardes injetados com
solucdo salina. J4 nos camarbes que foram alinesitadm dieta
suplementada conk. plantarum e inoculados conV. harveyj a
atividade aglutinante do soro foi significativamep<0,05) superior a
dos demais grupos. Esta resposta pode estar reddeicom uma maior
producéo de lectinas nos camardes alimentados siengdiplementada
com probidticos, em resposta a infeccdo, indicamdopossivel efeito
imunoestimulante dda. plantarum Camardes da espédie monodon
apresentaram um aumento do titulo aglutinante @éemolinfa quando
infectados conV. vulnificus(Ratanapo e Chulavatnatol, 1992).
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As lectinas funcionam como proteinas de reconhetimee
padrdes moleculares especificos (PRP) ligando-seardoidratos
especificos presentes na superficie de patégeragjodinicio as
respostas imunes efetoras, como a aglutinagdo do®rganismos
invasores e/ou a fagocitose facilitada destes patigy (Marques e
Barracco, 2000). Lectinas isoladasldevannameimostraram atividade
aglutinante contra bactérias do génsfibrio (Sun et al., 2007). A
eliminacdo mais eficiente das bactérias da henalid do
hepatopancreas pelos camardes alimentados contaasdi@ementada
com probiético poderia estar relacionada com a maitvidade
aglutinante do soro observada nestes camardes.

Alguns trabalhos vém relatando altera¢des na atiédia enzima
PO de camardes tratados com probiéticos, comolLemannamei
(Gullian et al., 2004) . monodorn(Rengpipat et al., 2000). A enzima
fenoloxidase catalisa a oxidacdo de compostosifeshlcomo tirosina
e DOPA, que dédo origem a uma complexa cascata ulateque
culmina com a formacdo do pigmento escuro melanina
(Sritunyalucksana e Soderhéll, 2000). Durante eatgata, formam-se
diversos compostos intermediérios téxicos, comguasonas e espécies
reativas de oxigénio que sdo altamente microbicitheppi e Vass,
1993). No presente estudo, embora sem uma altesigidificativa da
atividade da PO em camardes tratados com o probidtiplantarume
desafiados conV. harveyj houve uma tendéncia evidente de aumento
da atividade da enzima (valor cerca 2x maior), €acéo aos valores da
PO em animais alimentados com a dieta padréo. tést#éncia de
aumento pode ter contribuido para a eliminacdo rafigente das
bactérias da hemolinfa nos animais alimentados c@mdieta
suplementada com &. plantarum e injetados comV. harveyi em
relacdo aos camardes do controle.

A confirmacdo do efeito imunoestimulante do prdbit
utilizado neste estudo, permite recomendar a sliaagfio em dietas
comerciais, especialmente em areas afetadas permedédes, para
reforcar as condi¢Oes de defesa dos camardes miganios efeitos dos
agentes com potencial de patogenicidade na cauttinia.

30 CONCLUSAO
A suplementacdo da dieta coin plantarum modificou a

microbiota bacteriana intestinal dos camarfes e eaton sua
resisténcia ao desafio covh harveyicaracterizada por um aumento na
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contagem total de hemdcitos e titulo aglutinantesalm dos camardes
apos o desafio.
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32 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso deal®iplementada com
Lactobacillus plantarurma engorda comercial de camardes marinhos
(Litopenaeus vannamesobre parametros zootécnicos, imunolégicos e
da microbiota bacteriana do trato digestério. Foratilizados seis
tanques de terra escavados de 1,2 ha povoados 4aramardes/f
com peso médio de 3 g, dos quais trés foram aladest com dieta
suplementada conh. plantarume trés mantidos como controle. O
experimento foi conduzido até os camarbfes apresemtdamanho
médio de cerca de 11g, sendo realizadas avaliagigmldgicas e da
microbiota bacteriana do trato digestério dos arsr8a e 60 dias apos
0 povoamento. A sobrevivéncia e a eficiéncia altawedos camardes
alimentados com dieta suplementada cdm plantarum foram
superiores (p<0,05) em relagcdo ao controle, comreslrespectivos de
83,0246,12% e 74,651+9,07% para sobrevivéncia e 9¥%4,45 e
104,46+7,30 para eficiéncia alimentar. Contudo, fdioobservada
diferenca (p0,05) quanto ao ganho de peso e tempo de culties. N
duas avaliacBes, foi observada contagem inferief,(5) deVibrio
spp. no trato digestério dos camarfes alimentadas grobidticos e
maior contagem de bactérias acido lacticas (p<Ogdb)relacdo aos
camarfes do controle. Nao foi observada diferenigaifisativa
(p>0,05) para contagem total de hemdcitos, atividade edzima
fenoloxidase e atividade antimicrobiana da hemaloids camarfes. O
uso de dieta suplementada ctunplantarummodificou a microbiota
bacteriana intestinal dos camarfes, diminuindo Rulpgdo deVibrio
spp. e aumentando a de bactérias acido lacticaslitanedo em maior
sobrevivéncia e eficiéncia alimentar dos camarddmal do cultivo.

Palavras-chaves: Litopenaeus vannamei probidtico, microbiota
bacteriana.
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33 ABSTRACT

The goal of this work was to evaluate the use diea supplemented
with Lactobacillus plantarunin commercial culture of marine shrimp
(Litopenaeus vannameion the zootechnical and immunological
parameters and the bacterial microbiota of thestimtal tract of marine
shrimp. Six 6 excavated earthen ponds (1.2 ha)ketbownith 14
shrimp/nf (3 g average weight) were used. Three ponds veere fiet
supplemented with. plantarumand three were maintained as a control.
The experiment was finished when the shrimp ackliexe average
weight of about 12 g. Immunological evaluations afiche bacterial
microbiota of the shrimp digestive tract were perfed after 30 and 60
days. The survival and feed efficiency of the slprifed supplemented
diet were greater (p<0.05) than that the shrimputeslipplemented diet,
with survival values of 83.02 = 6.12% and 74.65 .87%6 and feed
efficiencies of 117.97+4.45 and 104.46+7.30, respely. However, it
was not observed differences>(p05) in weight gain or length during
the whole period. Lower counts (p<0.05) dibrio spp. and higher
counts of lactic acid bacteria (p<0.05) in the stitees of supplemented
shrimp compared to unsupplemented ones were olosefbere were
no significant differences §0.05) in the total haemocyte count,
phenoloxidase enzymatic activity and antimicrotaativity of shrimp
haemolymph between the supplemented and unsuppietnshrimp.
Lactobacillus plantarumsupplemented diet didalter the shrimp
intestinal bacterial microbiota, resulting in inased survival and feed
efficiency at the end of the culture period.

Key words:Litopenaeus vannameirobiotic, bacterial microbiota.
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34 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos vem crescendo o interesse naaqio de
probiéticos na aquicultura como medida preventivaparecimento de
enfermidades (Kesarcodi-Watson et al., 2008). Gafes (1999)
definiu probidtico como: “micro-organismo vivo gae ser ministrado
ao cultivo coloniza o trato digestério dos animaisn o objetivo de
melhorar seu estado de saude”. O uso de probidgeos diversos
beneficios para camarbes marinhos por meio da maetfmbalanco da
microbiota intestinal (Vieira et al 2008, Ling et al., 2009),
sobrevivéncia (Vieira et al., 2007), resisténciafaccdo por patégenos
(Rengpipat et al., 1998, 2000, Chiu et al., 200igird et al., 2007,
2008), imunoestimulacao (Gullian et al., 2004, G#tiwal, 2007, Tseng
e al., 2009) e digestibilidade da dieta (Lin ef 2004, Buglione-Neto,
2009). Além de ndo deixar residuo na carne do dGmdiferentemente
dos antibiéticos (Boyd & Massaunt, 1999).

As bactérias &cido lacticas estdo entre as mdigadiis como
probidticos na aquicultura (Gatesoupe, 2008), perera de facil
multiplicacdo, produzirem compostos antimicrobianogcidos
organicos, acido lactico, bacteriocinas, e peréxidchidrogénio) além
de estimularem a resposta imune nao especifichospedeiros (Ringo
& Gatesoupe, 1998).

A maior parte dos estudos realizados com probistioa
carcinicultura marinha sdo efetuados em pequeraaesm condi¢des
controladas de laboratério (Rengpipat et al., 12880, Venkat et al.,
2004, Gullian et aJ 2004, Wang, 2007, Vieira et al., 2007, 2008, Chiu
et al, 2007, Tseng et al.,, 2009), que nem sempre condam as
condi¢cBes das fazendas de engorda a campo. Asgireefhecessario o
desenvolvimento de estudos do uso de probioticos farendas
comerciais de engorda.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso dead®iplementada
com Lactobacillus plantarumna engorda comercial de camarbes
marinhos [itopenaeus vannameisobre o0s parametros zootécnicos,
imunolégicos e da microbiota bacteriana do tragestiorio de camardes
cultivados em fazenda comercial no Estado de Szatkina, Brasil.

35 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Fazenda experimental afta
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), lizac no
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municipio de Barra do Sul, Estado de Santa CataBresil (Latitude
26°32'S e longitude 48°39'0) entre os meses deréine e abril de
2008 (Anexo llI).

35.1 Material Biolégico

A cepa de probiodtico utilizada fdiactobacillus plantarum
isolada de camardes adultos devannamei(Vieira et al., 2007) e
mantida na cole¢cdo de micro-organismos da UnivadsicEstadual de
Campinas sob o nimero de acesso CPQBA 007 07 DRMOpOs-
larvas de 20 dias (PL20) foram provenientes do tatbdo de
Camardes Marinhos da UFSC.

35.2 Suplementacéo na dieta

L. plantarumfoi multiplicado em meio de cultura MRS liquido
(de Man, Rogosa e Sharpe, 1960, Diicsob agitacdo continua por
24h, atingindo a concentracdo de®10FC/mL. A inoculacdo do
probidtico na racdo comercial (Tabela 10) era zadth 30 minutos
antes do fornecimento do alimento aos camardes ropogdo de
100mL/kg de racgéao.



104

Tabela 10: Composi¢do da ragdo utilizada.
Porcentagem de
inclusao (%)

Ingredientes

Farelo de soja 19,40
Farinha de peixe 21,00
Carne 43% 8,80
Trigo farelo 10,00
Levedura 33 cana seca 10,00
Arroz solvente 5,00
Melacgo liquido 4,00
Quirera arroz 8,30
Farinha de visceras 0,00
Lecitina gordura 0,00
Farinha de penas hidrolisada 4,00
Gordura peixe 1,50
Saborizante de atum 4,00
Fosfato monobicélcico 1,35
Sal refinado 0,50
Premix mineral e vitaminico 2,15
Total 100,00

35.3 Condigdes experimentais

As PL20 foram cultivadas em bercario intensivo (100
camardes/f) até atingirem o peso médio de 3g e transferidoa peis
viveiros de engorda de 1,20 ha e densidade de mardas/m Foi
utilizado o delineamento em blocos completos c@adds, com trés
blocos compostos por dois viveiros povoados comacdes do inicio,
meio e fim da despesca do tanque bercario. Umreivig cada bloco
foi alimentado com dieta suplementada darplantarume o outro com
racdo controle. A ragcéo (32% de proteina) foi foithe duas vezes ao
dia em bandejas (9:00h e 16:00h) na proporcdo mpaca de 3% da
biomassa.

Os parametros de qualidade de agua, temperaturdgénim
dissolvido de superficie e fundo foram mensuradasainente em trés
periodos (0:00, 5:00 e 17:00) com oximetro (AlfalkT-150). J& as
concentracdes de amdnia, nitrato, nitrito, ortats{segundo Grasshoff
et al., 1983) e pH (Alfakit AT-300).

As biometrias dos camarfes (30 camardes de tréogao
viveiro) foram realizadas a cada 15 dias. No fo@lcultivo também a
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sobrevivéncia e a eficiéncia alimentar foram adalga Passados 30 e 60
dias do povoamento, foram coletados 20 camardepo(®s de 10
animais) por tanque para avaliacdo dos parametrasalégicos
(contagem total de hemdcitos, atividade da enzierlbxidase e
atividade antimicrobiana do soro), presenca deébastna hemolinfa e
hepatopancreas e a microbiota bacteriana do tig®stdrio. Foram
coletados pledpodos de 150 camardes por viveira parificar a
presenca do virus da mancha branca (WSSV, do inlége Spot
Sindrome Virus Nestes dias também foi coletada 4gua dos viveiro
para avaliagdo da microbiota bacteriana.

35.4 Avaliacdo da microbiota bacteriana na 4gua

As amostras de 4gua foram diluidas serialmenteo cirezes
(fator 10) e as diluicdes semeadas em meio derauégar Marine
(Difco®), agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose agar (SCBifca”) e
agar MRS para quantificagdo de bactérias totaibrioviaceas e
bactérias &cido lacticas, respectivamente. As réstudas unidades
formadoras de colbnias foram realizadas 24h amphdacao das placas
nos meios de cultura agar Marine e agar TCBS eedA8hgar MRS.

35.5 Coleta da hemolinfa, hepatopancreas e trato digesio

Dos camardes coletados, um volume de @0@de hemolinfa foi
obtido do sinus ventral com seringas estéreis dé&, Janopladas a
agulhas 21G e previamente resfriadas a 4°C, pata @vcoagulacdo.
Uma amostra de 10 da hemolinfa coletada foi fixada solugéo
anticoagulante MAS com 4% de formol (27 mM citra® sédio, 336
mM NacCl, 115 mM glicose, 9 mM EDTA, pH 7.0) parantagem total
de hemécitos (THC). Outros 10 de hemolinfa foram utilizados para
avaliacdo microbioldgica e o restante deixado caagu4°C. O coagulo
foi entdo congelado (-20°C) e descongelado, parmifie a ruptura
celular e a liberagdo do conteddo dos gréanulostritggado sob
refrigeracdo de 4°C repetidamente (2.000gxpor 10 min) e o
sobrenadante ou soro aliquotado e estocado a -pé@f& analises
posteriores.

Apés a extracdo da hemolinfa, a carapaca do céfalotdos
camar6es foi aberta com o auxilio de tesoura erbigara retirada de
uma amostra do hepatopancreas, cuidadosamentengardaver o
rompimento do trato digestério, e consequente auntgdo da
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amostra. Finalmente, os intestinos dos camarfesnfaxtirpados e
pesados erpoolsde cinco animais.

35.6 Andlises microbiologicas da hemolinfa, hepatopances e
trato digestdrio

A hemolinfa coletada (1QL) foi semeada em condi¢cdes de
esterilidade em placas de Petri contendo meio leraidgar TCBS. As
amostras de hepatopancreas foram maceradas em S®meadas
também em placas de Petri contendo meio de culigaa TCBS, em
condi¢des de esterilidade. As placas foram incubadaestufa a 30°C
por 24h para detectar a presenc¥ibeio spp.

Os intestinos foram macerados em solucdo salinérilesia
proporcédo de 1:1 (p/v) e realizadas cinco diluicBeriadas (fator 10)
em tubos contendo salina para posterior semeadurnplaras de Petri
contendo meio de cultura agar Marine, agar TCBYa& &RS. As
leituras de UFC das placas foram realizadas apldsi@4ncubacéo nos
meios de cultura 4gar Marine e agar TCBS e apdésnd8meio agar
MRS. Das col6nias crescidas em MRS, foi feita @regio de Gram
para verificacdo de similaridade da morfologia @astérias com a
utilizada como probidtica.

35.7 Andlises imunolégicas

A contagem total de hemdcitos (THC) foi estimadac@mara de
Neubauer e a concentragdo de proteinas totais rdoestimada pelo
método de Bradford (1976), utilizando soro albumbwvina como
padréao.

A atividade da PO foi determinada por colorimetpala
formagcédo do pigmento DOPA-cromo, apés a oxidacaoswlustrato
enzimético L-diidroxifenilalanina (L-DOPA, Sigmajmostras de 50
uL de soro (quatrgoolsde cinco animais por tratamento) previamente
diluido (10x) em TBS-1 (50 mM Tris, 336 mM NaCIlp8v CaCl, 10
mM MgCl,, pH 7.4) foram incubadas com um volume igual gesitma
(Sigma, 1mg/mL), indutor enzimético, em microplachks 96 poc¢os
(fundo chato) por 5 min a 25°C. Apdés a incubacaoaélicionado um
volume de 5Q.L de L-DOPA (3mg/mL) em cada poc¢o. Nos controles, o
soro ou a tripsina foram substituidos por TBS-Tonacdo do DOPA-
cromo foi monitorada em Leitora de Microplaca (4®0) apds 5, 10, 20
e 30 min.. A atividade da PO foi expressa em ur@date atividade da
enzima V) através da variacao de 0,001 na
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absorbancia/minuto/miligrama de proteina (Sodeadall, 1984). Os
ensaios foram realizados em triplicatas.

Para andlise de concentragdo minima inibitoria ato, sforam
utilizadas as cepas bacterian&sbrio alginolyticus ATCC 14126
(patogénica para camarbes marinh@gcherichiacoli D363 (padrao
Gram negativo) &taphylococcus aureuSTCC 25923 (padrédo Gram
positivo). OV. harveyifoi cultivado em meio de cultura PWS (do inglés
peptonewater saling 1,5% de peptona, 1,5% de NaCl, pH 7,2) e as
demais em meio de cultura Ldria Bertani (1% de qept 0,5% de
extrato de levedura, 0,5% de NaCl, pH 7,2) por 2480°C. Os ensaios
foram realizados diluindo serialmente 50uL de smPWS no caso do
V. harveyiou PB (do inglépoor broth, 1% de peptona, 0,5% de NacCl,
pH 7,4) para as demais bactérias, em microplac@$ gmcos de fundo
chato. Cada poco recebeu 10pL de uma suspenséeridéiaat em
crescimento logaritmo de 10UFC/mL. Nos controles o soro foi
substituido por salina. O crescimento bacterianodé&erminado em
leitora de microplacas (D@nm. A atividade antimicrobiana foi
estimada como reciproco do Ultimo pogo capaz dbérinicrescimento
bacteriano e padronizada para a concentracéo tEnaaa amostra.

35.8 Andlise da presenca do virus da mancha branca

A presenca do WSSV foi investigada por meioN#stedPCR,
utilizando-se os iniciadores e as condi¢des descpior Lo et al.(1996),
no laboratério de Biomarcadores de Contaminacacd#cptUFSC.

35.9 Analises estatisticas

Os valores das contagens totais de hemdcitos eagmmd
bacterianas foram transformados para log(x+1) panenalizacdo e
homogeneizacdo das variancias. Os valores daadiwidntimicrobiana
foram transformados para lfg). Foi utilizada analise de variancia em
blocos completos casualizadas<(,05) para os indices zootécnicos e
analise de variancia em blocos completos casuakzadm parcelas
subdivididas no tempa€0,05) para as demais analises (Zar, 1984).

36 RESULTADOS E DISCUSSAO
A temperatura de fundo (23,2-30,2°C), temperatarauperficie

(24,5-31,3°C), oxigénio dissolvido de fundo (2,5-6g/L), oxigénio
de superficie (3,1-8,9 mg/L), pH (7,8-8,6), amdni®18-0,023 mg/L),
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nitrito (0-0,01 mg/L), nitrato (0,66-0,89 mg/L),tofosfato (0,007-0,019
mg/L) permaneceram dentro dos limites recomendpd@so cultivo de
L. vanname(Boyd, 1989).

A contagem de bactérias totais (1,51 + 0,74 %URC/mL) e de
Vibrio spp (1,22 + 0,52 x 1DUFC/mL) na agua de cultivo ndo variaram
entre os tratamentos ou entre as coleta®,(}p), valores semelhantes
aos observados por Sung et al. (1999, 2001). Namlservada a
presenca de bactérias &cido lacticas na agua teocuhs bactérias
acido lacticas estdo normalmente associadas a biotaodo trato
digestdrio dos animais (Hagi et al., 2004), sergfemdo que elas ndo
fossem encontradas nem que interferissem na p@uuiks bactérias na
coluna de 4gua.

A contagem de bactérias &cido lacticas no tratestiigio dos
camardes alimentados com racdo suplementadalcgrtantarumfoi
superior (p<0,05) a dos camardes ndo suplementadoduas coletas.
Assim como inferior (p<0,05) pandibrio spp no trato digestério dos
camardes alimentados com racdo suplementadalcgrtantarumem
relacdo ao controle. Nao foi observada difereng@,(b) na contagem
total de bactérias no trato digestério dos camaedé® os tratamentos
nas duas coletas (Tabela 11).

Os resultados obtidos neste estudo de campo demramstque
dietas suplementadas com plantarum alteraram a microbiota nos
animais em viveiros comerciais. Esta mudanca neotvimta bacteriana
no trato digestorio foi semelhante a observadaviwira et al., (2010)
em camardes alimentados com racdo suplementadd..cplantarum
em condi¢bes controladas de laboratério. Nestelesfai demonstrado
gue os animais alimentados com dieta suplementadaprobioticos
apresentaram maior resisténcia ao desafio Yormarveyi.Portanto, a
presenca das bactérias acido lacticas no tratstdige pode sugerir que
0s animais tratados colm plantarumestariam com sistema imune mais
resistentes contra o surgimento de uma enfermidadambiente de
cultivo.



Tabela 11: Microbiota bacteriana do trato digest@e camardes cultivados na fazenda experimentialli¥a

UFSC provenientes de viveiros alimentados com diepdementada coiractobacillus plantarune controle apés
30 e 60 dias de cultivo.

Coleta Tratamento Avaliacdo microbiolégica do trato digestério (UFL/g
Total de bactérias Vibrio spp. total Acido lactitasais
30 dias Probidtico 1,56+ 0,21 x 10 4,98 + 0,08 x 16 5,64 + 1,50 x 10¢
Controle 2,36 + 0,28 x 10 11,02 +4,81 x 10 1,67+0,24x1b
60 dias Probidtico 2,75+ 1,51 x fo 1,33+0,81 x 18 2,15 + 1,02 x 16
Controle 8,83+ 1,21 x fo 11,73 x0,33x 10 0

* Diferenca significativa pela andlise de varianga0,05).

60T
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A sobrevivéncia dos camardes foi superigrQ(f5) nos viveiros
alimentados com racdo suplementada d¢onplantarum (Tabela 12).
Bactérias do géner¥ibrio, sdo patdgenos conhecidos de camardes
marinhos (Karunasagar et al., 1994; Abrahama enRaglpan, 2004;
Goarant et al., 2006; Austin e Zhang, 2006; Buglidleto et al., 2009).
Assim, a maior sobrevivéncia dos camardes dos rewelimentados
com racdo suplementada camplantarumpode estar relacionada com
a menor populacdo débrio spp. no trato digestorio destes camardes.
Em Litopenaeus stylirostrig suplementacdo da racao ceediococcus
acidilactici também resultou em aumento da sobrevivéncia endigdio
na populacdo de&/ibrio spp. no trato digestdrio dos camarbes em
condicBes de campo (Castex et al., 2008). Wang),ga05) também
relataram aumento na sobrevivéncialdevannameialimentado com
probidtico comerciaBacillussp em tanques de cultivo comerciais.

Tabela 12: Sobrevivéncia, eficiéncia alimentar,opsal e dias de cultivo de

viveiros de camarfes alimentados com racdo supladeenou ndo com

Lactobacillus plantarum.

Tratamentos Sobrevivéncia I_Eficiéncia Peso final (g) Dias_ de

(%) alimentar (%) cultivo

Probidtico 83,0246,12* 117,97+4,45* 11,240,62 726@2
Controle 74,6519,07 104,46+£7,30  11,96+0,35 72,3B+9,

* Diferenca significativa pela andlise de variang&0,05).

A eficiéncia alimentar foi superior (p<0,05) nos iraais
alimentados com ragdo suplementada d¢onplantarum(Tabela 12).
Neste sentido, bactérias probidticas podem prodefpn estimular a
producdo de enzimas digestivas pelo hospedeiro éLiml., 2004).
Buglione-Neto (2009) demonstrou que a suplementagéodieta
comercial com L. plantarum para L. vannamei aumentou a
digestibilidade aparente da proteina bruta, o gydica a melhor
eficiéncia alimentar observada neste estudo. Remulsemelhante de
melhoria na eficiéncia alimentar também ja foi ted® por Wang et al.,
(2005) no cultivo comercial de. vannameina China com o uso de
probidticos comerciais.

Por outro lado, ndo foi observada diferengad(P5) no peso final
dos camar®es e dias de cultivo entre os trataménabela 12).

As bactérias acido lacticas presentes no tratostfige do
hospedeiro podem ainda produzir substéncias imtimagantes
(Marteau et aJ 2002; Gill, 2003). EnlL. vannameia estimulacdo da
resposta imunoldgica pelo uso deplantarumsuplementado na racao
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ja foi relatado por Chiu et al., (2007) e Vieiraatt (2008). Contudo,
nao foi observada diferenca>(p05) nos parametros imunoldgicos
analisados nos camarfes de ambos os tratamentesesasio (Tabela
13).

Nos estudos de Vieira et al., (2008), os paramétnasoldgicos
dos camardes alimentados com racdo suplementada..cplantarum
somente sofreram alteracdo em relagdo ao contpide a infecgéo
experimental conV. harveyi N&o foi observada a presenca\dbrio
spp. na hemolinfa e no hepatopéncreas nos camaefies presenca de
WSSV em nenhuma das avalia¢cdes nos dois tratameigio®nstrando
gue os camarfBes amostrados estavam sadios, expliaamdo alteracéo
dos parametros imunoldgicos avaliados por outrogesto.

37 CONCLUSAO

O uso de dieta suplementada cdm plantarum modificou a
microbiota bacteriana intestinal dos camardes emlicdes de fazenda
comercial, diminuindo a populacdo ®ério spp. e aumentando a de
bactérias acido lacticas, resultando em maior sofénecia e eficiéncia
alimentar dos camar6es ao final do cultivo.
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Tabela 13: Atividade da enzima fenoloxidase (POjtagem total de hemdcitos (THC) e concentracAdnmaiimibitéria (CMI) ™

contra Vibrio alginolyticus, Staphylococcus aurewsEscherichia colida hemolinfa de camardes cultivados na fazenda

experimental Yakult-UFSC provenientes de viveirtimentados com dieta suplementada cbnhactobacillus plantarurre
controle apds 30 e 60 dias de cultivo.

A . - Concentracdo minima inibitéria (mg de
Par&metros imunolégicos roteina/mL)
Coleta  Tratamento PO P
(Ulmin/mg) THC (x1@/mL) V. alginolyticus S. aureos E. coli
30 dias Probiético 71,37 £9,93 36,26+8,58 8,44 +1,81 %@H18 10,84 £1,22
Controle 80,95+3,92 35,60+11,77 15,38 + 7,55 8,0268 13,31 £ 0,98
A . L. Concentragdo minima inibitéria (mg de
Parametros imunolégicos .
proteina/mL)
Coleta  Tratamento PO
(U/min/mg) THC (x1@/mL) V. alginolyticus S. aureos E. coli
60 dias Probiético 82,46+4,67 41,67+28,66 8,71+ 1,30 13,8066 13,43 £ 3,20

Controle 78,16+13,30 40,93+13,53 11,02+ 3,94 18,@6b9 10,63 + 1,50
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39 CONCLUSOES GERAIS

a) Das cepas bacterianas isoladas do trato digestétio vannameio
Lactobacillus plantarumapresentou o maior potencial para ser
utilizado como probiético para camardes marinhos.

b) A suplementagéo da dieta camplantarummelhora sobrevivéncia
da larvicultura dé.. vannameidiminuiu a populag&o déibrio spp.
nas larvas e aumenta sua resisténcia ao desafiy/ chanveyi

c) A suplementacdo da dieta cdmplantarummodifica a microbiota
bacteriana intestinal dos camardes, diminuindo pulagdo de
Vibrio spp., aumentando sua resisténcia ao desafio\tonarvey;
bem como a contagem total de hemdcitos e titulatiaghte do soro
dos camar6es apos o desafio.

d) No teste a campo em fazenda de cultivo, o usoeata guplementada
com L. plantarummodificou a microbiota bacteriana intestinal dos
camar6es, diminuindo a populagao\berio spp. e aumentando a de
bactérias &cido lacticas. Resultou também em mt@n de
sobrevivéncia e eficiéncia alimentar dos camardesfimal do
cultivo.

e) Este estudo comprovou a viabilidade e a eficiédaiauplementagéo
dietaria comL. plantarum isolado do préprio camardo marinho
cultivado no Estado de Santa Catarina.
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40 CONSIDERACOES FINAIS

A cepa dd.. plantarumisolada do trato digestério dos camardes
mostrou potencial para ser utilizada como prohidtia carcinicultura
marinha. Contudo, alguns outros ensaios ainda paianrealizados
visando maximizar os resultados positivos do ptamd como a
inclusdo de prebidticos na dieta. A suplementacdodobta com
prebidticos, substancias indigeriveis que servensusstrato para o
crescimento da bactéria, poderia melhorar a cadgéiz do probidtico
nos camaroes.

Ensaios de laboratério sobre um possivel efeitdefwo dos
camardes contra infec¢des virais, como WSSV, tambéram de
grande valia. Adicionalmente, a realizacdo de essai campo, em
viveiros localizados em areas atingidas por enftades (WSSV em
Santa Catarina e NIM no nordeste), também serigooritantes. Nestas
condi¢cbes poder-se-ia avaliar o real efeito do iptmo frente as
enfermidades em condicao de cultivo.

Finalmente, uma metodologia de inoculagdo dos ¢ticbs
eficiente e barata na ragéo, deve ser desenvghadaque o probiético
atinja a cadeia produtiva como um todo. Atualmeatequipe do LCM
estd em contato com alguns fabricantes de rag&oabdo as melhores
formas desta inclusdo em ragfes de forma industrial
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ANEXO I

Halo de inibicdo formado pelbactobacillus plantaruncontraVibrio
harveyi
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ANEXO II:

Parametros utilizados para avaliagdo do indiceuddidpade larval adaptado de
FAO (2003).

Parametros Avaliacdo Pontuacéo*
Atividade Acima de 90% 1
Natatéria Entr_e 70 e 90% 0,5

Abaixo de 90% 0
) Acima de 80% no mesmo estadio 1
Ho(rjneoggp ;j'i(j)ade Entre 70 e 80% no mesmo estéd_io 0,5
Menos de 70% no mesmo estadio 0
A Acima de 90% dos animais amostrados 1
r 22?3;03:“;23?;_ Entr_e 70 e 90% dos aqimgis amostrados 0,5
Abaixo de 70% dos animais amostrados 10
Hepatopancreas, Animais com hepatopancreas amarelo escuro a marrom 1
coloragéo relativa Hepatopancreas amarelo claro 0,5
adieta utilizada  Hepatopancreas com pouco coloragio e areas vazias 0
; Acima de 70% dos animais amostrados 1
Contetdo L
intestinal Entre 20 e 70% dos animais amostrados 0,5
Abaixo de 20% dos animais amostrados 0
Necroses, N&o encontrados nos animais 1

indica(_;‘éo de Quando até 15% dos animais amostrados apresentarem 05

contaminagéo necrose '

bacteriana ou . N
o Quando acima de 15% dos animais apresentarem aecros 0
canibalismo

N&o encontrado nos animais 1
Deformidades Abaixo de 10% dos animais amostrados 0,5
Acima de 10% dos animais amostrados 0

N&o encontrado nos animais amostrados 1

. Epibiontes temporais, abaixo de 15% dos animais
Epibiontes amostrados 05
Epibiontes permanentes, acima de 15% dos animais 0
amostrados
Larvas limpas com poucas particulas aderidas naagpo
dos apéndices(<5%); ou entre 5 a 10% dos organjsmos 1
abaixo de 25% dos animais amostrados
. . Larvas com poucas particulas aderidas, entre 08@ 4
Particulas aderidas dos apéndices dos organismos, entre 25 a 60% dos 0,5
animais amostrados
Larvas com particulas aderidas, acima de 40% dos
apéndices ou do organismo, superior a 60% dos &ima
Apresentam nivel normal de cromaté6foros expandidos 1
Nivel moderado de cromaté6foros expandidos (somente 05
Cromatéforos nos apéndices) '
Alto nivel de cromato6foros expandidos (em todo o 0
animal)
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Nenhuma célula epitelial do Hepatopancreas ou do

intestino dentro do trato digestorio. 1
Sindrome de Células epiteliais do Hepatopancrge_ls ou do intestin 05
“Bollitas” ) ) d_er)tro do trato digestério ' '
Células epiteliais do Hepatopancreas ou do intestin
dentro do trato digestério( numero de células sapar 0
3)
Luminescéncia, N&o encontrado nos animais 1
contaminagéo 15% dos animais apresentam luminescéncia 0,5
bacteriana Acima de 15% dos animais apresentam luminescéncia 0

*A soma total da pontuagdo dos parametros avalifmlansiderada de 6timo
(superior a 8,5 pontos), bom (de 6,5 a 8,5 pont)sfatorio (de 5,0 a 6,5
pontos) a ruim (abaixo de 5,0 pontos).
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ANEXO III:

Foto aérea da Fazenda Experimental Yakult, locdizeo municipio de
Barra do Sul-SC




