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RESUMO

O estudo teve como objetivo comparar o efeito da utilizagdo de probiético e antibiético no cultivo de pés-larvas do camarao
branco Litopenaeus vannamei. O experimento consistiu de trés tratamentos com quatro repetigées cada, correspondendo a um
tratamento biol6gico (TB), onde foi adicionado probiético (Bacillus spp.), tratamento quimico (TQ), com adicdo de antibiético
(eritromicina + formalina) e controle (TC), sem adicdo de nenhum produto na dgua de cultivo. Pés-larvas no primeiro dia apés a
metamorfose (PL1) foram estocadas na densidade de 50 poés-larvas L-1 em cada recipiente experimental de 5 litros. O
experimento teve duracdo de 10 dias, onde diariamente foram monitorados os parametros de qualidade de agua e ao final
foram feitas andlises morfolégicas dos animais. A concentracdo presuntiva de Vibrio spp. na agua e nas poés-larvas foi
quantificada no inicio e final do experimento. N&ao houve diferenga significativa quanto aos parametros de qualidade de agua
entre os tratamentos. Da mesma forma, ndo foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos quanto ao peso
final (2,31 a 2,67 mg), comprimento final (7,55 a 7,68 mm) e sobrevivéncia dos camardes (74,8 a 77,7%). Porém, as
concentragdes presuntivas finais de Vibrio spp. na dgua de cultivo e nas pds-larvas foram reduzidas significativamente com a
utilizacdo de probidtico (TB) comparado com os outros tratamentos. Os resultados sugerem que o emprego do probiético
Bacillus spp. tem grande potencial para substituir o antibiético eritromicina e formalina no cultivo de pés-larvas de L. vannamei,
com possiveis beneficios para a sanidade das pds-larvas cultivadas, além de seguir principios de aquicultura responsavel.
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ABSTRACT
The use of probiotic and antibiotic in the culture of Litopenaeus vannamei post-larvae.

The study compared the effect of the use of probiotic and antibiotic in the culture of white shrimp Litopenaeus vannamei
postlarvae. The experiment consisted of three treatments with four replicates each, corresponding to a biological treatment (TB),
where it was added probiotic (Bacillus spp.), chemical treatment (TQ) with the addition of antibiotic (erythromycin + formalin)
and control (CT) without addition of any products in the culture water. Postlarvae in the first day after metamorphosis (PL1) were
stocked at a density of 50 postlarvae L-1 in each of the 5 liter experimental containers. The experiment lasted 10 days, water
quality parameters were daily monitored and at the end of the experiment morphological analysis of the animals were
performed. The presumptive concentration of Vibrio spp. in the water and postlarvae was measured at the beginning and final of
the experiment. There was no significant difference in the water quality parameters among treatments. Similarly, no significant
difference among treatments was observed for the final weight (2.31 to 2.67 mg), final length (7.55 to 7.68 mm) and survival of
shrimp (74.8 to 77.7%). However, the final presumptive concentrations of Vibrio spp. in the water and postlarvae were
significantly reduced with the use of probiotic (TP) compared with the other treatments. The results suggest that the use of
probiotic Bacillus spp. has great potential to replace the antibiotic erythromycin in the culture of L. vannamei postlarvae, with
potential benefits to the postlarvae health and following the principles of responsible aquaculture.

KEYWORDS: larviculture, marine shrimp, probiotic, Vibrio.

INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, diversas doencas
infecciosas vém provocando diminui¢cdo na producéo de
Litopenaeus vannamei (Gullian et al., 2004). Durante a
fase de larvicultura, as doencas provocadas por
bactérias séo tidas como a maior causa de mortalidade
(Wyban & Sweeney, 1991), dentre estas, as do género
Vibrio vem sendo as mais associadas com essa
problematica (Ruangpan & Kitao, 1991).

As bactérias do género Vibrio sdo consideradas
importantes, uma vez que tém grande capacidade de
infectar diversos organismos aquaticos, como 0s
camardes peneideos (Lightner, 1993). No entanto,
existem espécies de Vibrio que sdo caracterizadas tanto
como benéficas quanto patogénicas para o cultivo de
camardes peneideos. Em estudos realizados com estas
bactérias, Gomez-Gil et al. (2000) caracterizaram o
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Vibrio alginolyticus como benéfico ao L. vannamei,
enquanto Lee et al. (1996) classificaram essa mesma
espécie como patogénica ao camardo Penaeus
monodon. Para a espécie luminescente Vibrio harveyi,
sua presenca em tanques de cultivo vem sendo
associada como causadora de doencas e de muitas
perdas durante a larvicultura de peneideos
(Vandenberghe et al., 1999).

Na tentativa de controlar infec¢cdes bacterianas,
ou mesmo da presenca de potenciais bactérias
patégenas nos sistemas de larvicultura, a utilizacdo de
componentes antimicrobianos (antibiéticos) vem sendo
realizada principalmente na América Latina e no
Sudeste Asiatico, onde existem poucas restricdes para o
uso destes produtos (Gomez-Gil et al., 2000).
Entretanto, o emprego de antibidticos tem um sucesso
limitado na prevencao ou cura das doencas em animais
aquaticos (Ravi et al., 2007). Muitas vezes, o antibiotico
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€ aplicado como tratamento profilatico, mesmo sem a
evidéncia de algum patégeno, esse fato possibilita a
resisténcia dos vibrios ou de outras bactérias aos
antibiéticos, aumentando a viruléncia desses patégenos
(Moriarty, 1999).

Como uma estratégia no controle de doencgas,
0 uso de bactérias benéficas (probidticos) tem sido
sugerido em substituicho ao uso de antibiéticos
(Gatesoupe, 1999; Ravi et al., 2007). O termo
probiético foi definido por Gatesoupe (1999) para
aquelas células microbianas que sdo administradas
de modo a entrar no trato gastrointestinal e
manterem-se vivas, com a finalidade de melhorar a
saude do hospedeiro. Segundo o mesmo autor,
microorganismos denominados
bioremediadores, os quais atuam na qualidade da
agua, e microorganismos denominados
biocontroladores, sendo esses usados como
antagbnicos ao organismos
patogénicos. As bactérias probiéticas estdo inseridas
no grupo dos biocontroladores. De acordo com Vieira
et al. (2000), as bactérias probiéticas tem potencial
para substituir os antibiéticos por n&o poluir o
ambiente, ndo selecionar cepas resistentes, além de
possibilitar um melhor crescimento de pds-larvas de
camarao em laboratdrio.

As bactérias do género Bacillus tém sido
usadas como probiético nos cultivos de camaréo,
atuando como um biocontrole para reduzir a carga de
vibrios no hospedeiro e no ambiente de -cultivo
(Rengpipat et al., 2000). Algumas espécies de
Bacillus sdo facilmente encontradas em sedimentos
marinhos e naturalmente presentes nas branquias,
cuticula e trato intestinal de organismos bentdnicos,
tais como os camarfes (Sharmila et al.,, 1996). A
partir de estudos sobre a utilizacdo de bactérias
probiéticas no cultivo do L. vannamei, Gullian &
Rodriguez (2002) evidenciaram que as bactérias
benéficas da microflora intestinal sdo competidoras
em potencial de cepas patogénicas.

Na larvicultura de camardes peneideos,
embora exista um consenso sobre os beneficios da
reducdo ou eliminagdo do uso de antibiéticos em
substituicdo ao emprego de probioticos nos tanques
de cultivo, as informa¢Bes ainda s&o dispersas e
dependem principalmente das recomendac¢fes dos
fabricantes destes produtos. Neste sentido, o

existem

crescimento de
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presente estudo teve como objetivo comparar o efeito
da utilizacdo de probiético e antibiético no cultivo de
pés-larvas do camarao branco L. vannamei.

MATERIAIS E METODOS

Procedéncia dos animais

As pos-larvas utilizadas no experimento foram
obtidas no setor de larvicultura da empresa Netuno,
localizada em Sirinhaém, Pernambuco. Larvas no
estagio de Misis; foram mantidas em um tanque de
80 litros de volume util sob aeracdo constante,
temperatura de 28°C e salinidade 34. A alimentacéo
consistiu de racéo comercial para L. vannamei (INVE-
Frippak, 2CD) ofertada a cada duas horas e nauplios
de Artemia congelados ofertados ad libitum uma vez
ao dia (18:00h). A microalga Chaetoceros calcitrans
foi mantida no tanque na concentracdo de 12x10°
células mI*. Quando atingiu o estagio de PL; (1 dia
de vida na fase de pés-larva), os animais foram
transferidos para as parcelas experimentais.

Delineamento experimental

O experimento foi inteiramente casualizado e
consistiu de trés tratamentos com quatro repeticdes
cada, correspondendo a um tratamento biolégico
(TB), onde foi adicionado probittico (Bacillus spp.),
tratamento quimico (TQ), com adigdo de antibiético
(eritromicina e formalina) e controle (TC), sem adic&o
de nenhum produto na agua de cultivo.

Foram utilizados como parcelas experimentais
potes plasticos com volume Util de 5 litros, onde 50
pés-larvas L™ (PL,) foram estocadas em cada
recipiente. A &gua utilizada no experimento foi
previamente filtrada (0,5 pum) e clorada (15 ppm) por
24 horas, sendo desclorada através da utilizacao de
acido ascorbico (5 ppm). As parcelas experimentais
foram distribuidas de forma aleatéria em sala com
fotoperiodo controlado (12h claro: 12h escuro). Uma
aeracdo suave com pedra porosa foi mantida
constantemente em cada recipiente.

No tratamento TB foi adicionado diariamente na
agua de cultivo 1 ppm de probidtico comercial (INVE
Sanolife® MIC), contendo cepas de Bacillus subtilis,
B. licheniformis e B. pumilus na concentracdo de
5x10° UFC g*, conforme recomendado pelo
fabricante. No tratamento TQ a eritromicina foi
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utilizada como substancia antibiética, sendo que 1
ppm foi adicionado na a4gua apenas no primeiro dia
do experimento e, a partir do segundo dia, foi
adicionada formalina diariamente na quantidade de
10 ppm. A agua de todos os tratamentos teve uma
renovacao didria de 10%.

A alimentacdo consistiu de ra¢cdes comerciais
(INVE-Frippak 3CD e INVE-Frippak PL+300) ofertada
dez vezes ao dia (a cada duas horas), em quantidade
pré estabelecida pelo fabricante para esta fase de
desenvolvimento, e 15 nauplios de Artemia por pés-
larva ofertados duas vezes ao dia (16:00 e 20:00 h). A
microalga Chaetoceros calcitrans foi mantida nos
tratamentos na concentracéo de 12x10* células ml™.

Durante 0 experimento, 0s seguintes parametros
de qualidade de agua: temperatura, oxigénio dissolvido,
pH e salinidade foram monitorados diariamente através
de um medidor multiparametro (YSI 556). As
concentracdes dos compostos nitrogenados nitrito (NO,)
e aménia (NH3) foram medidas no primeiro, quinto e
décimo dia de experimento atraves de um
fotocolorimetro (ALFAKIT-AT10P).

O experimento foi finalizado apés 10 dias
guando os camardes atingiram o estigio de PLg,.
Nesta oportunidade, pés-larvas foram quantificadas
para determinacdo da sobrevivéncia (%), e o0 peso
final (mg) foi obtido através da pesagem conjunta de
100 animais de cada parcela experimental em uma
balanca de precisédo (0,0001 g), apés a remogédo do
excesso de umidade em papel absorvente. Para
avaliacdo do comprimento total (medida entre as
extremidades do rostro e do telson, mm), 15 animais
de cada parcela experimental foram medidos com um
paquimetro digital.

Anélise bacterioldgica

A concentragdo presuntiva de bactérias do
género Vibrio na agua de cultivo e no camarédo foi
monitorada no primeiro e Ultimo dia do experimento,
sendo a agua inicial analisada antes do povoamento
das parcelas experimentais. Para estimar a
concentracdo destas bactérias na é&gua foram
realizadas diluicGes seriadas decimais das amostras
das parcelas experimentais em solucdo salina
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esterilizada (3,5% NaCl) e posterior plaqueamento de
uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicio em meio
seletivo Agar TCBS (Agar TCBS, Himedia). Apos o
periodo de incubacdo de 24h em estufa a 30°C, foi
feita a contagem das unidades formadoras de
colénias (UFC ml'l) nas placas que apresentaram
entre 25 e 250 colbnias (Downes & Ito, 2001).

Para contagem presuntiva de Vibrio nos
animais, tanto a amostragem inicial, como a final, foi
realizada pela amostra aleatdria de 100 individuos,
sendo a primeira feita antes da estocagem dos
tratamentos e a segunda nas parcelas experimentais
ao término do experimento. As amostras de camaréo
foram lavadas com agua destilada esterilizada,
seguida de solugdo salina esterilizada (3,5% NacCl)
para remocédo das bactérias externas. Em seguida as
amostras foram maceradas, diluidas e plaqueadas,
seguindo a mesma metodologia descrita para a
andlise de agua.

Analise dos dados

Para determinar diferencas significativas entre
0os tratamentos, os valores dos parametros de
qualidade de agua, peso, comprimento, sobrevivéncia
e concentracdo de Vibrio spp. foram submetidos a
analise de (ANOVA) levando em
consideracdo as premissas necessarias. O teste
Tukey de comparacdo de médias foi utilizado para
determinar diferencas significativas entre  o0s
tratamentos (p<0,05) (Mendes, 1999). As andlises
estatisticas foram realizadas com o auxilio do
programa Statistica 7.0.

variancia

RESULTADOS

Os parametros de qualidade de agua néo
diferiram significativamente entre os tratamentos. Os
valores médios e erros padrées (+ EP) dos dados
agrupados apresentaram temperatura de 28,2+0,2°C,
pH de 8,25+0,01 e oxigénio dissolvido de 5,0+0,05
mg L™. A salinidade de todos os tratamentos foi
mantida em 34. A amobnia (NH3) e o nitrito (NO,)
apresentaram valores médios gerais de 0,92+0,14 mg
L' e 0,02+0,004 mg L™, respectivamente (Tabela 1).
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TABELA 1 — Valores finais médios (+ EP) de temperatura, pH, oxigénio dissolvido, salinidade, aménia (NH3) e
nitrito (NO,) de pos-larvas (PLy,) do camardo L. vannamei cultivados nos tratamentos bioldgico (TB), quimico (TQ)

e controle (TC).

Variaveis Tratamentos
B TQ TC

Temperatura (°C) 28,16+1,17% 28,36+1,05% 28,19+1,05%
pH 8,26+0,06% 8,24+0,06° 8,26+0,06a
Oxigénio Dissolvido (mg L™) 4,98+0,29% 5,01+0,35° 4,91+0,492
Salinidade 34,3+0,48° 34,3+0,48° 34,3+0,48°
Amonia (NHs) 0,91+0,16% 0,95+0,07° 0,91+0,17°
Nitrito (NO2) 0,02+0,01*% 0,01+0,00? 0,02+0,01°

Letras distintas na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05).

Para as variaveis peso e comprimento dos camarfes, ndo foram observadas diferencas significativas entre

os tratamentos (Tabela 2).

TABELA 2 — Valores finais médios (+ EP) do peso (mg), comprimento (mm) e sobrevivéncia (%) de pds-larvas
(PL,o) do camarao L. vannamei cultivados nos tratamentos biolégico (TB), quimico (TQ) e controle (TC).

Variaveis Tratamentos

B TQ TC
Peso 2,31+0,09% 2,67+0,07% 2,39+0,02%
Comprimento 7,55+0,10% 7,58+0,14° 7,68+0,12°
Sobrevivéncia 77,7¢1,12 75,9+1,75% 74,8+1,5%

Letras distintas na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05).

A analise bacterioldgica inicial ndo constatou a
presenca presuntiva de Vibrio spp. na agua de cultivo,
entretanto, as pds-larvas (PL;) apresentaram uma
concentracado média de 11,54x10° UFC g"l. Para a
andlise bacterioldgica final, a concentragdo presuntiva

de Vibrio spp. na agua de cultivo dos tratamentos TB
e TQ nao apresentaram diferencas significativas entre
si, no entanto, os mesmos apresentaram valores
significativamente inferiores quando comparados com

o tratamento TC (Tabela 3).

TABELA 3 — Valores finais médios (+ EP) da concentracao presumivel de Vibrio spp. na agua de cultivo (UFC mL"
!y e nas pés-larvas (UFC g™) do camarao L. vannamei cultivados nos tratamentos biolégico (TB), quimico (TQ) e
controle (TC).

Concentragdo de Vibrio spp. Tratamentos
B TQ TC
Agua 2,51+0,18x10" 2,72+0,32x10™ 4,12+0,26x10%

Pos-larvas 0,71+0,31x10% 4,22+1,58x10% 7,92+3,27x10%

Letras distintas na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05).

Com relagdo a quantidade presuntiva de Vibrio
spp. nas pos-larvas ao final do experimento, o
tratamento TB apresentou uma concentracédo

significativamente inferior em comparacdo com o0s
tratamentos TQ e TC, os quais nao diferiram entre si
(Tabela 3).
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DISCUSSAO

Os parémetros de temperatura e salinidade
obtidos nesse estudo estiveram dentro das faixas
adequadas para o cultivo de poés-larvas do camarao
L. vannamei, recomendadas por Ponce-Palafox et al.
(1997). Estes autores observaram que o cultivo de
pés-larvas em temperaturas entre 28 a 30°C e
salinidades entre 33 a 40 resultou em melhores taxas
de sobrevivéncia e crescimento para a espécie. Da
mesma forma, o oxigénio dissolvido, pH, aménia e
nitrito registrados no presente estudo estiveram de
acordo com o recomendado para o cultivo de
camardes (Boyd, 1990).

A sobrevivéncia das pés-larvas no tratamento
com adicdo de probidtico (Bacillus spp.) na 4gua ndo
diferiu dos demais tratamentos testados. Este
resultado corrobora com o estudo realizado por Guo
et al. (2009) para P. monodon, onde a adicao diaria
de B. fusiformis na agua (10° UFC mL™) durante os
estagios Zoea; e PL;, ndo resultou em diferenca
significativa na taxa de sobrevivéncia (88,7%) quando
comparado com o tratamento controle (73,3%).
Entretanto, estes autores observaram que gquando o
mesmo procedimento foi realizado na larvicultura de
L. vannamei, houve uma maior sobrevivéncia no
tratamento com adicdo de B. fusiformis (87,9%), o
qual diferiu significativamente do controle (41,2%). Os
autores sugerem que esta baixa sobrevivéncia das
larvas sem adicdo de B. fusiformis ocorreu devido a
presenca de espécies de Vibrio na larvicultura.

Os valores de ganho de peso encontrados no
presente estudo ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos, entretanto, Ziaei-
Nejad et al. (2006) observaram que o camardo
Fenneropenaeus indicus cultivados com probidtico
(Bacillus spp.), entre os estagios de Misis; a PLyy,
apresentou um maior ganho de peso quando
comparado com o tratamento sem uso de probidtico.
Por outro lado, esses autores ndo observaram
diferencas significativas quanto ao comprimento dos
camardes, 0 que estd de acordo com os resultados
desse estudo. Em estudo similar onde se cultivou L.
vannamei de nauplio até PL,q verificou-se uma menor
sobrevivéncia do tratamento sem adi¢cdo de produto
na agua, enquanto que ndo houve diferenca
estatistica entre as sobrevivéncias dos tratamentos
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com adicdo de probiético Sanolife® e com adicdo de
antibiético e formaldeido (Decamp et al., 2008). No
presente estudo, a ndo diferenca entre a
sobrevivéncia do tratamento sem adi¢do de produtos
na agua em relacdo aos outros tratamentos se deve,
possivelmente, ao menor tempo de cultivo em
comparacao ao trabalho realizado por Decamp et al.
(2008).

Os tratamentos TQ e TC apresentaram uma
concentracdo mais elevada de Vibrio spp. no
camarao do que o tratamento TB, porém, esta maior
concentracdo ndo afetou a sobrevivéncia dos
mesmos. Em muitos casos, o0s vibrios séo
oportunistas, causando doencas e mortalidades em
animais apenas quando esses se encontram
fisiologicamente estressados (Alderman & Hastings,
1998). Provavelmente, os resultados obtidos para o
crescimento e sobrevivéncia, os quais ndo diferiram
entre os tratamentos, se deve a manutencdo de
condicbes ambientais e alimentares adequadas
durante o experimento, onde os camardes nao foram
submetidos ao estresse fisiolégico. De acordo com
Rengpipat et al. (2000), a reducdo do estresse pode
ser usada para aumentar a resisténcia dos camardes
a doencas, sendo que estresse causado pela méa
gualidade de agua, por exemplo, pode deixar os
camardes suscetiveis aos patdgenos presentes no
meio. Os resultados obtidos no presente estudo
também podem estar relacionados ao fato de que
nem todas as bactérias do género Vibrio sdo nociva,
e portanto ndo afetam o desempenho dos camardes
cultivas (Gomez-Gil et al., 1998).

A reducdo da concentragcdo inicial de Vibrio
spp. nas larvas de 11,54x10° para 0,71x10° UFC g™
ao final do experimento com utilizagdo de probittico
esta provavelmente relacionada com a atividade das
bactérias do género Bacillus, as quais sdo capazes
de competir com outras bactérias por nutrientes e
espaco, como também podem excluir outras bactérias
através da producdo de antibidticos (Moriarty, 1998;
Verschuere et al., 2000). Em experimento conduzido
in vitro, a atividade inibitéria de bactérias do género
Bacillus contra as do género Vibrio foi avaliada em
meio TCBS, indicando que cepas de B. subtilis, B.
licheniformis e outras espécies mostraram atividade
inibitéria contra um grande ndamero de cepas de Vibrio
(Decamp et al.,, 2008). Estes autores também
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compararam a adicdo de probidtico (Bacillus spp.)
com um tratamento profilatico (antibiético) e um
controle, no cultivo de P. monodon entre os estagios
de Nauplio e PLyg. Os resultados indicaram que a
adicdo de probidtico ou antibidtico diminuiu
consideravelmente a concentra¢éo de Vibrio spp. na
agua em comparagdo com o tratamento sem estes
produtos, o que corrobora com os resultados
observados no presente estudo.

Os resultados obtidos nesse estudo indicaram
gue a utilizagdo de antibidtico através da agua de
cultivo parece néo ser eficiente contra o crescimento
de Vibrio spp. nas pés-larvas de L. vannamei. Outro
fato relevante é que os antibiéticos podem favorecer o
surgimento de bactérias resistentes a esses
medicamentos, podendo ocorrer ineficiéncia desses
até mesmo na agua onde o0s animais estdo sendo
cultivados (Defoirdt et al., 2007). Costa et al. (2008)
detectaram cepas de Vibrio multiresistentes aos
antibiéticos, coletadas nas aguas e nos camardes L.
vannamei cultivados em fazendas no estado do
Cear4, Brasil.

CONCLUSAO

O uso de probidtico ou antibiético no cultivo de
pés-larvas de L. vannamei ndo influenciou no
crescimento e sobrevivéncia dos animais, entretanto,
a adicdo de probidtico foi mais eficiente para a
diminuicdo da concentracdo de possiveis bactérias
patégenas do género Vibrio, tanto na agua como nas
pos-larvas cultivadas. Sugere-se que o emprego do
probiético Bacillus spp. é adequado para substituir a
utilizagdo de antibidticos e outras substancias
guimicas como a formalina no cultivo de pds-larvas
de L. vannamei, devido aos possiveis beneficios para
a sanidade das pds-larvas cultivadas, além de seguir
principios de aquicultura responsavel.
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