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Resumo

A farinha de peixe € um ingrediente de alto custo econdmico para a producao das dietas
de animais aquaticos. Uma estratégia para diminuir os gastos € a substituicdo desse
ingrediente. Uma alternativa viavel ¢ o uso dos bioflocos produzidos pelo sistema de
cultivo em bioflocos (BFT) e as leveduras (Saccharomyces cerevisiae), que podem
garantir as necessidades nutricionais, proporcionar diminuicdo do risco de doencas por
atuar como probidtico, além de evitar o despejo dos bioflocos no ambiente e minimizar
problemas ecossistémicos. Os dois ingredientes foram unidos para producdo de um
bioproduto, elaborado para a substituicdo da farinha de peixe. Assim, o0 objetivo deste
estudo foi avaliar a eficiéncia na diminuicdo do Vibrio spp. no trato gastrointestinal de
Litopenaeus vannamei, a partir de racdo elaborada com bioproduto contendo farinha de
bioflocos e levedura (Saccharomyces cerevisiae) em substituicdo a farinha de peixe,
frente a desafio por Vibrio parahaemolyticus. Um ensaio de 21 dias foi realizado com L.
vannamei (7,27 + 0,14g) para exposicdo a 3 dietas experimentais BP0, BP50 e BP100,
com niveis de substituicdes por bioproduto de 0% (controle), 50% (150 g kg+) e 100%
(300 g kg de ragdo), respectivamente. Logo apo6s o periodo de exposigio, os camardes
foram submetidos ao desafio microbiano com duracédo de 48 horas, através da adicdo de
V. parahaemolyticus na alimentacdo. O trato gastrointestinal (TGI) e as fezes foram
coletados no inicio, a cada 16 horas e logo apds fixados em paraformaldeido 2%. As
amostras foram submetidas a técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) para
avaliar a abundancia total, de levedura e de Vibrio spp.. Os resultados mostraram que
todas as dietas, incluindo a controle, diminuiram a concentracdo de Vibrio spp. no TGl
dos camardes ao final das 48 horas. Indicando que a reducdo do Vibrio spp. pode ter
ocorrido naturalmente. Ainda assim, o bioproduto avaliado pode trazer beneficios por
ser um ingrediente de baixo custo, possuir as garantias nutricionais para animais
aquaticos e ser ambientalmente responsavel para substituicdo da farinha de peixe em

dietas de L. vannamei.

Palavras-chave: Camardo; farinha de peixe; microrganismos; bactérias; Técnica de
FISH.



Abstract

The fishmeal is an economically costly ingredient for the production of aquatic animal
diets. One strategy to reduce spending is to replace this ingredient. A viable alternative is
the use of bioflocs produced by the biofloc system technology (BFT) and yeasts
(Saccharomyces cerevisiae), which can guarantee nutritional needs, reduce disease risk
by acting as a probiotic, besides avoiding the dumping of bioflocs in the environment
and minimizing ecosystem problems. The two ingredients were united to produce a
bioproduct, elaborate for the substitution of fish meal. Thus, the objective of this study
was to evaluate the efficiency in the decrease of Vibrio spp. in the gastrointestinal tract
of Litopenaeus vannamei, as from a processed ration containing biofloc flour and yeast
(Saccharomyces cerevisiae) in replacement of fish meal, on challenge by Vibrio
parahaemolyticus. A 21-day assay was performed with L. vannamei (7.27 £ 0.14 g) for
exposure to 3 experimental diets BPO, BP50 and BP100, with substitution levels by
bioproduct of 0% (control), 50% (150 g kg-1) and 100% (300 g kg-1 of feed),
respectively. Soon after the exposure period, the shrimp were submitted to the microbial
challenge with duration of 48 hours, through the addition of V. parahaemolyticus in the
feeding. The gastrointestinal tract (GIT) and feces were collected at the beginning, every
16 hours and soon after fixed in 2% paraformaldehyde. The samples were submitted to
fluorescence in situ hybridization technique (FISH) to evaluate the total abundance of
yeast and Vibrio spp. The results showed that all diets, including control, decreased the
concentration of Vibrio spp. in the GIT of the shrimp at the end of 48 hours, indicating
that this reduction may have occurred naturally. Nevertheless, the evaluated bioproduct
can bring benefits because it is a low cost ingredient, possess the nutritional guarantees
for aquatic animals and be environmentally responsible for fish meal substitution in L.

vannamei diets.

Key words: Shrimp, fish meal, microorganisms, bacterium and FISH technique.
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A farinha de peixe utilizada na producdo de racdo para animais marinhos
também ¢é a principal fonte de proteina da dieta de camardes, com a presenca de
aminoacidos, acidos graxos essenciais, vitaminas e minerais, sendo também altamente
digerivel e palatavel (SAMOCHA et al., 2004a). Para obtencdo da farinha, o peixe
inteiro ou suas partes sdo moidos e secos (FAO, 2016). Todavia, esse ingrediente possui
um alto custo econémico, tornando a dieta responsavel por cerca de 40 a 70% dos custos
de producéo das fazendas (QUINTERO e ROY, 2010).

A alta demanda por farinha de peixe aliada a exploragéo intensiva dos estoques
pesqueiros, estimula estratégias alternativas para sua substituicdo na producéo de racdes,
com ingredientes de baixo custo e ambientalmente sustentaveis (TACON et al., 2006).
Um dos ingredientes utilizados sdo os agregados microbianos produzidos em sistema de
bioflocos, que podem servir como complemento na dieta de organismos, permitindo
uma reducdo na quantidade de proteina bruta utilizada na racdo (SAMOCHA et al.,
2004b). Os bioflocos também podem atuar no controle de infec¢Bes bacterianas, agindo
como um simbidtico, através da competicdo dos microrganismos por alimento e espaco,
estimulando um aumento na sobrevivéncia dos camardes cultivados (CRAB et al.,
2010).

Um ingrediente bastante estudado para a producdo de ragdes sdo as leveduras,
elas podem atuar como suplemento nas dietas proporcionando aumento na imunidade
celular de camarfes e peixes, evitando riscos de infeccdes (HISANO et al., 2007;
SHEIKHZADEH et al., 2015; SHARAWY et al., 2016). A espécie Saccharomyces
cerevisiae € a mais estudada, e possui na composicdo da sua parede celular varios
compostos, tais como b-glucano, &cidos nucleicos, mananoligossacarideos e quitina
(ABDEL-TAWWAB et al.,, 2008; SHEIKHZADEH et al., 2015). Esses compostos
podem atuar como probiético na defesa dos crustaceos, contra infeccdes bacterianas e
também virais, através da deteccdo da presenca do patdgeno no organismo animal,
aumentando a atividade da fagocitose e producdo de lisozima que destroem o
microrganismo invasor (THITAMADEE et al., 2014; CERENIUS et al., 2008).

As infeccOes bacterianas em camardes tém como principal causador o género
Vibrio, que por sua vez sdo encontrados naturalmente nos ecossistemas aquaticos, bem
como em camardes cultivados ou de vida livre (TRAN et al., 2013; TZUC et al., 2014;
VANDENBERGHE et al., 1999). Doencgas associadas as cepas de Vibrio spp., como a
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sindrome de mortalidade precoce (EMS), conhecida também como "Hepatopancreatite
necrosante aguda" (AHPND), tem sido a doenga bacteriana que mais afeta os camardes
cultivados, causando grandes perdas econdmicas (CHUMPOL et al., 2017).

Estudos que utilizam tanto o biofloco, quanto a levedura na alimentacéo de
camardes pode trazer beneficios ao cultivo de camardes, estimulando um aumento na
sobrevivéncia e diminuindo o risco de infec¢des associadas a microrganismos. Além
disso, a substituicdo parcial da farinha de peixe por farinha de bioflocos e levedura,
pode implicar em melhor viabilidade econdémica na producao de ragdo. Desta forma, foi
realizada a avaliacdo da dieta formulada com um bioproduto (Biofloco e levedura), em

substituicdo da farinha de peixe, durante o desafio por Vibrio parahaemolyticus.
2- Revisdo bibliogréafica
2.1 Farinha de peixe

A produgdo na aquicultura marinha mundial tem crescido constantemente nos
ultimos anos, em 2009 foram produzidos 21,4 milhdes de toneladas de pescado, ja em
2014 foi atingido um valor de 26,7 milhdes de toneladas (FAO, 2016). No Brasil, o
principal representante da aquicultura marinha é o camardo branco Litopenaeus
vannamei. O cultivo desta espécie ocorre principalmente na regido nordeste e engloba
mais de 99% da producdo nacional, produzindo 52,12 mil toneladas em 2016 (IBGE,
2016). Para subsidiar essa atividade, existe uma alta demanda de racdo, que podem
chegar a aproximadamente 70% dos gastos com o cultivo (QUINTERO e ROY, 2010).

A farinha de peixe é o ingrediente de maior custo das dietas para animais
aquaticos, e a farinha bruta é obtida ap6s moagem e secagem de peixe inteiro ou partes
dele (FAO, 2016). Este componente é a principal fonte de proteina utilizada na
producdo de racdes para camardo, pois fornece aminoacidos, acidos graxos essenciais,
vitaminas, minerais, e outros nutrientes, além de ser altamente digerivel e palatavel
(SAMOCHA et al., 2004a). No entanto, as preocupag6es sobre 0s impactos negativos da
producdo global de sobrepesca vem sendo abordadas, pois € esperado que com a
expansdo da aquicultura, a procura por esse ingrediente exceda a oferta mundial de
farinha de peixe até 2050 (HALWEIL, 2008). Portanto, a substituicdo desse ingrediente
em dietas para camardo tem sido uma alternativa para suprir as demandas da
carcinicultura (ACHUPALLAS et al., 2016).
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A substituicdo da farinha de peixe nas dietas € uma alternativa potencial para
diminuir os custos na producdo de racdo. Alguns estudos avaliam os niveis desta
substituicdo por ingredientes alternativos, como: uso de concentrado proteico de soja
(BAUER, 2012; CHEN et al., 2017), hidrolisado proteico de peixe (QUINTO et al.,
2017), farelo de soja extrusado (YANG et al., 2015), e residuos de peixe e de bioflocos
(DANTAS et al., 2014; VALLE et al., 2015). No entanto, podem ser encontradas
algumas dificuldades em relagdo aos ingredientes substitutos, como a caréncia de
fatores nutricionais, a deficiéncia de alguns aminoacidos essenciais (lisina e metionina)
e a baixa palatabilidade, os quais podem pode limitar ou inviabilizar seu uso (DAVIS e
ARNOLD, 2000).

2.2 O sistema de cultivo em bioflocos e seu uso como fonte de alimento

O sistema de cultivo em bioflocos ou “Biofloc Tecnology” (BFT) permite
reduzir ou ndo realizar troca de agua, minimizando a entrada de microrganismos
potencialmente patogénicos através da &gua captada, e como consequéncia pode
diminuir os riscos de surtos de doencas (AVNIMELECH, 2012). Ele é resultante das
criagdes super-intensivas de camarBes e contém uma microbiota natural que é
considerada um importante ingrediente na alimentacdo de animais aquéaticos (KUHN,
2009).

O sistema é formado por bioflocos que sdo agregados de algas, bactérias,
protozoarios e outros tipos de matéria organica em particulas, como fezes e restos de
alimentos ndo consumidos. Cada biofloco ¢ mantido unido em uma matriz solta de
muco que é secretada por bactérias, ligadas por microrganismos filamentosos ou
mantidas por atracdo eletrostatica (HARGREAVES, 2013).

A formacdo dos agregados microbianos nos bioflocos podem servir como
complemento na dieta dos organismos aquaticos, permitindo uma reducdo na
quantidade de proteina bruta utilizada na racdo (SAMOCHA et al., 2004b). A
diversidade de organismos que compde os bioflocos ndo é estavel, como consequéncia
seu conteudo nutricional também podera variar, sendo relatados pela literatura teores
proteicos entre 12 e 49% (SOARES et al., 2004). Além de ser um nutriente eficaz,
podem atuar no controle de infeccbes bacterianas, agindo como um simbiotico,
aumentando a sobrevivéncia e inibindo a proliferacdo de patogenos pela excluséo

competitiva por alimento e espago (CRAB et al., 2010).
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O excesso dos bioflocos deve ser removido com periodicidade, pois seu acumulo
no sistema pode prejudicar a qualidade de 4gua, aumentando os compostos nitrogenados
(AVNIMELECH, 2009) e ap0s sua retirada normalmente ele é descartado. No entanto,
esses residuos podem fornecer um ingrediente alternativo para substituir a farinha de
peixe nas dietas para animais aquaticos (BAUER et al., 2012). Segundo Dantas et al.
(2014), a substituicdo da farinha de peixe por farinha de bioflocos, em dietas para pés-
larva de L. vannamei, resultaram em sobrevivéncias superiores a 91,1%, com niveis

ideais de substituicdo de até 30% sem comprometimento da produtividade.

2.3 A levedura Saccharomyces cerevisiae na dieta de camardes marinhos

As leveduras do género Saccharomyces sdo fungos unicelulares e apresentam-se
na forma de células alongadas ou ovaladas (PIRES, 2012). Sua parede celular €
composta por glucano (1,3-f e 1,6-p glucano), quitina € mananoproteina (MORENO et
al., 2008). A principal espécie do género, Saccharomyces cerevisiae integra ou
autolisada, apresenta caracteristicas importantes para a nutricdo do camarao, além de
conter pronutrientes com acdo simbidtica para organismos aquaticos (PARDO-
GAMBOA et al., 2011; GATESOUPE, 2007).

O fragmento manose das mananoproteinas, presentes na parede celular das
leveduras, pode atuar no bloqueio da ligacdo das bactérias gram-negativas ao tecido do
hospedeiro. Este mecanismo foi avaliado por Spring et al. (2000), através de teste de in
vitro por aglutinagdo. Considerando que o inicio da infec¢do bacteriana € a adesdo no
intestino do hospedeiro, e que suas glicoproteinas (ricas em manose) sdo reconhecidas
pelas fimbrias do patégeno, consequentemente a presenca das leveduras pode causar um
bloqueio por competicdo de sitios de ligacdo no organismo (MORAN, 2004).

O b-glucano é um constituinte das paredes das leveduras que auxilia na inducao
da cascata da profenoloxidase (proPO), um mecanismo bastante importante para
crustaceos e outros artropodes, pois atua na defesa contra infeccdes bacterianas e virais,
através do reconhecimento dos lipopolissacarideo (LPS) e b-glucano, presentes na
parede celular microbiana (THITAMADEE, 2014; CERENIUS, 2008). De acordo com
Chang et al. (2003), quando o camardo Penaeus monodon foi alimentado com dieta
contendo [3-1,3-glucano e desafiados com o virus da Sindrome da Mancha Branca
(WSSV), foi observada um aumento da defesa no sistema imunoldgico e incremento da

taxa de sobrevivéncia.
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Efeitos positivos na sobrevivéncia e melhoramento de parametros imunologicos
dos camardes, através da adi¢do dos B-glucanos na alimentacgdo, ja foram comprovados
em estudos com L. vannamei, apds desafios experimentais contra Vibrio harveyi e
Vibrio alginolyticus. (JUELIANG, 2013; CHANG et al., 2011). Resultados promissores
também foram observados por Biswas et al. (2012), ao utilizar extrato de levedura (S.
cerevisiae) na alimentacdo do camardo Marsupenaeus japonicus, 0s autores observaram
que um aumento significativo na sobrevivéncia pds-infeccdo (66,6%) contra Vibrio
nigripulchritudo em relacdo ao grupo controle (8,3%).

A S. cerevisiae pode ter efeitos probioticos, que por sua vez, tem como definicdo
a premissa de serem microrganismos vivos que conferem beneficio a saude do
hospedeiro, melhorando o equilibrio intestinal, produzindo substancias quimicas que
inibem ou desaceleram o crescimento de possiveis patdgenos ou competindo contra
patdgenos por recursos (VARGAS-ALBORES, 2017). Essa levedura também possui em
sua composicao altos teores de proteina bruta e minerais (PARDO-GAMBOA et al.,
2011). Além de possuir o glutamato, nucleotideos e peptideos que proporcionam melhor
efeito sobre a palatabilidade, desempenho e resisténcia de peixes (PEREIRA-DA-
SILVA e PEZATO, 2000).

As leveduras apresentam importantes propriedades funcionais, que as tornam
excelentes fontes alternativas de nutrientes para animais aquaticos (HISANO et al.,
2004). Valle et al. (2018) (Artigo ndo publicado), em trabalho prévio avaliou a
substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto utilizado no presente trabalho, e
observou resultados aceitdveis nos coeficientes de digestibilidade, que foram
equivalentes a racdo comercial. O termo “bioproduto” ainda ndo tem um cONsSenso
quanto a sua definicdo, porém a Agriculture and Agri-Food Canada (2017), relata que
podem ser classificadas como produtos desenvolvidos a partir de organismos vivos e/ou
partes constituintes destes, que podem substituir ou elevar a produgdo de produtos de

fontes ndo renovaveis.

2.4 O género Vibrio na carcinicultura
As especies do género Vibrio sdo microrganismos anaerobios facultativos, gram-
negativos, bastonetes em forma de virgula encontrados em ecossistemas marinhos e de

agua doce. Habitam naturalmente o ambiente do camardo, muitas vezes como parte da
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microbiota natural que habita a superficie de suas cuticulas, intestino e hepatopancreas.
(BROCK & LIGHTNER, 1990).

O género Vibrio entra em destaque quando relacionado a doencas bacterianas na
carcinicultura, pois sdo os principais causadores de enfermidades em camardes de vida
livre ou cultivados (LIGHTNER, 1988; VANDENBERGHE et al., 1999). Geralmente
as infeccbes bacterianas mais serias encontradas nos cultivos, sdo causadas
particularmente pelas espécies Vibrio harveyi, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio
vulnificus (CHATTERJEE, 2012).

Doencas associadas ao Vibrio, como a sindrome de mortalidade precoce (EMS),
conhecida também como "doenca da necrose hepatopancreéatica aguda” (AHPND), tem
sido considerada atualmente a doenca de camardo mais preocupante desde sua primeira
aparicdo na Asia em 2009 (CHUMPOL et al., 2017). Segundo Tran et al. (2013),
camarfes infectados experimentalmente pela AHPND reproduziram as mesmas
caracteristicas da doenca em questdo, permitindo identificar que as cepas responsaveis
pela enfermidade pertencem a espécie V. parahaemolyticus.

Alguns dos sinais associados a infec¢fes causadas por Vibrio em camardes se
apresentam de duas maneiras: localizada e sistémica (ROQUE et al., 2001). Nas
infeccdes localizadas estdo associadas lesdes orais, cuticulares e infec¢bes entéricas,
podendo levar a septicemias que causam opacidade da musculatura abdominal e
expansdo de cromatoforos, aumentando a mortalidade no cultivo e diminuindo a
produtividade (SAULNIER et al., 2000). Na infeccdo sistémica, podem ocorrer alguns
sinais para camardes na fase de engorda, como: natacdo lenta, opacidade muscular,
coloragcdo avermelhada dos apéndices, melanizacdo das branquias, anorexia e apatia
(MENDES et al., 2005).

2.5 Microrganismos associados ao trato gastrointestinal dos camardes

O processo de colonizagdo do trato gastrointestinal de camardes comeca no final
do estagio naupliar, quando em seus primeiros movimentos o poro anal inicia seu
contato com 0 meio externo, que ocorre antes do aparecimento da cavidade oral
(SIMOES et al., 2002). A microbiota interna de animais aquaticos é determinada pelo
contato com o ambiente circundante e influenciada pela ingestdo alimentar, secrecdo
hormonal, absorcdo de nutrientes e estrutura de proteinas e enzimas digestivas

(CAHILL, 1990). Nestes individuos, o intestino € considerado uma via de transmisséo
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principal de patdégenos (DE SCHRYVER et al., 2008). Por isso, a microbiota intestinal
desempenha papéis importantes na salide do hospedeiro, mantendo o equilibrio e
resiliéncia contra os patdgenos (RUNGRASSAMEE et al., 2016).

Estudos sobre a composicdo da microbiota gastrointestinal de camardes séo
realizados para a compreensdo da relacdo e interacdo da microbiota entre o hospedeiro,
meio ambiente, alimentacdo e estagios de vida (HOSTINS et al., 2017; CORNEJO-
GRANADOS et al., 2017; ZENG et al., 2017; CARDONA et al., 2016). Hostins et al.
(2017), avaliaram a concentracdo de Vibrio no intestino de L vannamei ap6s adicdo de
uma mistura probidtica comercial a dgua de cultivo e observaram a diminuicdo na
abundancia de Vibrio spp. e 0 aumento da concentracao do probidtico no trato intestinal,
comprovando a eficacia do probiotico.

O presente estudo se refere a utilizacdo de um bioproduto (farinha de biofloco e
levedura) substituto a farinha de peixe, proposto por Do Valle et al. (2018) (ndo
publicado), de acordo com a patente de invencdo depositada no Instituto Nacional de
Propriedade Industrial INPI, (BR 1020170227944) para estudos de nutrigdo de peixes e
camardes. Espera-se que pesquisas utilizando tanto a levedura, quanto o biofloco na
alimentacdo de camardes possam trazer beneficios ao cultivo de camardes, aumentando
seu crescimento, ganho de peso, sobrevivéncia e diminuindo o risco de infeccOes
associadas a microrganismos. Desta forma, este trabalho tem o objetivo de avaliar o
bioproduto gerado pela patente BR 1020170227944, ap6s o desafio por V.

parahaemolyticus (INCQS 00081) em juvenis do camardo marinho L. vannamei.
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4 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia do bioproduto contendo farinha de bioflocos e levedura (S.
cerevisiae) na substituicdo da farinha de peixe em racdo para o camardo L. vannameli, e

seus efeitos contra o patégeno V. parahaemolyticus.
4.1 Objetivos especificos

e Determinar a concentracdo de Vibrio spp. e levedura no trato gastrointestinal e
no conteldo fecal de camardes juvenis;
e Determinar a substituicdo ideal da farinha de peixe na dieta, relacionada a

diminuicdo de Vibrio spp. no trato gastrointestinal do camaréo.
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Capitulo |

Avaliacdo de dieta experimental composta por farinha de biofloco e levedura
(Saccharomyces cerevisiae) no controle de Vibrio spp. do trato gastrointestinal de

juvenis de Litopenaeus vannamei ap6s desafio por Vibrio parahaemolyticus.

Artigo a ser submetido a revista Aquaculture
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Efeito do bioproduto composto por biofloco e levedura (Saccharomyces cerevisiae)

em juvenis de Litopenaeus vannamei apés estresse por Vibrio parahaemolyticus

Abstract

The fishmeal is an economically costly ingredient for the production of aquatic animal
diets. One strategy to reduce spending is to replace this ingredient. A viable alternative
is the use of bioflocs produced by the BFT system and yeasts (Saccharomyces
cerevisiae), which can guarantee nutritional needs, reduce disease risk by acting as a
probiotic, besides avoiding the dumping of bioflocos in the environment and minimizing
ecosystem problems. The two ingredients were united to produce a bioproduct,
elaborate for the substitution of fish meal. Thus, the objective of this study was to
evaluate the efficiency in the decrease of Vibrio spp. in the gastrointestinal tract of
Litopenaeus vannamei, as from a processed ration containing biofloc flour and yeast
(Saccharomyces cerevisiae) in replacement of fish meal, on challenge by Vibrio
parahaemolyticus. A 21-day assay was performed with L. vannamei (7.27 = 0.14 g) for
exposure to 3 experimental diets BPO, BP50 and BP100, with substitution levels by
bioproduct of 0% (control), 50% (150 g kg-1) and 100% (300 g kg-1 of feed),
respectively. Soon after the exposure period, the shrimp were submitted to the microbial
challenge with duration of 48 hours, through the addition of V. parahaemolyticus in the
feeding. The gastrointestinal tract (GIT) and feces were collected at the beginning, every
16 hours and soon after fixed in 2% paraformaldehyde. The samples were submitted to
fluorescence in situ hybridization technique (FISH) to evaluate the total abundance of
yeast and Vibrio spp. and the probes used were NON (negative), PF2 (yeast) and
VIB572a (Vibrio spp.). The results showed that all diets, including control, decreased
the concentration of Vibrio spp. in the TGI of the shrimp at the end of 48 hours.
Indicating that the reduction of Vibrio spp. may have occurred naturally. Nevertheless,
the evaluated bioproduct can bring benefits because it is a low cost ingredient, possess
the nutritional guarantees for aquatic animals and be environmentally responsible for

fish meal substitution in L. vannamei diets.

Key words: Shrimp, fish meal, microorganisms, bacterium and FISH technique.

24



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

1. Introducéo

A farinha de peixe € um ingrediente de alto custo econémico para a producao das dietas,
sendo responsavel por cerca de 40 a 70% dos custos das fazendas de aquicultura
(Quintero e Roy, 2010). Para diminuir os gastos na elaboracdo das racoes, a substituicdo
deste ingrediente pode ser uma estratégia alternativa para suprir as necessidades
proteicas dos camardes, podendo-se para isso, utilizar ingredientes produzidos a partir
de agregados microbianos formados no sistema de cultivo em bioflocos (BFT) (Dantas
et al., 2014; Valle et al., 2015).

No sistema BFT, os bioflocos se constituem de uma comunidade bacteriana
estabelecida que mantém a qualidade da &gua e melhora as taxas de crescimento e
sobrevivéncia de peneideos (Mclintosh et al., 2001, Wasielesky et al., 2006,
Avnimelech, 2007). Os bioflocos também podem servir como complemento na dieta de
organismos aquaticos, permitindo a utilizacdo de ra¢cbes com uma menor quantidade de
proteina bruta (Samocha et al., 2004). Além disso, podem auxiliar no controle de
infeccbes bacterianas, agindo como um simbiético, e quando associado a probi6ticos
comerciais inoculados a agua, seu efeito sinérgico pode contribuir para a homeostase
microbiana nos hospedeiros (Crab et al., 2010; Aguilera-Rivera et al, 2014).

Assim como os bioflocos, as leveduras também apresentam importantes
propriedades funcionais, que as tornam excelentes fontes alternativas de nutrientes para
animais aquaticos (Hisano et al., 2004). As leveduras possuem na composi¢do de sua
parede celular varios compostos, tais como b-glucano, é&cidos nucleicos,
mananoligossacarideos e quitina (Abdel-Tawwab et al., 2008; Sheikhzadeh et al., 2015).
Esses compostos podem atuar como simbioticos na defesa dos crustaceos, contra

infecces bacterianas e também virais, através da deteccdo da presenca do patdgeno no
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organismo animal, aumentando a atividade da fagocitose e producdo de lisozima que
destroem o microrganismo invasor (Thitamadee et al., 2014; Cerenius et al., 2008).

As infeccOes bacterianas em camarbes tém como principal agente causador o
género Vibrio, que por sua vez sdo encontrados naturalmente nos ecossistemas
aquaticos, bem como em camar@es cultivados ou de vida livre (Vandenberghe et al.,
1999; Hai, 2015). Doencgas associadas a esse género, como a Sindrome da Mortalidade
Precoce (EMS), conhecida também como "hepatopancreatite necrosante aguda"
(AHPND), foi a doenca bacteriana em camardo que causou as maiores perdas
econdmicas desde 2009, em todo o sudeste asiatico (Chumpol et al., 2016).

Testes de desafio microbiano e analises histologicas do trato gastrointestinal de
camardes doentes identificaram o Vibrio parahaemolyticus portador de plasmideo que
possui 0s genes PirA e PirB, que codificam as toxinas responsaveis pela doenca
AHPND (Tran et al., 2013). Esta associac¢ao do Vibrio causador da EMS com alterac6es
histoldgicas no trato gastrointestinal, indicam que a principal via de infeccdo é o trato
gastrointestinal dos camardes, e isto pode ocorrer devido a exposi¢do do intestino ao
meio ambiente, que representa uma importante porta de entrada de patdgenos, os quais
podem colonizar e evoluir para uma enfermidade (Soonthornchai et al., 2015).

Para a diminuicdo dos surtos de infeccOes, estudos que utilizam as leveduras
(Sajeevan et al., 2009) e farinha de bioflocos (Dantas et al., 2014; Valle et al., 2015)
adicionadas a dieta de camardes mostram que o0 uso destes ingredientes pode trazer
beneficios imunologicos e no desempenho zootécnico dos camardes. Valle et al. (2018)
(Artigo néo publicado), em trabalho prévio avaliou o efeito do bioproduto composto por
farinha de bioflocos e levedura utilizado no presente trabalho, e observou resultados
aceitaveis nos coeficientes de digestibilidade do L. vannamei, porém o mesmo néo foi

testado em relacdo a diminuicdo de patdgenos no trato gastrointestinal de camardes.
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Contudo, neste trabalho foi avaliado o bioproduto proposto pela patente de invencdo
depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial INPI, (BR 1020170227944)
na diminuicdo do Vibrio spp. no trato gastrointestinal dos camardes, através de desafio
por V. parahaemolyticus.

2. Material e métodos
2.1 Bioproduto composto de farinha de bioflocos e levedura

As cepas da levedura S. cerevisiae (ATCC 9763) foram cedidas pela Fundagéo
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ. Apos ativagdo em caldo Yeast Peptone Dextrose -YPD (1%
de extrato de levedura, 1% de peptona e 2% de dextrose), as leveduras foram submetidas
ao processo de liofilizagdo (Alpha 2-4 LSC, Christ).

Os bioflocos foram coletados quando atingido um volume de 20 mL/L em
tanques de cultivo de L. vannamei produzidos no sistema BFT em fazenda de produgéo
comercial no litoral sul de Pernambuco, Brasil. O processamento para producdo da
farinha de biofloco foi realizado ap6s decantacdo dos mesmos, com posterior filtragem
em malhas com diferentes porosidades (250, 50 e 10um) e secos em estufa de
recirculacdo de ar forgado a 50°C, de acordo com Valle et al. (2015). A composicéao
nutricional do bioproduto e da farinha de peixe utilizados na producdo das ragdes
experimentais estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Andlise proximal, aminoacidos e acidos graxos dos principais ingredientes (g
kg-1)

Tratamentos
Amino&cidos essenciais BPO BP50 BP100
Arginina 25,9 24,1 22,3
Fenilalanina 14,8 14,7 15,4
Histidina 10,5 10,4 9,2
Isoleucina 16,3 14,3 14,4
Leucina 27,7 25,7 24,6
Lisina 27,2 24,6 20,2
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Metionina 8,9 7.1 53

Treonina 15,8 15,2 13,9
Valina 18,4 16,8 16
Aminoéacidos nao
essenciais
Acido aspartico 36,6 31,8 19,4
Acido glutamico 57,9 53,2 41,7
Alanina

24,3 22,8 22,3
Cistina

5,3 4,6 4,3
Glicina

36,1 32,2 28,6
Prolina

24,8 22,7 21,2
Serina

19 18 15,8
Tirosina

12,7 115 10,9
Acidos graxos
Gorduras saturadas

144 12,3 15,4
Gorduras insaturadas

66,7 48,1 46,3
Gord.monoinsaturadas

20,8 15,8 17,6
Gorduras polinsaturadas

45,9 32,3 28,7
Acido linoleico (18:2n-6)

22,8 18,4 20,6
Acido linolénico (18:3n-3)

4,9 3,2 2,3

ARA (20:4n-6)

1,4 1,2 1,4
EPA (20:5n-3)

52 3 1,3
DHA (22:6n-3)

9,6 54 2,3

2.2 Dietas formuladas com bioproduto em substituicio a farinha de peixe.

As racOes foram elaboradas para serem isoproteicas e isocaloricas apresentando
em sua composicdo 35% de proteina bruta de acordo com o recomendado para L.
vannamei (Smith et al., 1985; Li et al., 2017). Na formulacdo do bioproduto para cada
50g da farinha do biofloco foram acrescentados 5g de levedura liofilizada (9:1). Os niveis
de substituicdo da farinha de peixe pelo bioproduto na dieta experimental foram de
acordo com as seguintes porcentagens: 0%, 50% (150 g kg™) e 100% (300 g kg de

racao). A partir desses niveis de substituicdo foram elaboradas 3 dietas padrdo BPO, BP50
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e BP100, respectivamente. Estas dietas padrdo foram ofertadas durante todo o

experimento, no entanto, para as parcelas experimentais que foram desafiadas foi

adicionada o patégeno V. parahaemolyticus (VP). As racGes experimentais e suas

respectivas composicdes proximais estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2. Composi¢do de aminoacidos e &cidos graxos (g/Kg) das ragdes experimentais

para L. vannamei contendo o bioproduto de biofloco e levedura em substituicdo a farinha

de peixe.
INGREDIENTES (%) Tratamentos

BPO BP50 BP100
Farinha de peixe 400 200 0
Bioproduto 0 200 400
Farinha de visceras 70 100 150
Farinha de camaréo 40 50 60
Farelo de soja 90 170 215
Farelo de trigo 120 110 60
Farinha de trigo 200 100 60
Goma de mandioca 50 30 0
Gelatina 10 20 35
Oleo de peixe 10 10 10
Mix de vit. e minerais 10 10 10
Analise proximal
Proteina bruta 412,7 403,4 395,8
Extrato etéreo 81,1 60,4 61,7
Cinzas 81,6 136,7 190,1
Umidade 63,3 98 77,7
Carboidratos totais 424.6 399,5 464,8
Energia bruta (MJ/Kg) 14,78 16,42 15,61

29



86

87

88

89

90

91

92

93

04

95

96
97
98
99

100
101

102

103

104

105

106

107

2.3 Ativacéo da cepa de Vibrio parahaemolyticus para adi¢do na dieta

As cepas de VP (INCQS 00081) foram cedidas pela Fundagcdo Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil. Apos reativacdo em meio liquido Tryptic Soy Broth
(TSB - 1% NaCl) a cultura foi submetida a leitura em espectrofotdmetro de curva de
absorbancia de 630 nm de acordo com escala de Mcfarland (1974) e ajustada para uma
concentragdo correspondente a 107 UFC/mL. Em seguida, as dietas foram pulverizadas
com a cultura microbioldgica, com o auxilio de recipiente spray estéril. Logo apds, foram
incubados a 35 °C/24h e armazenadas em geladeira (4 °C), seguindo o método adaptado
por Del’Duca et al. (2013) para género Bacillus e obtendo as concentragdes finais
representadas na tabela 3.

Tabela 3. Abundancia de microrganismos total, levedura e Vibrio spp. em dietas
experimentais para camardes (10% células/g?), com e sem adicdo de Vibrio
parahaemolyticus. Representando ragdes contendo diferentes niveis de inclusdo de
bioproduto (BP).

Racao Total Levedura Vibrio spp. Vibrio spp.

(108 células/g™)

BPO 10,08 0,47 1,22 0,06
BP50 2,20 2,62 0,12 0,00
BP100 4,19 5,87 0,35 0,00

** BP0, BP50 e BP100 representam a porcentagem (0, 50 e 100%, respectivamente) do bioproduto em

substituicdo a farinha de peixe nas dietas

2.4 Delineamento experimental.

O tempo de exposicdo dos camardes as dietas padréo foi de 21 dias, e composto
por trés grupos com trés repeticdes cada, totalizando nove parcelas experimentais. Os
individuos foram mantidos em tanques de fibra de vidro com volume util de 300 litros
de 4gua marinha 30 g/L, interligados por um sistema de recirculacdo de 4gua contendo

filtro bioldgico, mecénico e aeracdo constante. Foram transferidos para estas parcelas 35
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animais na fase juvenil com peso médio de 7,27 + 0,14g. Os tratamentos testados foram:
BP0 = 0% (tratamento controle - sem bioproduto), BP50 e BP100, sendo 50% e 100%
de substituicdo pelo bioproduto, respectivamente.

Os individuos foram alimentados com a dieta padrdo considerando 8% da
biomassa animal, sendo ajustada semanalmente ap6s as biometrias. A dieta foi fornecida
a cada 8 horas, em bandejas de alimentacdo, de acordo com trés alimentacGes diarias de
Peixoto et al. (2018). Os parametros de qualidade de &gua (temperatura, salinidade,
oxigénio dissolvido e pH) foram mensurados diariamente utilizando um multiparametro
(YSI 556), sendo as concentragOes de amonia e nitrito mensuradas em espectrofotometro
(ALFAKIT — AT10P), de acordo com o recomendado para a espécie por Wasielesky et
al. (2006).

2.5 Desafio através de infeccdo por Vibrio parahaemolyticus.

Apo6s os 21 dias de dieta experimental, os camarfes foram transferidos para
tanques de polietileno com volume util de 50L e estocados com peso médio de 8,01 +
0,23 g. Estas unidades experimentais foram mantidas com aeracao constante e renovagéo
diaria de 80% da agua. Os animais de cada parcela expostos a dieta padrdo, foram
distribuidos em 18 unidades experimentais, e divididos em 16 juvenis por parcela, sendo
elas, tréplicas dos tratamentos a seguir: BPO CV, BP50 CV, BP100 CV, BP0 SV, BP50
SV e BP100 SV, logo BPO, BP50 e BP100 se refere ao nivel de substituicdo pelo
bioproduto e as representacdes CV e SV fazem referéncia as unidades com e sem Vibrio.

Os individuos foram alimentados com 5% da biomassa total dos camardes e a
dieta foi ofertada a cada oito horas (6, 14 e 22 horas), com duracao total de 48 horas. Para
0 inicio do desafio, os camardes das unidades experimentais que foram desafiados
receberam a dieta com adicdo de VP durante trés alimentacfes, em seguida esses animais

voltaram a receber a dieta padrdo (Figura 1). As parcelas que ndo foram submetidas a
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infeccdo, receberam a alimentacdo padrdo sem alteracOes, de acordo com seus
tratamentos.
2.6 Coletas de amostras para andlise de FISH

Dois camardes de cada tanque foram coletados aleatoriamente duas horas depois
de cada alimentagdo, e tiveram seus tratos gastrointestinais (TGI) removidos
assepticamente. Os individuos foram coletados durante os tempos TO, T1, T16, T32 e
T48, que estdo relacionados aos tempos: antes, inicio, 16, 32 e 48 horas de infec¢do
(Figura 1).

As coletas do conteudo fecal foram realizadas durante o tempo T16, T32 e T48

(Figura 1). A primeira amostragem do conteudo fecal foi realizada 16 horas apds o inicio
do desafio, e as coletas ocorreram duas horas apds as alimentacGes, para 0 manejo foi
utilizado pipeta Pasteur e recipiente limpos e desinfetados. Apds a coleta, todas as
amostras de contetdo fecal e TGI foram pesados em balanca analitica (0,00019) e fixadas

em paraformaldeido 2%.

1% coleta do TGI 32 coleta do TGl e 5 COIIe:a go :'Gl e 3
12 coleta de fezes 4 coletado TGl e  COl€la delezes
a
2 cole‘ia do TGl I 2% coleta de fezes T
T ™ T16 T32 T48
' T40
Alimentacao Alimentagdes com VP Alimentacbes sem VP
sem VP

Inicio do desafio.
Figura 1. Alimentacdo e tempo de coleta das amostras do trato gastrointestinal (TGI) nos tempos TO, T1,
T16, T32 e T48 e também do contelido fecal nos tempos T16, T32 e T48 (Circulos grandes), apenas as
alimentacfes nos tempos T8, T24 e T40 (Circulos pequenos). Circulos escuros com padrdo representam o
momento da insercdo de Vibrio parahaemolyticus (VP) na dieta.

2.7 Hibridizacé@o Fluorescente in situ (FISH)
2.7.1 Processamento e montagem das laminas
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Os tratos gastrointestinais (TGI) e o conteddo fecal foram maceradas e
acrescentadas 5 mL de &gua destilada ultrapura em cada amostra, as quais foram
ultrassonicadas trés vezes com duracdo e intervalos de 60 segundos cada (variacdo de
110,7 pm), utilizando processador ultrassonico (Vibra Cell VCX 130PB, Sonics &
Materialss, USA). Logo ap0s, as amostras foram centrifugadas a 500G durante cinco
minutos e o sobrenadante foi coletado e o conteddo remanescente lavado duas vezes
com 5 mL de &gua ultrapura para obtencdo dos microrganismos remanescentes do fundo
do decantado. Em seguida, as trés fragcOes dos sobrenadantes foram misturadas, agitadas
vigorosamente e armazenadas em tubos de 5 mL.

Os sobrenadantes foram diluidos na propor¢éo de 1/10, em seguida uma aliquota
(30 pL) de cada amostra foi colocada sobre a superficie de uma Iamina de vidro para
microscopia contendo areas circulares delimitadas por tinta hidrofébica e o contetdo foi
seco e fixado em estufa de secagem a 15min/48 °C.

2.7.2 Sondas de oligonucleotidios de RNAT.

As sondas utilizadas para as amostras de trato gastrointestinal e contetdo fecal
foram: NON (Controle) sonda ndo especifica, para avaliar a eficiéncia da hibridizac&o;
PF2, que tem como alvo uma regido do RNAr 18S de microrganismos pertencentes ao
Subfilo Saccharomycotina e VIB519a, complementar a regido 16S do RNAr e especifica
para o0 género Vibrio. As sondas foram marcadas na extremidade 5’ com o fluorocromo
Cy3 (Alpha DNA, Montreal, Canadd), e para uma concentracao final de 2,5 ng uL+ em
solucéo de hibridizagdo (Tabela 4).

Tabela 4. Sondas oligonucleotidicas de RNAr marcadas, controle negativo (NON),

levedura (PF2) e Vibrio spp. (VIB572a). Todas as sondas foram marcadas com

fluorocromo CY3.

Sonda Especificidade Sequéncia 5'-3" %FA*  Referéncia
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NON Controle negativo TAGTGACGCCGTCGA 30 Yokokawa e Nagata, 2005
PF2 Levedura CTCTGGCTTCACCCTATT 30 Kempf et al., 2000

Vib572a  Vibrio spp. ACCACCTGCATGCGCTT 40 Huggett et al.., 2008

* Porcentagem de formamida (FA) em tampéao de hibridacéo in situ.

2.7.3 Condicdes de hibridizagéo.

A hibridizacdo foi realizada segundo o protocolo FISH (Cottrell e Kirchman,
2003) com modificaces. As amostras que estavam dispostas sobre a lamina receberam
18 pL da solucdo de hibridizagdo (0,9 M de NaCL, 20 mM de Tris-HCI (pH 7,2), 5 mM
EDTA, 0,01% SDS ¢ formamida) com 2 pL da sonda (25 ng pL+), perfazendo assim
uma concentragio final da sonda de 2,5 ng pLl. Em seguida, as laminas foram
incubadas em camara de hibridizacdo com a solucdo de hibridizacdo e concentracdo de
formamida especifica para cada grupo de microrganismos a 42 °C/24h.

Apbs a hibridizacdo, as laminas foram retiradas da camara de hibridizacdo e
seguiram para estufa de secagem a 48 °C/1hora, logo apds a secagem foi adicionada a
solucéo de lavagem (NaCl de acordo com a sonda, 20 mM de Tris-HCI (ph 7.2), 10 mM
de EDTA, 0,01% SDS e formamida) e as laminas seguiram novamente para a secagem
em estufa a 48 °C/15 min. Em seguida, foram coradas com 2 pL de solu¢ao DAPI (4°,6’-
diamino-2-fenil-indol), secas a 48 °C/15min, adicionados glicerol + Phosphate Buffered

Saline (PBS) (7:4) e laminula, para auxiliar na visualiza¢do ao microscopio.
2.7.4 Observacgdo microscopica.

A visualizagdo das imagens foi realizada em microscopio de epifluorescéncia
BX60 (Olympus, Japan) equipado com filtro para visualizacdo do DAPI (U-2 A) e do
fluorocromo CY3 (C-FL CY3 HYQ). O microscopio utilizado foi equipado com camera

digital para captura das imagens, que foi realizada em trés campos aleatérios com
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aumento de 1000x. A contagem dos microrganismos foi realizada com o auxilio do
software Image Tool 3.0.
2.8 Andlise estatistica.

Os numeros de microrganismos total, Vibrio spp. e levedura presentes no trato
digestivo e contetdo fecal, foram submetidos uma anélise de variancia (ANOVA - one
way). Apos serem analisadas as premissas através do teste Kolmogorov-Smirnov e de
Bartlett, foi aplicado testes ndo-paramétricos para analise das medianas de acordo com

os testes de Fisher. O nivel de significancia foi estabelecido em P <0,05.

3. Resultados

Ao final dos 21 dias de experimento ndo foram observadas diferencgas
significativas na sobrevivéncia dos camardes, que apresentou um valor médio de (+DP)
de 97,14 + 1,94% para os tratamentos. Durante o periodo de desafio microbiano nao
houve mortalidade dos camardes.

A abundancia microbiana total no trato gastrointestinal (TGI) de L. vannamei que
foram desafiados durante as 48 horas, variou de um ndmero minimo de 7,29 x 108
células/g™® a um nlimero maximo de 102,37 x 108 células/g™. Foi observado para todos
os tratamentos uma diminuicdo do numero de microrganismos ao longo do tempo
(Tabela 5).

O numero de levedura no TGI do L. vannamei desafiados com VP, mostrou que
ao longo do tempo, todos os tratamentos possuem valores superiores no tempo T0. Bem
como, foi observado um valor significativamente superior de leveduras no tratamento
BP100 CV nos tempos T1 e T48 (Tabela 5).

As médias da concentracdo de Vibrio spp. no TGl dos camardes desafiados,

mostraram uma diminui¢cdo da concentragcdo ao longo do tempo para todas as dietas.
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Porém, nos tempos TO, T16 e T32 foi observado valores significativamente superiores
de Vibrio spp. para o tratamento BP100 CV em relacdo as demais dietas. O tratamento
BP50 CV mostrou valores inferiores relacionados as outras dietas no tempo T48 (Tabela
5).

A abundancia microbiana total no TGI dos camarfes que nédo receberam a dieta
contendo VP, variou de um nimero minimo de 1,48 x 108 células/g™? a um nimero
maximo de 73,33 x 10® células/g™. Foi observada uma diminuicdo na concentracio de
microrganismos para todos os tratamentos (Tabela 6).

Foi observado nos tratamentos ndo desafiados BP50 SV e BP100 SV, ao longo
do tempo, uma diminui¢do no numero de leveduras encontradas no TGI dos camardes
que ndo foram infectados. Entre os tratamentos nos tempos T16 e T48 os valores da
levedura no TGI foram significativamente superiores na dieta BPO SV, diferentemente
do tempo T32 que mostrou valor significativamente superior para a dieta BP100 SV
(Tabela 6).

O ndmero de Vibrio spp. no TGI dos L. vannamei que ndo foram infectados,
mostrou que ao longo do tempo, os valores de todos os tratamentos foram
significativamente superiores no tempo TO. Entre os tratamentos, foi observado que a
dieta BP100 SV nos tempos TO, T32 e T48 mostrou valores significativamente

superiores de Vibrio spp. em relagcdo aos demais tratamentos (Tabela 6).
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Tabela 5. Médias (+DP) da abundancia de microrganismos total, levedura e Vibrio spp. no trato digestorio de L. vannamei, alimentados a cada
16 horas (108 cél/g) com dietas experimentais contendo diferentes niveis de inclusio de bioproduto (BP), ao longo de 48 horas, ap6s desafio

microbiano por Vibrio parahaemolyticus nos tempos T1 a T16.

Dietas Antes da adicao de Vibrio Durante a adi¢éo de Vibrio Depois da adigéo de Vibrio
Total TO T1 T16 T32 T48

BP0 CV 58,18 + 21,42 A% 66,31 + 18,70 A2 34,79+ 1,73 A 7,29 +4,27 ¢ 15,77 + 3,48 ABbe
BP50 CV 43,90 + 33,04 A% 102,87 £ 97,32 42 15,19 + 3,53 B 10,24 + 0,54 A 11,98 + 3,40 BP
BP100 CV 48,85 + 18,21 A 34,66 + 11,72 A% 17,19 + 0,18 B 8,76 + 2,83 ¢ 22,48 + 5,61 A°
Levedura T0 Tl T16 T32 T48

BPO CV 2,01 + 1,057 0,17 + 0,09 Bb 0,42 +0,38 A 0,22 +0,12 A 0,42 +0,22 BP
BP50 CV 5,56 + 4,34 A2 0,29+ 11680 0,43 £ 0,25 A 0,47 0,07 A° 0,24 +0,17 B°
BP100 CV 4,32+ 0,417 1,15 +0,40 A 1,51 +0,88 40 0,45 + 0,20 A 1,17 +0,16 A°
Vibrio TO T1 T16 T32 T48

BPO CV 1,97 £ 0,48 A% 321+1,38% 1,57 0,76 B° 0,00 B¢ 0,10 + 0,02 A°
BP50 CV 4,47 +0,81 B2 1,36 + 0,83 ABP 1,21 +0,22 B 0,31 +0,165¢ 0,00 Bd
BP100 CV 6,37 + 0,34 € 0,68 + 0,45 Bed 414 £1,39 7 1,85+ 1,04 A 0,12 + 0,05 A¢

244
245
246
247

* Letras maiGsculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas entre as dietas no mesmo tempo para abundancia total, de levedura e Vibrio spp.,
enquanto que letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa para uma mesma dieta ao longo do tempo (P<0,05).

** BP0, BP50 e BP100 representam a porcentagem (0, 50 e 100%, respectivamente) do bioproduto em substituicdo a farinha de peixe nas dietas.
*** CV representa as parcelas com adigéo de Vibrio.
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Tabela 6. Médias (+DP) da abundancia de microrganismos total, levedura e Vibrio spp. no trato digestorio de L. vannamei, alimentados a cada
16 horas (10® cél/g) com dietas experimentais contendo diferentes niveis de inclusdo de bioproduto (BP), ao longo de 48 horas, sem o desafio
por Vibrio parahaemolyticus.

Dietas Sem desafio por Vibrio

Total TO T1 T16 T32 T48

BPO SV 58,18 + 21,42 % 12,56 + 3,60 Abc 35,05 + 1,06 B 17,59 + 0,66 A° 4,06 + 3,64 Abx
BP50 SV 43,90 + 33,04 A2 19,88 + 7,72 Ab° 63,94 + 5,93 A 21,73 +10,654° 4,66 1,124
BP100 SV 48,85 + 18,21 A2 22,20 + 18,36 A% 23,72 + 2,39 Bab 21,22 £9,21 40 8,99 + 2,44 AP
Levedura T0 Tl T16 T32 T48

BP0 SV 2,01 + 1,054 1,53 +0,714° 4,21+1,324 0,04 + 0,00 BP 2,40 + 1,91 A%
BP50 SV 5,56 + 4,34 A2 1,09 + 0,70 A° 1,52 +0,80 B° 0,00 < 0,00 Bb
BP100 SV 432 +0,41%2 0,28 + 0,08 A° 1,68 +0,88 B 0,45 0,02 A° 0,00 Be
Vibrio TO T1 T16 T32 T48

BPO SV 1,97 +0,48 < 0,43 +0,27 A 0,27 + 0,04 A 0,43 + 0,00 Bb 0,46 + 0,12 Bb
BP50 SV 4,47 +0,81 B2 0,53 +0,20 AP 0,11 +0,03 A 0,18 + 0,09 &P 0,60 + 0,05 BP
BP100 SV 6,37 + 0,34 A2 0,50 + 0,25 A° 0,26 + 0,00 A¢ 2,22+ 0,25 A 1,03 £ 0,274

* Letras maitsculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas entre as dietas no mesmo tempo para abundancia total, de levedura e Vibrio spp.,
enquanto que letras minasculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa para uma mesma dieta ao longo do tempo (P<0,05).

** BP0, BP50 e BP100 representam a porcentagem (0, 50 e 100%, respectivamente) do bioproduto em substituicdo a farinha de peixe nas dietas.

*** SV representa as parcelas sem adi¢éo de Vibrio
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A abundéancia microbiana total no contetdo fecal do L. vannamei desafiados por
VP, variou de um nimero minimo de 151,61 x 108 células/g™ a um nimero maximo de
2696,67 x 10® células/g™. O tratamento BP50 CV néo diferiu estatisticamente ao longo
do tempo e 0 BPO CV e BP100 CV mostraram uma diminui¢do no tempo T48 (Tabela
7).

Foi observado uma diminuigdo do nimero de leveduras no contetdo fecal do L.
vannamei ao longo do tempo para os tratamentos BPO CV e BP100 CV. O BP50 CV
ndo diferiu estatisticamente (Tabela 7).

Os valores estimados de Vibrio spp. nas fezes dos camarfes submetidos a
infeccdo por VP, néo diferiram estatisticamente ao longo do tempo para as diferentes
dietas experimentais, exceto para o tratamento BP50 CV, que mostrou valor
significativamente inferior no tempo T48. No entanto, entre os tratamentos, ndo foram
observadas diferengas significativas nos diferentes tempos (Tabela 7).

A abundancia microbiana total no conteudo fecal do L. vannamei que ndo foi
infectado por VP, variou de um nimero minimo de 113,66 x 10® células/g® a um
nimero méaximo de 3575,56 x 108 células/g™. Foi observado uma diminuicdo do nimero
de microrganismos total, ao longo do tempo, para o tratamento BP50 CV. Os BPO CV e
BP100 CV ndo mostraram diferencas estatisticas (Tabela 8).

O nlmero de leveduras presentes nas fezes do camardo ndo diferiu
estatisticamente nos tratamentos, exceto para BPO SV no tempo T48, que mostrou valor
significativamente inferior (Tabela 8).

Os valores estimados de Vibrio spp. no contetudo fecal do L. vannamei né&o
diferiram estatisticamente ao longo do tempo para o tratamento BPO SV, porém os
BP50 SV e BP100 SV mostraram uma diminuicgéo significativa no tempo T48 (Tabela

8).
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281  Tabela 7. Médias (+DP) da abundancia de microrganismos total, levedura e Vibrio spp. no conteddo fecal de L. vannamei, alimentados a cada 16
282  horas (108 cél/g) com dietas experimentais contendo diferentes niveis de inclusdo de bioproduto (BP), ao longo de 48 horas, com indugéo de
283  desafio microbiano por Vibrio parahaemolyticus nos tempos T1 a T16.

Dietas Durante a adi¢do de Vibrio Depois da adigéo de Vibrio
Total T1 T16 T32 T48
BPO CV NC 530,20 + 337,164 2696,67 + 2390,02 A 151,61 + 39,94 B®
BP50 CV NC 951,09 + 755,78 A 1600,56 + 565,71 A 253,23+ 56,04 A2
BP100 CV NC 364,26 + 250,41 A% 1158,33 + 747,68 A2 178,24 + 20,75 ABP
Levedura T1 T16 T32 T48
BPO CV NC 163,02 + 67,95 A2 120,66 + 100,82 A% 30,83 + 22,93 A
BP50 CV NC 120,66 + 100,82 A2 435,00 + 375,13 A 10,99 + 5,25 A
BP100 CV NC 145,55 + 77,88 A% 198,33 + 115,49 A 17,87 £ 4,254
Vibrio T1 T16 T32 T48
BPO CV NC 373,33 + 246,94 A2 144,77 + 25,60 A2 33,67 +6,33/
BP50 CV NC 237018 + 28,28 A2 260,00 + 28,2842 23,39 + 18,77 A°
BP100 CV NC 180,89 + 89,88 A2 204,17 + 128,46 "2 21,50 + 12,03 A
284  * Letras mailsculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas entre as dietas no mesmo tempo para abundancia total, de levedura e Vibrio spp.,
285  enquanto que letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa para uma mesma dieta ao longo do tempo (P<0,05).
286  ** NC = ndo coletado no tempo 2h.
287  ***BPQ, BP50 e BP100 representam a porcentagem (0, 50 e 100%, respectivamente) do bioproduto em substituicdo a farinha de peixe nas dietas.
288  **** CV representa as parcelas com adicio de Vibrio.
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289  Tabela 8. Médias (+DP) da abundancia de microrganismos total, levedura e Vibrio spp. no conteddo fecal de L. vannamei, alimentados a cada 16
290  horas (108 cél/g) com dietas experimentais contendo diferentes niveis de inclusdo de bioproduto (BP), ao longo de 48 horas, com indugéo de
291  desafio microbiano por Vibrio parahaemolyticus nos tempos 1h a 16h.

292
293
294
295
296

Dietas Sem desafio Sem desafio

Total 2 h 18 h 34 h 50 h

BPO SV NC 911,43 + 144,12B2 3105,00 + 2331,10 A2 352,70 + 256,52 A2
BP50 SV NC 3575,56 + 34,37 A 1473,49 + 604,04 A° 299,89 + 119,18 A°
BP100 SV NC 113,66 + 29,89 B2 560,08 + 422,14 A2 313,96 + 109,554
Levedura 2h 18 h 34h 50 h

BPO SV NC 107,68 + 45,70 B 402,22 + 230,03 A 68,97 + 39,69 A°
BP50 SV NC 203,33 + 9,43 A3 106,96 + 43,79 A2 113,94 + 46,08 A
BP100 SV NC 17,23 + 12,00 B2 34,36 + 32,2242 81,50 + 37,55 A4
Vibrio 2h 18 h 34 h 50 h

BPO SV NC 229,83 + 84,61 A 420,00 + 367,70 A 49,31 + 32,91 42
BP50 SV NC 201,67 + 2,36 ABa 515,24 + 268,414 33,60 + 22,62 A°
BP100 SV NC 92,08 + 25,69 B2 73,16 + 0,00 A% 18,21 + 7,48 A0

* Letras maiusculas diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas entre as dietas no mesmo tempo para abundancia total, de levedura e Vibrio spp.,
enquanto que letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa para uma mesma dieta ao longo do tempo (P<0,05).

** NC = ndo coletado no tempo 2h.

*** BP0, BP50 e BP100 representam a porcentagem (0, 50 e 100%, respectivamente) do bioproduto em substitui¢éo a farinha de peixe nas dietas.

**** SV representa as parcelas sem adicédo de Vibrio.
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4. Discusséo

A infeccdo bacteriana via oral é a melhor maneira de simular rotas naturais de
infeccdo e investigar as interacfes entre hospedeiro/bactéria que ocorrem no trato
digestivo, podendo conduzir a novas estratégias para a prevencdo ou controle de
infeccbes em camardes peneideos (Soonthornchai et al., 2015). Neste estudo, foi
utilizada a infeccdo oral como estratégia para induzir os camardes ao desafio, uma vez
que, o desequilibrio da diversidade microbiana, pode resultar no aumento do nimero de
grupos microbianos funcionalmente especificos (Atlas et al., 1991; Sung et al., 2001).

O método de FISH, utilizado no trabalho atual possui base na biologia molecular
e vem sendo utilizado para deteccdo de diversos microrganismos em camardes, pois é
considerado mais preciso e confidvel do que técnicas convencionais de contagem em
placas (Garcia e Olmos, 2007; Hostins et al., 2017).

A abundancia de microrganismos total encontrada no TGI dos individuos
infectados (7,29 a 102,87 x 10® células/g?) e ndo infectados (4,06 a 63,94 x 10°
células/g™), foram superiores aos estudos reportados por autores que avaliaram o L.
vannamei. Em estudos de analise em placa, valores de abundéncia observada no
intestino (0,7 a 6320 x 10° UFC/gt) e hepatopancreas (0,5 a 870 x 10° UFC/g?t) de
juvenis de L. vannamei, submetidos a uma dieta controle, uma com adi¢do do Bacillus
subtilis e outra com Shewanella algae, evidenciaram resultados inferiores aos
apresentados neste estudo (Interaminense et al., 2018). Trabalhos que utilizam técnicas
baseadas em biologia molecular, como a FISH, podem detectar microrganismos viaveis
e ndo viaveis, no entanto a contagem em placas s6 determina o numero de celulas
viaveis. Diante do exposto, os valores superiores do trabalho atual podem refletir na

detecgéo de celulas ndo viaveis, que ndo séo identificadas em contagens em placas.
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Hostins et al. (2017), determinou que a abundancia microbiana em pds-larvas
cultivadas em &gua clara e alimentados por 45 dias com dieta comercial controle e com
adicdo de probidtico comercial (Bacillus subtilis-complex e Bacillus licheniformes), foi
estimada em 1,53 x 108 células/g-1, utilizando a mesma metodologia deste estudo. Ja
Garcia e Olmos (2007), ao analisar os estagios de nauplios, zoea, misis e pos-larvas
desta mesma espécie, utilizando a mesma técnica, observou que os valores aumentam de
acordo com a maturidade dos individuos e suas médias foram de um valor minimo de
4,3 x 10" e maximo de 1,0 x 108 células/ml (Garcia e Olmos, 2007). Xiong et al. (2017),
relatam que ao longo das fases de vida ocorrem variagdes na diversidade da microbiota
intestinal do L. vannamei e indica uma imaturidade da microbiota em individuos jovens,
fato que pode explicar os valores mais elevados de abundancia no presente estudo com
juvenis da espécie.

A abundancia microbiana total das fezes de juvenis de L. vannamei, apresentou
entre 0,6 e 6,6 x 10° células/g™* através da técnica de FISH para animais cultivados em
sistema de recirculacdo de dgua empregada por Beardsley et al. (2011). No presente
estudo, a média de abundancia microbiana total das fezes para as trés dietas nos tempos
T48 (322,19 x 108 células/g™) corrobora com os valores indicados acima. Mesmo com o
conteldo microbiano adicional na dieta do trabalho atual, ndo houve diferenca aumento
no conteudo microbiano fecal, comparado com o estudo mencionado acima. A maioria
das publicacgdes utiliza contagem em placa, que torna dificil as comparacdes diretas.

O uso de leveduras em dietas experimentais de camardes peneideos, como a S.
cerevisiae pode promover resisténcia a infeccbes causadas por Vibrio spp. Esta
afirmacdo foi comprovada em testes de desafio, avaliados por sobrevivéncia final
(Burgents et al., 2004; Flores-Miranda et al., 2011; Subramanian et al., 2014), analise da

hemolinfa por contagem em placa (Scholz et al., 1999) e teste in vitro (Pinoargote e

43



346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

Ravishankar, 2018). Componentes das leveduras, como p-glucanos e
Mananoligossacarideos, também podem atuar isoladamente contra infec¢des por Vibrio
spp. em peneideos (Chang et al., 2011; Rungrassamee et al., 2014; Sarita, 2000).

O uso da levedura integra em dietas para camardes tem resultado em melhor
resisténcia a infeccbes do que quando usados seus componentes isolados. De acordo
com Sajeevan et al. (2009), a levedura integra adicionada a alimentagdo de juvenis de
Fenneropenaeus indicus, frente a 10 dias de infeccdo pelo Virus da Mancha Branca
(WSSV), apontou resultados mais satisfatorios de sobrevivéncia (64 + 5,3%) do que 0s
glucanos aplicados isoladamente (36 *+ 4%). Ja Scholz et al. (1999), ao avaliar dietas
para juvenis de L. vannamei contendo S. cerevisiae integra e glucano, observou que
apos 55 dias de cultivo e também apds 27 horas de desafio via inje¢do por V. harveyi, a
maior sobrevivéncia foram relacionadas aos camarfes alimentados com levedura
integra. A levedura integra utilizada neste estudo, ndo influenciou na sobrevivéncia dos
camardes, isto pode estar associado ao tempo de exposicdo dos animais ao patdgeno,
bem como ao método menos invasivo de infeccéo utilizado no experimento atual.

Neste estudo, todos os tratamentos BP0, BP50 e BP100 com e sem adi¢éo de VP
mostraram diminui¢do natural na abundancia de Vibrio spp. ao longo do tempo no TGI.
Diante do exposto, as dietas formuladas com o bioproduto ndo interviram diretamente na
diminuicdo de Vibrio spp. da microbiota dos animais, porém, os tratamentos
experimentais também n&o influenciaram negativamente no conteudo de Vibrionaceae
do TGI dos camardes. Os niveis indicados pelo estudo de digestibilidade de Valle et al
(2018) ¢ de até 50% de substituicdo, ainda indicando que o uso do bioproduto nos niveis
adequados pode beneficiar nutricionalmente o hospedeiro, sem perdas no equilibrio

microbiano dos individuos.
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As espécies de Vibrio spp. podem sobreviver e reproduzir dentro do trato
digestivo de crustaceos (Hoffman e Decho, 2000). No TGl do L. vannamei, as
abundancias de Vibrio spp. (1,97 a 6,37 x 108 células/g-!) observadas neste trabalho
antes do desafio, mostram valores médios de conteudo microbiano um pouco maiores
que o determinado por Hostins et al. (2017), 0,27 + 0,04 x 108 células/g-1, que analisou
0 conteldo intestinal pds-larvas utilizando a técnica de FISH. Porém, as variagdes
ocorreram naturalmente ao longo das 48 horas do estudo, com resultados mais proximos
e mais baixos que o estabelecido pelo estudo anterior.

Os Vibrio spp. pertencentes a classe Gammaproteobacteria, possuem dominancia
sobre outros microrganismos da mesma classe, estudos que utilizam técnicas de biologia
molecular demonstram a predominancia desse género no TGI de camardes adultos
(Cornejo-Granados et al., 2017; Liu et al., 2011; Mongkol et al., 2018) e no conteido
fecal de juvenis (Beardsley et al., 2011). A maturidade microbiana do intestino de
camardes € estabelecida de acordo com a idade e estado de satde do individuo, uma vez
que variacdes observadas em juvenis podem ser consideradas naturais do seu estagio de
vida.

Os resultados encontrados no estudo atual em animais alimentados com o
patégeno ou ndo, mostraram que a infeccdo ndo afetou a sobrevivéncia ou aumentou a
concentracdo de Vibrio spp. no TGI durante as 48 horas, indicando que a saude dos
animais nao foi comprometida, mesmo diante do desafio por VP. Segundo estudo de
Soonthornchai et al. (2015), uma cepa de V. parahaemolyticus, isolada de P. monodon
doente, aderiu e replicou no estbmago e intestino de camardes da mesma especie apos 6
horas de infeccdo, em seguida causou sérias lesdes teciduais ao fim de 24 horas de

colonizagdo. Porém a cepa utilizada neste estudo ndo causou mortalidade aos animais.
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5. Concluséo

Os resultados deste estudo indicam que o0s percentuais de substituicdo da farinha
de peixe pelo bioproduto, apesar de demonstrar bons niveis de digestibilidade em outros
estudos abordados neste trabalho, ndo apresentaram diferencas da dieta controle. Todos
0s tratamentos experimentais diminuiram gradativamente a concentragdo de Vibrio spp.
no TGI dos juvenis de L. vannamei, durante as 48 horas de infecgéo.

Com base no que foi apresentado, mesmo ndo atuando na diminui¢do do Vibrio
spp., 0 bioproduto é um ingrediente de baixo custo para a producdo, nutricionalmente
adequado para o L. vannamei e ambientalmente responsavel, no entanto sdo necessarios
mais estudos no ambito imunolégico e com proporcdes diferentes do bioproduto para

melhor entendimento dos seus efeitos nos camardes.
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