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RESUMO

Diversos agentes patogénicos dificutam o desenvolvimento da
carcinicultura, destacando-se os virus e as bactérias. O objetivo do presente estudo
foi avaliar os efeitos dos fermentados no desempenho zootécnico (sobrevivéncia,
ganho de peso e FCA) dos camarbes; avaliar os efeitos dos fermentados com
probidtico sobre os parametros fisico-quimicos da agua de cultivo; e analisar o
crescimento de bactérias dos géneros Bacillus, Lactobacillus, Vibrio e de leveduras.
O estudo consistiu na avaliacdo de quatro misturas fermentadas probidticas: BM
(probioticos), FA (farelo de arroz e probiodticos), FM (melago de cana-de-agucar e
probioticos) e FMA (farelo de arroz, melago de cana-de-agucar e probidticos), além de
um controle, CTL (melagco de cana-de-agucar). As misturas foram aplicadas
diariamente na agua de cultivo dos camardes durante um periodo continuo de 65 dias.
Os camardes foram estocados na densidade de 117 animais/m? em 40 tanques
circulares com 1 m*® de volume. Na despesca, determinou-se a sobrevivéncia final (%),
crescimento (g/semana), ganho de biomassa (g), ganho de produtividade (g/m?) e
fator de conversao alimentar (FCA). Os camardes alcangaram uma sobrevivéncia final
de 46,1+ 8,8; 62,8 + 16,4; 65,7 £ 19,7; 88,3 + 8,0 € 49,8 + 8,8 g/m? para os tratamentos
CTL, BM, FA, FM e FMA, respectivamente. A produtividade foi de 515 g/m? para o
tratamento FM e de 291, 382, 356 e 356 g/m? para os tratamentos CTL, BM, FAe FMA
respectivamente. Os valores de Vibrio spp. foram quantificados e os resultados foram
de 3,21x103£1,23x103; 5,52x103+1,10x103; 3,24x103+1,99x103; 2,46x103£1,15x10% e
2,60x103+1,27x103 para os tratamentos CTL, BM, FA, FM e FMA, respectivamente. A
carga viral de IMNV também foi quantificada obtendo os resultados de 15.480,67 +
508,13; 19.838 + 214,11; 16.614 + 747,81; 9.240 + 699 e 10.996,67 + 924,18 cdpias
virais/ug de RNA para os tratamentos CTL, BM, FA, FM e FMA, respectivamente. O
tratamento FM apresentou as menores cargas de Vibrio spp. € IMNV, o que pode ter
promovido as melhores sobrevivéncias. Dessa maneira, € possivel concluir que o
fermentado de melago e probidticos (FM) consegue trazer resultados satisfatérios
para a sobrevivéncia e a produtividade no cultivo do P. vannamei, mesmo sob a

condigao de coinfecgao com Vibrio spp. € IMNV.

Palavras-chave: carcinicultura; enfermidades; simbidticos; desempenho zootécnico.



ABSTRACT

Several pathogenic agents hinder the development of shrimp farming, with
viruses and bacteria being the most prominent. The objective of this study was to
evaluate the effects of fermented products on zootechnical performance (survival,
weight gain, and FCR) of shrimp; to assess the effects of fermented products with
probiotics on the physical-chemical parameters of the culture water; and to analyze the
growth of bacteria from the genera Bacillus, Lactobacillus, Vibrio, and yeasts. The
study involved the evaluation of four probiotic fermented mixtures: BM (probiotics), FA
(rice bran and probiotics), FM (sugarcane molasses and probiotics), and FMA (rice
bran, sugarcane molasses, and probiotics), in addition to a control, CTL (sugarcane
molasses). The mixtures were applied daily to the shrimp culture water over a
continuous period of 65 days. Shrimp were stocked at a density of 117 animals/m? in
40 circular tanks with a volume of 1 m3. At harvest, final survival (%), growth (g/week),
biomass gain (g), productivity gain (g/m?), and feed conversion ratio (FCR) were
determined. Shrimp reached a final survival of 46.1 + 8.8; 62.8 + 16.4; 65.7 + 19.7;
88.3 + 8.0, and 49.8 + 8.8 g/m? for the CTL, BM, FA, FM, and FMA treatments,
respectively. Productivity was 515 g/m? for the FM treatment and 291, 382, 356, and
356 g/m? for the CTL, BM, FA, and FMA treatments, respectively. Vibrio spp. counts
were quantified, with results of 3.21x103£1.23x103%  5.52x103t1.10x103;
3.24x103£1.99x103; 2.46x103+£1.15x103, and 2.60x103+1.27x103 for the CTL, BM, FA,
FM, and FMA treatments, respectively. The viral load of IMNV was also quantified,
yielding results of 15,480.67 + 508.13; 19,838 £ 214.11; 16,614 + 747.81; 9,240 + 699,
and 10,996.67 + 924.18 viral copies/pg of RNA for the CTL, BM, FA, FM, and FMA
treatments, respectively. The FM treatment showed the lowest loads of Vibrio spp. and
IMNV, which may have promoted the highest survival rates. Thus, it can be concluded
that the fermented molasses and probiotics (FM) yield satisfactory results for the
survival and productivity of P. vannamei culture, even under co-infection with Vibrio
spp. and IMNV.

Keywords: shrimp farming; diseases; symbiotic; zootechnical performance.
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1 INTRODUGAO

A carcinicultura marinha € uma das atividades que mais vem se
desenvolvendo nos ultimos anos no mundo inteiro, sendo a espécie de camarao
marinho Penaeus vannamei a maior responsavel pelo crescimento da producéo,
correspondendo sozinha a mais de 50% de todos os crustaceos produzidos no mundo,
além disso acumula um crescimento na produgao acima de 100% quando se compara
os dados de 2010 até os dias atuais (FAO, 2024a). No Brasil, esse aumento em nivel
global é refletido quando analisamos os dados atuais da produgéo nacional, com uma
marca de 113.300 toneladas em 2022 dobrando os numeros alcangcados em 2016
(FAO, 2024a).

Todo esse crescimento da carcinicultura marinha se deve a maior
intensificagdo nas praticas de manejo. A intensificacdo é necessaria para continuar a
aumentar os niveis de producdo ano apds ano, € uma das consequéncias desse
processo foi 0 aumento do numero de surtos de doengas (DAWOOD, 2018). Além
disso, diversos foram os desafios que surgiram com a necessaria intensificagdo da
carcinicultura marinha, sendo um dos mais importantes entraves as grandes
mortalidades registradas em fazendas de produ¢do no mundo inteiro (LIGHTNER,
2011).

A principal caracteristica quando se fala em intensificacdo se refere ao
maior adensamento de animais em uma determinada area, e toda essa nova interagao
de maior disputa por recursos no ambiente associada a fatores estressantes gerados
por perturbacdes ambientais podem deixar os animais suscetiveis a enfermidades,
principalmente, as doengas de origem viral como IMNV, IHHNV e WSSV (LIGHTNER,
2011). Porém nao sao somente doengas virais que trazem mortalidades na producéo,
as bactérias oportunistas também s&o, até os dias atuais, responsaveis por altos
indices de mortalidade no cultivo do Penaeus vannamei, destacando-se as bactérias
do género Vibrio (PASHARAWIPAS et al., 2005).

Nesse contexto, surgiram diferentes estratégias para combater as
enfermidades enfrentadas na producdo animal, e uma das estratégias que mais
ganhou atengdo e que hoje possui um consumo ativo pelo mercado foram os
probidticos (RAMIREZ, 2013). Probiéticos sdo definidos como microrganismos vivos
que tém um efeito benéfico sobre o hospedeiro, modificando a microbiota associada
ao hospedeiro ou ambiente, sendo capaz de otimizar a absor¢do dos alimentos ou
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aumentar o seu valor nutricional, maximizar a resposta do hospedeiro em relagao as
doencas e ainda, € capaz de melhorar a qualidade do ambiente de cultivo
(VERSCHUERE et al., 2000).

A escolha da fonte de carbono utilizada em conjunto com os probidticos &
de suma importancia para um melhor resultado no fermentado, essa mistura entre
probidticos e carbonos também pode ser conhecida no mercado como simbidtico.
Uma das fontes de carbono mais utilizadas € o melagco de cana de acucar, um
subproduto do processo de refinamento do agucar, sendo composto principalmente
por carboidratos mais simples como sacarose. Por mais que seja uma fonte de
carbono muito relevante, o seu preco é elevado, o que pode dificultar o seu uso
constante. Outra fonte de carbono importante € o farelo de arroz, um subproduto das
industrias de processamento de arroz, sendo considerado um carboidrato complexo
(L1Z, 2022).

Sabe-se que diversos sado os efeitos benéficos dos probidticos, sendo a
modulacdo do sistema imune um dos efeitos mais importantes da utilizacdo dos
probidticos (SOUZA, 2011). O uso de probidticos para auxiliar na saude animal ja esta
difundido no mundo inteiro (SANTOS-JUNIOR et al., 2016). No entanto, até onde
sabemos, sdo escassas as informacdes sobre a influéncia das fontes de carbono na
qualidade final do fermentado.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar o uso de
diferentes fontes de carbono fermentadas com probidéticos no cultivo de juvenis de P.
vannamei infectados com o virus da IMNV. Especificamente, avaliar os efeitos dos
fermentados no desempenho zootécnico (sobrevivéncia, ganho de peso e FCA) dos
camardes; avaliar os efeitos dos fermentados sobre os parametros fisico-quimicos da
agua de cultivo e quantificar a carga de bactérias heterotroficas totais, Lactobacillus

spp., Vibrio spp. e leveduras.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aquicultura

Sabe-se que hoje a produgao de pescado decorrente da pesca extrativa
chegou ao seu limite, para suprir isso o cultivo de organismos aquaticos em ambientes
controlados se desenvolveu ano apos ano, sendo a aquicultura hoje um dos setores
de maior produgao de proteina animal e com a maior taxa de crescimento no mundo
(BUTT, 2021).

Devido ao aumento da procura de alimentos de origem aquatica, a
aquicultura emergiu e atingiu niveis de produgcdo consideravelmente altos,
principalmente, por prover uma fonte de proteina de altissima qualidade nutricional,
cultivar o pescado ao invés de fazer a captura no ambiente natural vem ajudando a
atender ndo sé a demanda crescente por pescado como também a nao esgotar todos
os recursos pesqueiros (NADARAJAH; FLAATEN, 2017).

No Brasil, a aquicultura teve inicio no século XVII, pela ocupacgao dos
holandeses no nordeste brasileiro, somente chegando a um nivel profissional na
década de 1970, portanto, a aquicultura industrial € uma atividade relativamente jovem
no Brasil, com cerca de meio século de existéncia, sendo a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e o camarao branco do Pacifico (Penaeus vannamei) os
pescados mais produzidos no pais (VALENTI et al., 2021).

Diante desse cenario de atraso na expansao da aquicultura brasileira, vale
lembrar que a pesca de captura sempre foi a lider de producido de pescado, e até
2022 ainda se configura como o meio principal de oferta de pescados, porém nesse
mesmo ano a aquicultura obteve numeros bem expressivos, ficando bem préximo de

alcangar os numeros de produgao da pesca (Grafico 01).
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Grafico 01 - Produgao de Organismos Aquaticos no Brasil pela Pesca e Aquicultura na ultima década.
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Fonte: FishStatJ (2024), adaptado pelo autor.

Em relagdo a produgcdo geral de pescado, essa avaliagdo recente
identificou que a produgao brasileira se aproxima de 1,5 milhdes de toneladas,
convergindo com os dados obtidos a nivel mundial de que os niveis de producéao pela

Aquicultura e pela Pesca de Captura estdo muito proximos (Grafico 02).

Grafico 02 - Producgéo de Organismos Aquaticos no mundo pela Pesca e Aquicultura entre 2012 a 2022.
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Devido a contribuicdo do setor aquicola a nivel mundial para a seguranga
alimentar, é de crucial importancia que o desenvolvimento da aquicultura ocorra de
forma sustentavel, s6 assim a aquicultura conseguira satisfazer a procura futura por
pescado de uma populagao mundial de 9,6 bilhdes de pessoas estimada até 2050
(NADARAJAH; FLAATEN, 2017).

2.1.1 Penaeus vannamei no Brasil e no Mundo

O camarado marinho Penaeus vannamei € uma das espécies de maior
sucesso na revolugao azul, correspondendo a uma produgao global de 6,8 milhdes de
toneladas, cerca de 7,2% de toda produgao de crustaceos, moluscos e peixes (FAO,
2024Db).

Segundo Boone (1931), a taxonomia deste crustaceo € a seguinte:

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Subfilo: Crustacea
Classe: Malacostraca
Ordem: Decapoda

Subordem: Dendrobranchiata

Familia: Penaeidae

Género: Penaeus

Espécie: P. vannamei

A demanda mundial por camardes € grande, devido a isso uma
carcinicultura firme que preze pela sustentabilidade é a unica forma de continuar
expandindo a producdo (SUMON et al., 2022). O cultivo de camardes proporciona
emprego a centenas de milhares de trabalhadores qualificados e ndo qualificados em
varios paises do mundo, além disso, fornece proteinas valiosas com um 6timo perfil
de gorduras insaturadas para a populagao (NAYLOR et al., 2021; PATIL et al., 2021).

Uma das criacbes de sucesso no passado foi o cultivo do Penaeus
monodon, que muito sofreu com as perdas causadas pelo Virus da Sindrome da
Mancha Branca (WSSV), a Sindrome de Loose Shell (LSS) e a sindrome do
crescimento lento de Monodon (MSGS), atualmente o setor da aquicultura mudou seu

foco concentrando grandes esforgos no cultivo do P. vannamei devido a sua alta
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produtividade, envolvimento de baixo custo e disponibilidade de formas jovens livres
de patogenos (PRASAD et al., 2017). O elevado valor comercial do P. vannamei e o
ciclo de producao relativamente curto sao as principais razdes pelas quais a produgao
ainda ocorre em grande escala, apesar dos significativos desafios de doencas
enfrentados em muitos paises produtores (ASCHE et al., 2021).

O sucesso da producdo de P. vannamei comegou no Equador, durante o
final da década de 60, na qual os produtores locais iniciaram o cultivo extensivo da
espécie em 20 hectares de area de produgao na provincia de El Oro, logo apds, em
1974, expandiu-se para 600 hectares no mesmo modelo extensivo e apenas trés anos
depois, para 3.000 hectares entre as provincias de Guayas e El Oro (CRIDER, 2012).
Ainda em meados da década de 70, a alimentacéo artificial foi introduzida no Equador,
0 que modificou o sistema de cultivo extensivo para sistemas semi-intensivos, que
manteve o Equador na vanguarda da produgéao de camarao do continente americano,
fornecendo até hoje mais de 50% do camarédo produzido no hemisfério ocidental
(ANDERSON; VALDERRAMA; JORY, 2019). No Equador, ao contrario da Asia, a
industria do camardo €& dominada por operagdes corporativas que integram
exploragdes aquicolas, larviculturas, fabricas de racédo e unidades de processamento
(CHAMBERLAIN, 2010).

Na Ameérica Latina, a maioria dos paises tropicais também desenvolveram
a carcinicultura. Este € o caso do Brasil que possui condi¢des climaticas, hidrograficas
e topograficas favoraveis que permitem a produgao de P. vannamei de 3 a 4 ciclos de
90 dias por ano (ABREU et al., 2011). No Nordeste do Brasil, a criagado do camarao
branco do Pacifico, P. vannamei, tem sido uma importante fonte de renda para os
grandes produtores e também a atividade principal ou complementar de geragéo de
renda para as comunidades rurais mais pobres e seus pequenos agricultores
(MARQUES et al., 2015).

Em relacdo a exportagdo, a contribuicdo do mercado brasileiro no
fornecimento mundial de camardes caiu drasticamente de 42.500 toneladas (65,4%
da produgao), em 2005, para 5.728 toneladas (8,81% da produgao), em 2009 (ABCC,
2011) e até o momento nao ha sinal de retorno e nem motivo para uma volta energética
da exportacdo. Na época do ocorrido, o Brasil era um dos paises lideres nas
exportagdes para a Europa, mas em 2009 caiu para a 28?2 posi¢cao (ABCC, 2011). A
produgdo da carcinicultura permaneceu constante apenas porque os produtores

conseguiram aumentar as vendas internas.
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2.1.2 Enfermidades

Penaeus vannamei tem sido considerada a espécie mais viavel para cultivo
e certamente superior as espécies nativas devido a sua alta adaptabilidade as
diversas condigbes de qualidade de agua encontradas nos estuarios tropicais
(PASCOAL et al., 2011, LOEBMANN et al., 2010).

A ameacga a sustentabilidade da aquicultura e ao comércio internacional
seguro também levou os paises a aplicarem normas comerciais com base no seu
préprio estatuto de saude dos animais aquaticos (FAO, 2014). Quando for capaz de
demonstrar que um determinado agente de doencga esta ausente, um pais pode
facilitar o comércio ou aplicar analises de risco de importacdo (FAO, 2014 & WTO,
2014).

Na lista de doencgas virais de notificagdo obrigatéria em populagdes de
camardes elaborada pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA) do Brasil, a
Coordenacao de Animais Aquaticos faz referéncia a presenca no Brasil somente do
Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), Virus da Mionecrose Infecciosa
(IMNV) e Virus da Necrose Hipodérmica Hematopoiética Infecciosa (IHHNV) (MPA,
2021).

O fracasso dos carcinicultores brasileiros em implementar melhores
praticas de manejo para controlar essas doengas e outros problemas ambientais e
sanitarios levou a imposicao de restricdes as importagdes pelos principais mercados
(MARQUES et al., 2011).

Paul e Vogl (2011) salientaram que os impactos negativos da carcinicultura
e das restrigdes de mercado surgiram de mas praticas de planejamento e gestao, bem
como de fraca aplicacdo das regulamentagdes. Em resposta as criticas, os
pesquisadores e as grandes empresas tém tentado desenvolver boas praticas
tecnoldgicas de aquicultura e melhores praticas de gestao.

No Nordeste do Brasil, a criagdo do camaréo branco do Pacifico Penaeus
vannamei tem sido uma importante fonte de renda para os grandes produtores e
também a atividade principal ou complementar de geragcdo de renda para as
comunidades rurais mais pobres e seus pequenos agricultores. Em muitos casos, a
ocorréncia de doengas virais levou ao abandono das atividades agricolas
(OSTRENSKY et al., 2008).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964569111000901#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964569111000901#bib20
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964569111000901#bib24
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As doencgas também tém sido um fator de redugéo das exportagbes. Em
2004, houve um surto de doenca (IMNV) em camardes cultivados que afetou
drasticamente a produtividade (PINHEIRO et al., 2007). Quase todas as fazendas com
camarao cultivado no estado do Piaui (Nordeste do Brasil) e estados adjacentes
sofreram com uma alta incidéncia de epidemias virais que foram letais para o Penaeus
vannamei cultivado e poderiam ser transmitidas aos camardes peneideos nativos. Em
2005, outra doenga, o virus da sindrome da mancha branca (WSSV), foi relatada no
estado de Santa Catarina, mantendo produtores de todo o Brasil em um estado de
constante incerteza (SILVA et al., 2010). Entre 2015 a 2017, a Sindrome da Mancha
Branca diminuiu drasticamente a produc¢ao de camarao nacional.

Entre muitas doencas virais de camardes cultivados que se espalharam
pelo mundo, causando grandes perdas econémicas, esta a doenga da mionecrose
infecciosa (IMN), causada pelo virus da mionecrose infecciosa (IMNV). As doengas
foram inicialmente detectadas no nordeste do Brasil em 2002 e, posteriormente,
relatadas na ilha de Java, na Indonésia, por volta de 2006 (POULOS et al., 2006,
SENAPIN et al., 2007). Mais recentemente, o Virus da IMN foi relatado em Bengala
Ocidental, india (HAMEED et al., 2017).

A doenca causada pelo IMNV progride lentamente, com baixas taxas de
mortalidade que persistem ao longo do ciclo de cultura e terminam com uma
mortalidade cumulativa de 40-60% (TANG et al., 2005). Devido ao seu extenso efeito
negativo na cultura do camarao e ao impacto econémico da doenca, o IMNV foi listado
como agente notificavel pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2009). Os
sinais macroscopicos tipicos da doenga incluem extensas areas necréticas
no musculo esquelético, principalmente, nos segmentos abdominais distais e no
leque da cauda com lesdes de aparéncia branca e opaca.

O Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) € um potencial virus emergente
do camarao que pode causar uma perda econOmica consideravel na aquicultura de
camarao (NUNES et al., 2004). A doenca foi relatada pela primeira vez no Estado do
Piaui, Nordeste do Brasil, em 2002, no Penaeus vannamei, e inicialmente foi
denominada Mionecrose I|diopatica (LIGHTNER et al., 2004). Por fim, a doencga foi
renomeada como Mionecrose Infecciosa (IMN) e o agente etioldgico foi identificado
como um virus, denominado Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) (POULOS et al.,
2006, TANG et al., 2008).
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O virus infecta todos os estagios de vida do camarao incluindo pés-larvas,
juvenis e adultos, mas a mortalidade foi observada nos juvenis e adultos com
aparéncia cozida (NUNES et al., 2004). Como o principal tecido alvo da infec¢ao por
IMNV s&o os musculos esqueléticos e nao os 6rgaos vitais, a infecgao nao é tao fatal
em comparagao com outros virus de camardes como WSSV, IHHNV e TSV (TANG et
al., 2005).

Patogenos de etiologia viral respondem atualmente por 60% das perdas
pela doenca nas atividades de carcinicultura em todo o mundo (FLEGEL,
2012). Dentre as estratégias empregadas para o manejo e prevencao de doencas em
unidades de producao de camardo marinho, a reducédo da prevaléncia de virus por
meio do controle dos reprodutores tem sido a mais eficaz (BROCK & BULLIS, 2001).
Embora os camardes sobreviventes consigam desenvolver suas fungdes
normalmente, caso eles venham a se tornar reprodutores existe uma grande
possibilidade de que ocorra transmissao vertical do IMNV para a prole (SILVA et al.,
2016).

2.1.3 Qualidade de Agua no Cultivo

A deterioragdo da qualidade da agua é um fator importante que afeta o
desempenho da producédo de camarao (FERREIRA et al., 2011, MA et al., 2013). Os
organismos aquaticos sado suscetiveis a sofrer estresse quando as condicdes
ecoldgicas ndo sao adequadas. Altos niveis de estresse geram baixa alimentacéo e
baixas taxas de crescimento, podendo ainda promover o aparecimento de doencgas,
uma boa condigao de qualidade da agua € essencial para uma aquicultura sustentavel
(CARBAJAL-HERNANDEZ et al., 2013).

As ragdes fornecidas no cultivo de camardo podem gerar uma grande
quantidade de matéria organica e nutrientes (principalmente fésforo e nitrogénio)
como residuos metabdlicos (BOYD, 1985). Esses compostos competem com o0s
animais aquaticos pelo oxigénio dissolvido na agua, o que pode ocasionar asfixia dos
organismos aquaticos e, portanto, uma elevada taxa de mortalidade nas industrias
aquicolas que nao possuem um sistema de gestao de agua adequado e eficiente (NG
et al., 2018).

Diferentes espécies aquaticas tém tolerancias diferentes para compostos

toxicos especificos. Quando os parametros de qualidade da agua ultrapassam esses
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limites, a condigdo da qualidade da agua deteriora-se gerando altos niveis de estresse
nos organismos cultivados (CARBAJAL-HERNANDEZ et al., 2013).

Compreender os processos ecoldgicos que ocorrem na carcinicultura é
essencial para compreender os problemas de doencgas enfrentados pelos produtores
de P. vannamei. Um mau controle da qualidade da agua ira aumentar o nivel de
estresse dos camardes e comprometer a producao, além de tornar os camardes mais
suscetiveis a doengas (BOYD, 2002, FERREIRA et al., 2011).

2.2 Probidticos, Prébioticos e Simbiéticos

O risco do aumento de doencas na carcinicultura promove a investigagao
sobre o uso de probidticos para o desenvolvimento de uma aquicultura mais
sustentavel. Com a crescente preocupacgao publica sobre o uso de antibiéticos, ndo é
surpreendente o aumento rapido do crescimento dos probidticos para a aquicultura
(HASAN; BANERJEE, 2020).

Sabe-se que o0 uso de antimicrobianos sintéticos € insustentavel e
inadequado ecologicamente, pois promove a resisténcia microbiana e facilita a
transferéncia de genes de resisténcia (ANGELIM; COSTA, 2017).

Microrganismos heterotréficos como bactérias e leveduras ndo séo
capazes de produzir o préprio alimento e necessitam de uma fonte de carbono, esses
microrganismos consomem a matéria organica, os compostos nitrogenados e sao
esses microrganismos que se costuma encontrar nos probidticos comerciais
(PANDIYAN et al., 2013).

Atualmente, ha evidéncias de que os probidticos, podem nao apenas
aumentar a absorcao de nutrientes e aumentar a resisténcia ao estresse, mas também

aumentar a fertilidade da espécie alvo (CRUZ et al., 2012).

2.2.1 Probiédticos

O uso de probidticos surgiu como uma ferramenta estratégica para conviver
com todos os patdgenos que a intensificagéo trouxe consigo, sendo considerada uma
ferramenta sustentavel que consegue equilibrar os microrganismos no ambiente.

Para o Ministério Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA (BRASIL,

2015) probidticos sao: Cepas de micro-organismos vivos (viaveis), que agem como
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auxiliares na recomposigédo da microbiota do trato digestorio dos animais, contribuindo
para o seu equilibrio.

Os probidticos podem melhorar a imunidade e a taxa de sobrevivéncia,
produzir enzimas digestivas e reduzir a ocorréncia de doengas, probidticos também
podem ser adicionados ao sistema de cultivo para melhorar a qualidade da agua e
evitar doengas infecciosas causadas por bactérias patogénicas (LLEWELLYN et al.,
2014).

Diferentes mecanismos de agao sao desejados no potencial probiético,
como antagonismo a patdgenos, capacidade das células de produzir metabdlitos
(como vitaminas) e enzimas, propriedades de colonizagdo ou adesao, melhora do
sistema imunoldgico, junta-se a isso, a exclusdo competitiva que € um fendmeno pelo
qual a microbiota estabelecida previne ou reduz a colonizacdo de um desafio
bacteriano concorrente para o mesmo local no intestino (PANDIYAN et al., 2013; BUTT
et al., 2021).

Existem varias formas de atuagdo dos probiéticos, tais como: a exclusao
competitiva de bactérias patogénicas; a alteragdo das condicbes ambientais do
intestino pelo aumento da produgéo de acidos organicos; a produgcdo de compostos
com atividade antibacteriana (bacteriocinas, lactoferrina e lisozima) e a modulagéo da
resposta imune (ANGELIM; COSTA, 2017).

O antagonismo bacteriano € um fenbmeno comum na natureza, portanto,
as interacbes microbianas desempenham um papel importante no equilibrio entre
microrganismos concorrentes benéficos e potencialmente patogénicos. Os compostos
antagonistas sao definidos como substéncias quimicas produzidas por
microrganismos (neste caso bactérias) que sao téxicas (bactericidas) ou inibitorias
(bacteriostaticas) em relagcéo a outros microrganismos. Acredita-se que a presencga de
bactérias produtoras de compostos antibacterianos no intestino do hospedeiro, em
sua superficie ou em sua agua de cultura previne a proliferagdo de bactérias
patogénicas e até as elimina (BALCAZAR et al., 2006).

2.2.2 Prébioticos

Prebidticos podem ser definidos como ingredientes alimentares nao

digeriveis que sao decompostos em substancias mais simples, aumentando o
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crescimento e a atividade de microrganismos benéficos encontrados no trato
gastrointestinal, beneficiando a saude do hospedeiro (BINDELS et al., 2015).

Os prebidticos possuem a capacidade de serem metabolizados por
bactérias benéficas, Lactobacillus e Bifidobacterium, produzindo acidos graxos de
cadeia curta (SCFAs) e lactato (RINGD et al., 2010). Os SCFAs podem ser absorvidos
através do trato intestinal para atuar como fonte de energia, enquanto o lactato atua
como estimulante para a gliconeogénese (BURR; GATLIN; RICKE, 2005). A producao
de SCFAs ajuda a reduzir o pH do cdlon, o que evita a proliferagdo de patégenos e
aumenta o crescimento de Bifidobacterium e outras espécies bacterianas do tipo acido
lactico (MUSSATO; MANCILHA, 2007).

Dentre os principais prebioticos, temos um grande esforgo do mercado em
pesquisas utilizando a inulina, 0s frutooligossacarideos (FOS),
mananoligossacarideos (MOS), galacto-oligossacarideos (GOS),
xilooligossacarideos (XOS), arabinoxilooligossacarideos (AXOS) e isomalto-
oligossacarideos (IMO). Esses compostos geralmente s&o derivados de plantas e
fibras, e sdo os prebidticos comumente encontrados na carcinicultura (BUTT et al.,
2021).

2.2.3 Simbiédticos

O termo simbidtico denota um suplemento que inclui prebidticos e
probiéticos em uma relagdo sinérgica. E um nutriente que ajuda a promover o
crescimento e a sobrevivéncia de probidticos no trato gastrointestinal da espécie
hospedeira, alterando a comunidade bacteriana oportunista (CHAUHAN;
CHORAWALA, 2012).

A escolha de prebidticos para a formulagdo de simbidticos € baseada na
sua capacidade de promover o crescimento e a sobrevivéncia de bactérias benéficas
na faixa alvo. Ja os probidticos sdo selecionados pelos efeitos especificos que
proporcionam ao hospedeiro. Assim, a escolha dos prebidticos considera sua fungao
principal de estimular o crescimento de bactérias probidticas, enquanto a escolha dos
probidticos leva em conta os beneficios gerais que oferecem ao hospedeiro (KOLIDA;
GIBSON, 2011).

Sua eficacia na carcinicultura é ainda demonstrada pelo aumento da

estimulacdo do crescimento e sobrevivéncia das espécies hospedeiras. Isso ocorre
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através da secregdo de enzimas pancreaticas que leva a melhora na digestao
enzimatica, modulagdo na microbiota intestinal, reducado da taxa de mortalidade pela
alteracdo das respostas imunes potenciais e antagonismo a espécies patogénicas
(FEBRIANTI; YUHANA, 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Estudo e Delineamento Experimental

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquaticos — (LANOA) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR), da Universidade
Federal do Ceara (UFC). O laboratério esta localizado no Centro de Estudos em
Aquicultura Costeira (CEAC) no entorno do estuario do rio Pacoti, no municipio de

Eusébio, estado do Ceara (Figura 01).

Figura 01 — Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos — (LANOA)
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Fonte: Google Earth, adaptado pelo autor.

O estudo consistiu na avaliagao de quatro misturas fermentadas probidticas,
além de um controle, aplicadas diariamente na agua de cultivo dos camardes durante
um periodo continuo de 65 dias (Quadro 01). Os camardes foram estocados na

densidade de 117 animais/m? em 40 tanques circulares com 1 m? de volume.
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Quadro 01 - Composicédo das misturas fermentadas probioéticas com respectivas abreviagbes em cada

tratamento.
Composigao Tratamentos
Melacgo de cana-de-agucar CTL
Probidtico’ BM
Probidtico e farelo de arroz FA
Probidtico e melago de cana-de-agucar FM
Probiético, farelo de arroz e melago de cana-de-agucar FMA

'BM-PRO®, Biotrends Solugdes Biotecnoldgicas Ltda (Eusébio, CE)

Fonte: Elaborada pelo autor.

O aporte de bactérias probiodticas no cultivo foi realizado a partir do uso
continuo do probidtico comercial BM-PRO® provendo principalmente bactérias dos
géneros Bacillus e Lactobacillus, além da levedura Saccharomyces cerevisiae (Tabela
01).

Tabela 01 - Composigao do probidtico comercial BM-PRO® (Biotrends Solugdes

Biotecnoldgicas, Ceara, Brasil).

Espécies Probiodticas Concentragao
Bacillus subtilis 5.0 - 108 UFC-g""!
Bacillus licheniformis 4.0 - 108UFC-g"
Bacillus pumilus 4.0 - 108 UFC-g"!
Lactobacillus plantarum 2.0 - 108 UFC-g™"
Lactobacillus acidophilus 1.0 - 108 UFC-g"
Saccharomyces cerevisiae 4.0 - 108 UFC-g"

UFC, Unidades Formadoras de Colonias.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Para minimizar a possibilidade de uma eventual contaminacéao biolégica por
aerossois entre os tanques de cultivo, foi adotado um delineamento sistematico. Para
isso, os tratamentos e o controle foram organizados na unidade experimental de

cultivo de forma sequencial, em blocos compostos por oito tanques (Figura 02).
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Figura 02 — Desenho experimental dos tratamentos
FMA CTL
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na despesca, os animais foram pesados individualmente e os parametros
de desempenho zootécnico determinados (sobrevivéncia final, crescimento, peso

corporal final, produtividade e fatores de conversao alimentar).

3.2 Sistema de Cultivo e Preparacao dos Tanques

O sistema de cultivo adotado no estudo foi composto por 40 tanques
externos independentes de 1,0 m3, com area total de fundo de 1,02 m?. A aerag&o por
difusdo de ar foi fornecida por dois sopradores de 7,0 cv conectados a linhas de PVC.
O ar foi transferido ao fundo de cada tanque por uma mangueira microperfurada de
aeragao com 0,5 m (Aero-Tube™, Tekni-Plex Aeration, Austin, Texas, EUA). A aeragao
foi utilizada para saturar a agua com oxigénio dissolvido durante todo o ciclo de cultivo.
Um gerador a diesel de 150 kVA (Kilo Volt Amperes) foi usado como fonte de
alimentagao de reserva em caso de falha de energia. Os tanques sao mantidos em
area aberta, porém sob a prote¢cdo de uma lona de escura para proporcionar 70% de
sombreamento (Sombrite® 1007, Equipesca Industria e Comércio Ltda., Campinas,
SP).

A preparacgao dos tanques consistiu na limpeza e desinfecgao quimica. Os
tanques vazios foram submetidos a uma limpeza das paredes internas, mangueiras
de aeragao e tampa com um jato de alta pressdo para remogao de sujidades. Em
seguida, as paredes internas, fundo e linhas de abastecimento e drenagem de agua
de cada tanque foram pulverizadas com um desincrustante a base de acido sulfurico
(diluicdo de 1 L por 50 L de agua doce; Acido Clean, Launer Quimica Industria e
Comeércio, Estrela, RS), sendo mantido em repouso por 24 h. Em seguida, aplicou-se
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um desinfetante a base de acido peracético (diluigdo de 1 L por 500 L de agua doce;
Peroxoni Plus, Launer Quimica Industria e Comércio, Estrela, RS).

Finalmente, os tanques foram lavados com agua doce e, em seguida,
completamente preenchidos com agua salgada filtrada em filtro de areia bombeada
do estuario do Rio Pacoti misturada com agua do pogo para alcangar uma salinidade

inicial de 15 g/L. A aeracéo foi ligada logo apds o enchimento dos tanques.

3.3 Fertilizagdo da Agua de Cultivo

A agua de cultivo foi submetida a uma fertilizagcdo precedendo o
povoamento dos camardes. A agua inicial de todos os tratamentos experimentais, com
excecao do CTL, foi fertilizada seguindo um protocolo adaptado de fazendas de cultivo
de camarao marinho que operam no Nordeste do Brasil. No caso do CTL, ndo houve
a adigcao de um probidtico comercial.

Nos tanques do tratamento CTL, a fertilizacdo foi constituida por 500 g de
racao moida com 35% de proteina bruta (Camanutri 35, Neovia Nutricdo Animal Ltda,
Séao Loureco da Mata, PE) e 500 g de melaco de cana-de-agucar misturados com 8 L
de agua doce, totalizando 9 L dessa mistura para ser aplicado em 8 tanques, ou seja,
1,125 L/m3 (Figura 03).

Figura 03 — Fertilizacdo no tratamento CTL, sem utilizag&o de probiéticos.

500 g de racéo
500 g de melaco
(35% PB) + g G =ﬂ=| 8L de agua

Total = 9 L de cultura

Fonte: Autoria propria

A fertilizagdo nos tratamentos seguiu o mesmo protocolo do CTL, sendo,
porém, incorporado um probidtico comercial (BM-PRO®, Biotrends Solugbes
Biotecnolégicas Ltda., Eusébio, CE). A ativagdo do probidtico ocorreu seguindo
orientagdes do fornecedor. Inicialmente, 40 g do probidtico foi misturado a 2 L de agua

doce em um Erlenmeyer, lacrado, mantido em repouso por 2 h, sem aeragao. Apos a
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ativagao, foi adicionado 2 kg de ragdo comercial moida para camardes (35% de
proteina bruta) e 2 kg de melago da cana de agucar misturado com 34 L de agua doce.
Essa mistura foi mantida em repouso, sem aeragdo, em uma bombona higienizada e
lacrada para fermentagdo durante 24 h. Ao término desse periodo, a mistura
fermentada probidtica foi aplicada na concentragdo de 1,25 L/m3em cada um dos 32

tanques experimentais (Figura 04).

Figura 04 — Fertilizagdo nos tanques dos tratamentos BM, FA, FM e FMA.

( wo L, T j

Tempo de atvacio (2h)

2 kg de racédo
[ (35% PB) =H= 2 kg de melago CG: 34 L de agua

Total = 40 L de cultura

Fonte: Autoria propria

3.4 Protocolo de Ativagao do Probiético e Fermentagao

O probidtico ativado, submetido ou ndo a uma mistura fermentada, foi
aplicado diariamente durante o periodo experimental em todos os tratamentos, com
excecao do CTL. Para isso, primeiramente se realizava a ativagao do probidtico
comercial, onde 1,6 g de BM-PRO® foi misturado em 80 mL de agua doce, mantido
em repouso por 2 h, sem aeragao. Essa quantidade foi preparada para oito tanques,
equivalente a uma aplicagdo diaria de 10 mL/m3. O probidtico ativado (BM) néo
submetido a fermentagcdo com fontes de carbono foi aplicado diariamente no
tratamento BM e nas segundas, tergas e quintas-feiras nos tratamentos FA, FM e FMA
com o intuito de manter estavel a comunidade de bactérias probidticas.

O probidtico ativado e submetido a fermentacdo com suas respectivas
fontes de carbono foi aplicado duas vezes semanais nos tratamentos FA, FM e FMA.

A ativacéo e fermentagcdo sempre ocorria nas segundas e quartas-feiras, com
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aplicacdes 48 h depois, ou seja, nas quartas e sextas-feiras, respectivamente (Quadro
02). Apos a preparagao, a mistura fermentada probidtica foi aplicada na proporgéao de
29, 26 e 31 mL/m?3, respectivamente, sempre as 13:00 h. No caso dos tanques CTL,

apenas o melago de cana-de-agucar foi aplicado todos os dias na proporgdo de 2 g/m?3.



Quadro 02 - Preparo dos fermentados para aplicagao nos tratamentos BM, FA, FM e FMA. As quantidades sao dadas para cada tratamento consistindo de

oito tanques de 1 m?3 cada.

34

Ativacao do probiético (2 h) Fermentagao (48 h)
Tratamento
Composigao Aplicagao Composigao Aplicagao
BM Diario, 10 mL/m3 - -
1,6 g de probidtico com 32 g de )
Quartas e sextas-feiras, 29
FA farelo de arroz e 200 mL de agua
mL/m3
doce
Segundas, tergas e
1,6 g de probidtico em 80 quintas-feiras, 10 mL/m? 1,6 g de probidtico com 16 g de
3 i Quartas e sextas-feiras, 26
FM mL de agua doce mantido melago de cana-de-agucar e 200 L
mL/m
em repouso mL de agua doce
1,6 g de probiético com 32 g de
EMA farelo de arroz, 16 de melago de Quartas e sextas-feiras, 31

cana-de-acgucar e 200 mL de

agua doce

mL/m3

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.5 Povoamento, Alimentagao e Manejo

Um total de 66.000 pds-larvas 10 (PL10) do camarao Penaeus vannamei,
foram adquiridos de uma larvicultura comercial (Bomar, EBP — Empresa de Pescados
Ltda., Cajueiro da Praia/Pl). Os camardes foram transportados para o laboratério em
30/06/2023 por via terrestre em 10 sacos plasticos de 15 L sob a salinidade de 15 g/L
e temperatura de 23°C. Ao chegarem, as PLs foram imediatamente submetidas a
aclimatacdo de temperatura por 30 min. Apds a aclimatagdo, os camardes foram
liberados em seis tanques de 3.000 L sob a densidade de 4 PLs/L para quarentena.
Uma amostra de cerca de 500 camardes vivos foi coletada e fixada em alcool etilico
com pureza de 90-95% para avaliagdo sanitaria no Centro de Diagndstico de
Enfermidades de Organismos Aquaticos (CEDECAM/Labomar/UFC, Fortaleza, CE).
A amostra foi analisada para presenca do virus da sindrome da mancha branca
(WSSV) e virus da mionecrose infecciosa (IMNV) por meio de analise qualitativa por
gPCR em tempo real, utilizando os sistemas de detecgdo TagMan Reagents®e a
plataforma ABI 7500 (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
EUA). Os resultados de RT-PCR indicaram que a amostra estava livre para os virus
avaliados (Apéndice A).

Apos sete dias de aclimatacdao, um total de 56.984 PLs com um peso
corporal médio de 18 mg foram contadas com um dispositivo inteligente portatil
(XperCount2, XpertSea, Quebec, Canada) e transferidas para 10 tanques
retangulares (Sannet®, Sansuy S. A. Industria de Plasticos, Embu, SP) medindo 3,0 x
2,0x1,5m (C xL xA)sob adensidade de 0,63 PLs/L (5.698 PLs/tanque). Durante a
fase de bergario, os camardes foram alimentados com uma ragdo comercial
desintegrada para camardes, que continha 40% de proteina bruta (PB) e 8% de
lipideos totais. Apds 21 dias de cultivo, os camardes foram capturados e transferidos
para dois tanques de 1.000 L com uma rede fixada perto da superficie da agua. Os
animais foram classificados visualmente por tamanho, removendo camardes
pequenos e grandes, para permitir pesos corporais mais homogéneos.

Os camardes foram contados em lotes de 30 individuos, transferidos para
um balde com agua salgada e pesados em uma balanga de precisdo de 0,01 g. Um
total de 4.800 camardes com 0,86 + 0,06 g (CV 7,3%, 0,77-1,02 g; P > 0,05, Analise
de Variancia Univariada) foram transferidos para 40 tanques circulares de 1 m3sob a

densidade de 120 camardes/tanque ou 117 camardes/m?.
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Os camardes foram alimentados quatro vezes ao dia, exclusivamente em
bandejas de alimentagcdo com 14,3 cm de diametro e bordas com 3,5 cm de altura. As
bandejas foram instaladas no meio do fundo de cada tanque a uma densidade de uma
unidade por tanque. A racdo foi ofertada diariamente nos seguintes horarios: 1 *
refeicdo: 08:00 h; 2* refeicdo: 11:00 h; 3* refeicdo: 14:00 h, e; 4* refeicdo: 16:00 h.
Arefei¢ao diaria foi dividida na proporgao de 25, 15, 15 € 45% no 1°, 2°, 3° e 4° horarios
de alimentagao, respectivamente.

Na primeira semana de cultivo, os camardes foram alimentados com uma
racdo desintegrada com 40% de PB (Density 40, Neovia Nutricdo e Saude Animal
Ltda., Sdo Lourengo da Mata, PE) e, em seguida, uma ragéo peletizada com 35% de
PB (Camanutri 35, Neovia Nutricdo e Saude Animal Ltda., Sdo Lourengo da Mata, PE).
As refei¢gdes foram ajustadas diariamente, inicialmente assumindo um ganho de peso
estimado de 80 mg/dia/camarao e uma queda diaria de 0,21% na populagdo de
camardes. Apos a primeira semana, as refeicdes diarias foram calculadas seguindo
uma tabela de alimentacgéo, projetada para atingir um fator de conversao alimentar
(FCA) maximo de 1,5 assumindo uma sobrevivéncia final de 86,15% e uma taxa de

crescimento de 1,0 g semanal (Tabela 02).

Tabela 02 — Tabela de alimentagdo empregada no estudo.

Ganho de Dias de

Peso Corporal (g) Taxa Alimentar Peso Cultivo Sobrevivéncia
Inicial Final (% do peso corporal) (mg/dia) Inicial Final (%)
0,80 1,00 6,80 80 1 7 99,38
1,00 2,00 5,60 90 8 15 97,81
2,00 3,00 4,65 100 16 23 96,15
3,00 4,00 4,08 110 24 31 94,48
4,00 5,00 3,70 120 32 39 92,81
5,00 6,00 3,42 130 40 47 91,15
6,00 7,00 3,21 140 48 55 89,48
7,00 8,00 3,04 150 56 63 87,81
8,00 9,00 2,90 160 - - 86,15
9,00 10,00 2,78 - - - -
10,00 11,00 2,68 - - - -
11,00 12,00 2,58 - - - -
12,00 13,00 2.86 - - - -

Fonte: Elaborada pelo autor.
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As bandejas de alimentagdo foram inspecionadas diariamente para
verificar a presengca de animais mortos que foram coletados e descartados. Os
animais mortos nao foram repostos durante todo o cultivo. Quinzenalmente, um total
de cinco camardes por tanque foram capturados, pesados e devolvidos para seus
respectivos tanques. Esses dados foram utilizados para ajustar a tabela de

alimentacao.

3.6 Analise dos Parametros de Qualidade de Agua

A salinidade, pH, temperatura e oxigénio dissolvido foram analisados
diariamente (com excec¢do dos domingos) em todos os tanques de cultivo as 13:00 h.
A alcalinidade da agua foi analisada sempre aos domingos, escolhendo de forma
aleatdria um tanque de cultivo de cada tratamento experimental. Da mesma forma, os
compostos nitrogenados, nitrito, nitrato e amdnia total foram analisados na agua de
quatro tanques experimentais por tratamento, uma vez por semana. Os sélidos
sedimentaveis (SS) foram medidos a cada dois dias em dois tanques por tratamento
experimental utilizando cones Imhoff de 1 L de acordo com a metodologia padronizada
por Rice et al. (2012). Os equipamentos utilizados para afericdo dos parametros fisico-

quimicos estédo descritos no Quadro 03.

Quadro 03 — Equipamentos empregados para a medicdo dos parametros fisico-quimicos da dgua de

cultivo.
PARAMETROS EQUIPAMENTO DE MEDIGAO
Salinidade HI-98319 Salinity Tester
pH HI98107 pHep®
Temperatura HI-98319 Salinity Tester
Oxigénio dissolvido YSI model 550A Dissolved Oxygen Meter
Alcalinidade The HI755 Checker®HC (Handheld Colorimeter)
Ambnia total API® AMMONIA TESTKIT
Nitrito API® NITRITE TESTKIT
Nitrato API® NITRATE TESTKIT

Solidos sedimentaveis  Cone de Imhoff em SAN (Estireno Acrilonitrila) J.Prolab

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.7 Desempenho Zootécnico e Diagnéstico de Enfermidades

Os camarbes foram cultivados por 65 dias. Na despesca, todos os
camardes vivos foram coletados, contados e pesados individualmente com uma
balanca eletrdnica de precisdo. Na despesca, cada individuo foi contado e pesado
usando uma balancga eletrénica de precisdo (Ohaus Adventurer, modelo ARA520,
Toledo do Brasil Industria de Balangas Ltda., Sdo Bernardo do Campo, SP).

Com esses dados determinou-se os seguintes parametros zootécnicos:

(1) sobrevivéncia final (%) = (numero de camardes despescados + numero de
camaroes estocados) x 100;

(2) Crescimento semanal (g/semana) = (peso corporal final — peso corporal inicial) +
numero de dias de cultivo x 7;

(3) Ganho de biomassa (g) = biomassa final — biomassa inicial;

(4) Ganho de produtividade (g/m?) = ganho total de biomassa por tanque + area de
fundo do tanque;

(5) Fator de conversao alimentar (FCA) = consumo de ragao aparente por tanque +

ganho de biomassa por tanque.

Os pledpodos de camardes vivos de cada tratamento experimental foram
coletados para analise de RT-PCR no CEDECAM de acordo com os procedimentos
descritos por AMOS (1985). A analise buscou identificar e quantificar a presenca dos
seguintes virus: WSS, IMN e IHHN. O método adotado foi o mesmo descrito na segao
3.5.

3.8 Analise Microbiologica

As anadlises microbiologicas foram realizadas com 15 e 60 dias apds o
povoamento durante o periodo do estudo de desempenho zootécnico. Amostras de
100 mL de agua de cultivo de cada tratamento foram coletadas em frasco estéreis,
armazenadas em isopor e levadas para o Laboratério de Microbiologia da empresa
Biotrends Solugdes Biotecnoldégicas, localizada no municipio do Eusébio, Ceara, para
quantificacdo de bactérias heterotréficas totais, Lactobacillus spp., leveduras e Vibrio

spp. (Figura 05).
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Figura 05 - Amostras coletadas para analise microbioldgica.

Fonte: Autoria prépria (2024)

Para as analises, aliquotas de 1 mL das amostras foram diluidas
seriadamente de forma decimal em solugao salina 0,9 % (m/v). Em seguida, aliquotas
de 100 pL das diluigdes foram inoculadas na superficie de meios de cultura e
distribuidas uniformemente pela técnica de espalhamento em placa (spread plate).
Foram utilizados os seguintes meios especificos: ATGE (Agar Triptona, Glicose e
Extrato de Levedura) para a contagem de bactérias heterotréficas totais; AMRS (Agar
de Man, Rogosa e Sharpe) para a contagem de bactérias acido-lacticas, AS (Agar
Sabouraud) para a contagem de leveduras totais e TCBS agar (Agar Tiossulfato,
Citrato, Bilis e Sacarose) para a contagem de Vibrio spp. O antifungico nistatina foi
incorporado aos meios ATGE e AMRS para inibicao de crescimento de leveduras e ao
meio AS incorporou-se o antibiético tetraciclina para impedir o crescimento de
bactérias. Cada analise foi realizada em triplicata. As placas foram incubadas a 35°C
por 24/48 h, as coldnias foram contadas e os resultados expressos em Unidades

Formadoras de Colbénias (UFC) por mL de amostra.

3.9 Analise Estatistica

As analises estatisticas do experimento de desempenho zootécnico foram
realizadas usando o programa estatistico IBM® SPSS® Statistics 23.0 (SPSS Inc.,
Chicago, EUA). Analises univariadas (One-Way ANOVA) foram aplicadas para
determinar as diferengas nos seguintes parametros entre os tratamentos dietéticos:
sobrevivéncia final, crescimento, produtividade, peso corporal final e FCA; parametros
de qualidade de agua (pH, salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido, alcalinidade,
amonia total, nitrito e nitrato). Quando observadas diferencas significativas, foi
aplicado o teste a posteriori de Duncan para comparar os valores médios entre dois

tratamentos individuais. O nivel de significancia foi fixado em 5% (valor-p < 0,05).
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As analises estatisticas dos experimentos microbiolégicos foram realizadas
utilizando o programa Past 4.03. Foram usadas analises univariadas (One-Way
ANOVA) para avaliar se ocorreu diferenga significativa entre os tratamentos em cada
grupo de microrganismo (heterotréficos totais, lactobacilos, leveduras e vibrios) e em
cada um dos monitoramentos. Os resultados significativos foram avaliados pelo teste

de Tukey com 5% de significancia (valor-p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise da Presencga e Carga Viral nos Camardes Despescados

A analise de RT-PCR realizada nos camardes despescados submetidos
aos diferentes tratamentos mostrou a auséncia dos virus WSS e IHHN. Porém, os
camaroes de todos os tratamentos, inclusive o CTL, apresentavam-se infectados pelo
virus IMN em diferentes graus (Apéndice B). Esse resultado pode estar relacionado a
grande difusdo deste virus no Nordeste do Brasil (FEIJO et al., 2013). A carga viral
absoluta do IMNV foi de 15.480,67 + 508,13, 19.838 + 214,11, 16.614 + 747,81, 9.240
+ 699 e 10.996,67 + 924,18 copias virais/ug de RNA para os tratamentos CTL, BM,
FA, FM e FMA, respectivamente. Muito embora os dados nao permitam realizar uma
comparagao estatistica, a carga viral dos camardes submetidos ao tratamento FM
mostrou-se mais baixa comparado aos demais. As maiores cargas virais foram
observadas nos camardes sob o BM, FA e CTL, seguido do FMA, este ultimo
apresentando uma carga viral proxima dos camardes sob o tratamento FM.

Muito embora as PLs adquiridas n&o apresentavam contaminagao do virus
IMN, os animais podem ter sido infectados durante a fase de bergario realizada no
laboratério ou através da agua ou instalagdes de cultivo. Sabe-se que a infecg¢ao pelo
virus IMN pode ocorrer de forma vertical e (ou) horizontal (GRAF et al., 2006; SILVA
et al., 2016). Entretanto, durante o periodo experimental, buscou-se a exclusao viral
mediante a higienizagao e desinfecgdo dos apetrechos e instalagbes de cultivo, além
da agua de cultivo, portanto, essa rota de infecgdo € menos provavel. Através dos
resultados de RT-PCR apresentados pelo CEDECAM/LABOMAR/UFC observou-se
que no primeiro laudo o primer empregado nas analises foi o preconizado pela WOAH
(Organizagao Mundial para Saude Animal) para detecg¢ao de variantes do IMNV mais
antigas (POULOS et al., 2006; TANG et al., 2008). Ja no laudo final fornecido pelo
laboratdrio, enquanto a analise com uso desse primer mostrou-se novamente negativo
para a presenca do IMNV, uma adaptagcao do mesmo, indicou sua presencga. Assim,
pode-se assumir, que as PLs adquiridas ja apresentavam contaminagao pelo IMNV,
muito embora sua infecgdo ou um aumento da carga viral durante o cultivo em
condicdes controladas também nao pode ser descartada.

Andrade et al. (2022) reportaram a presenga de uma nova variante do IMN

na regidao Nordeste do Brasil. Os autores realizaram o sequenciamento genético de
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amostras de camardes com sinais clinicos do IMNV coletados de fazendas de cultivo
localizadas nos Estados do Para, Maranhao, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Alagoas, Sergipe e Bahia. Segundo os resultados, as analises mostraram a presenga
de uma nova cepa de IMNV com uma grande similaridade com a cepa do IMNV
encontrada na Indonésia (particularmente a cepa EF061744.1). Portanto, sugere-se
que o primer originalmente empregado para a analise de RT-PCR néao foi capaz de
detectar a presenca do IMN nas PLs por se tratar de uma nova cepa do virus, podendo
gerar até mesmo subnotificacdes.

Santos (2022) identificou que os primers sugeridos pela OIE/WOAH ja nao
conseguem se alinhar com as diversas sequéncias de RNA do virus IMN gerando
resultados falso negativos no RT-PCR. De acordo com o autor, somente € possivel
identificar as novas variantes desse virus se os primers utilizados no RT-PCR sofrerem
uma modificagcao para compatibilizar-se com o genoma do IMNV encontrada na regiao
de sua ocorréncia.

A presenca do IMNV nos camardes utilizados no estudo introduziu uma
nova variavel experimental no mesmo, nao originalmente planejada. Porém, a
presencga do virus nos camardes despescados mostrou-se como um importante fator
na avaliagao da efetividade dos diferentes tratamentos experimentais. Dado ao fato
de os camardes terem sido planejadamente submetidos a uma alta densidade de
cultivo, isso pode ter agido como gatilho para a acdo do IMNV sobre os camardes,
possivelmente, ocasionando estresse e alta mortalidade. Entretanto, outros agentes
infecciosos, como Vibrio spp., podem também ter impacto negativamente a

sobrevivéncia dos camaroes.

4.2 Desempenho Zootécnico

No inicio do experimento os camardes cultivados apresentaram uma meédia
de peso corporal (+ desvio padrdo) de 0,86 + 0,03 g, ndo apresentando diferenca
estatistica entre os tratamentos (p>0,05; Tabela 03). No entanto, o peso corporal final
dos animais foi superior nos tanques CTL e FMA correspondendo a 7,28 + 0,69 g e
7,86 + 1,29 g, respectivamente (Tabela 03). Ao término do cultivo, o crescimento
(g/semana) dos camardes apresentou um comportamento semelhante ao peso
corporal final, com os camardes sob os tratamentos CTL e FMA alcangcando médias

de 0,64 £ 0,07 e 0,70 = 0,13, respectivamente, superiores aos demais tratamentos.
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Sabry-Neto & Nunes (2015) em condigbes experimentais proximas as utilizadas no
100

camardes/m?), utilizando camarbes contaminados em laboratério com o IMNV,

presente estudo (peso inicial = 2,6 + 0,4 g, densidade de estocagem =
reportaram um crescimento medio semanal entre 0,56 e 0,77 g e sobrevivéncia entre
23,2 e 69,5% apos 70 dias de cultivo. Os resultados de crescimento sdo semelhantes
com os obtidos alcangados no presente estudo, respeitando-se a sobrevivéncia final

que no presente estudo foi superior.

Tabela 03 — Desempenho zootécnico (média + desvio padrao) de juvenis do camarao P. vannamei ao
término do cultivo. Os camardes foram cultivados por 65 dias sob a densidade de 117 animais/mZ2. Os
valores médios foram obtidos de sete tanques de cultivo. Letras diferentes na mesma coluna indicam

diferencga estatistica (p<0,05) de acordo com o teste a posteriori de Duncan.

Tratamentos
Parametros
CTL BM FA FM FMA
Sobrevivéncia (%) 46,1+8,8a 62,8+16,4bc 657+19,7c 88,3+8,0d 49,8+8,8ab
Peso Corporal Inicial (g) 0,86+ 0,01a 0,85+ 0,02a 0,85+0,03a 0,88+0,04a 0,87 +0,03a
Peso Corporal Final (g) 7,28+0,69b¢c 6,65+0,73ab 596+0,77a 5,94+0,54a 7,86+1,29c
Crescimento (g/semana) 0,64 +0,07bc 0,58+0,07ab 0,51+0,08a 0,51+0,05a 0,70+0,13c
Produtividade (g/m?) 291 +72a 382+ 100a 356 + 136a 515 + 99b 356 + 95a

FCA 3,35+0,74c 2,56+0,65ab 2,74+0,88bc 1,96+ 0,26a 3,01+ 0,49bc

Fonte: Elaborada pelo autor.

No presente estudo, o peso corporal e crescimento semanal dos camardes
apresentaram uma relagao inversamente proporcional com a sobrevivéncia final. Os
tratamentos CTL e FMA com os maiores valores de peso corporal (7,28 + 0,69 e 7,86
0,07 e 0,70 £+ 0,13 g,

respectivamente) foram os que apresentaram a menor sobrevivéncia final, da ordem

+ 1,29 g, respectivamente) e crescimento (0,64 %

de 46,1 + 8,8 e 49,8 + 8,8%, respectivamente (Tabela 03). Comparativamente, os
tratamentos FM (88,3 + 8,0%), seguido do FA (65,7 + 19,7%) e BM (62,8 £ 16,4%)

foram os que proporcionaram uma maior sobrevivéncia final dos camardes, levando a
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um peso corporal mais baixo, de 594 + 054, 596 + 0,77 e 6,65 + 0,73 g,
respectivamente.

Essa relacdo inversamente proporcional entre peso corporal e
sobrevivéncia final é relatado em diversos trabalhos com camarbes cultivados
(CASTRO, 2007; COSTA, 2012; FERREIRA, 2009; PRETO et al., 2005). Sob
condi¢cbes de mortalidade de camardes ocasionadas por doencgas, o crescimento dos
animais ndo moribundos € geralmente favorecido pela maior area de cultivo disponivel
e (ou) maior disponibilidade de alimento, seja camarbes mortos que sao
inevitavelmente consumidos ou por uma oferta de ragao que nao contabiliza a perda
de biomassa. Essas duas condigcdes foram atendidas no presente estudo. Houve
dificuldade na visualizagdo de camardes mortos no fundo dos tanques devido a baixa
transparéncia da agua. Portanto, apenas camardes encontrados mortos em bandejas
de alimentagao foram contabilizados. Embora a oferta de ragcao tenha sido ajustada
durante o cultivo para atender essa perda de biomassa, as estimativas ndo foram a
contento, devido a mortalidades ndo contabilizadas. Essa mesma dificuldade é
comum em fazendas de cultivo impactadas pelo IMNV que tem como caracteristica
principal uma mortalidade de camardes diaria, baixa, porém persistente durante todas
as etapas de engorda, levando a uma baixa sobrevivéncia e incremento no peso
corporal final e FCA (NUNES et al., 2004).

A mortalidade dos camardes observada no presente estudo teve como uma
das causas principais a agdo do IMNV. De acordo com TANG et al. (2005) a doenga
causada pelo IMNV resulta em uma mortalidade continua dos camardes durante todo
o cultivo alcangando valores finais entre 40 e 60%. No entanto, Andrade et al. (2022)
em um estudo recente com novas variantes do IMNV apontou mortalidades de até
80%. Frente aos dados relatados na literatura, a sobrevivéncia final observada para
0s camaroes sob o tratamento FM (88,3 £ 8,0%) apresentou-se muito expressiva.

A coinfecgao de camardes com IMNV e Vibrio spp. € comumente observada
em fazendas de carcinicultura da Regido Nordeste. O Vibrio harveyi, por exemplo, age
como uma infecgao secundaria, frequentemente manifestando uma condi¢ao clinica
externa de luminescéncia no leque caudal dos camardes, denominada de
bioluminescéncia (VALENTE; WAN, 2021). E possivel que no presente estudo os
tratamentos que resultaram em uma maior sobrevivéncia dos camardes tenham sido
favorecidos pela acao inibidora das bactérias probidticas sobre os vibrios. Oktaviana

et al. (2014) infectaram camardes P. vannamei de 0,3 g com o virus IMNV e com o V.
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harveyi. Os camardes haviam sido alimentados por 30 dias antes da infecgdo com
uma dieta suplementada com um simbidtico consistindo de um probiotico do Vibrio
alginolitycus SKT-bR e prebiotticos oligossacarideos da batata-doce (l[pomoea batatas
L.), com frequéncia de aplicagéo diaria (P1), duas vezes (P2) e uma vez na semana
(P3). Os autores reportaram um efeito positivo na sobrevivéncia final dos camardes
pbs desafio alimentado com o simbidtico (93,33, 80,00 e 73,33%, respectivamente),
comparado com o controle (46,67%), sem suplementagao do simbidtico.

Os resultados de sobrevivéncia final do presente estudo também refletiram
diretamente no ganho de produtividade dos camardes e FCA. A produtividade caiu de
515 + 99 g/m? sob o tratamento FM para entre 291 + 72 e 382 + 100 g/m? sob os
tratamentos CTL e BM, respectivamente. Portanto, esses resultados evidenciam o
efeito da aplicacao do fermentado de melaco de cana-de-acucar e probiético sobre os
parametros zootécnicos dos camardes. No entanto, a aplicagao isolada do melago de
cana-de-agucar (CTL) mostrou-se pouco efetiva na melhoria do desempenho
zootécnico do P. vannamei. Lima (2007) analisando diversas concentragdes de
melaco na agua de cultivo ndo observou diferencas estatisticas entre os tratamentos
na sobrevivéncia final e produtividade dos camarées. Portanto muito embora o melago
atue como uma importante fonte de carbono organico para comunidade bacteriana,
seu uso isolado parece nao ter efeito positivo direto sobre a saude dos camardes.

O Fator de Converséao Alimentar (FCA) nos tanques FM também obteve o
valor mais baixo registrado de 1,96 + 0,26, com os tanques CTL obtendo os maiores
valores tendo como média 3,35 + 0,74. Os valores de FCA encontrados nesse estudo
sao considerados elevados se comparados com os demais trabalhos com o P.
vannamei sem infec¢do com o IMNV (SANTOS, 2019; MAIA et al., 2012). Dessa forma,
os altos valores de FCA mostram-se diretamente relacionados com a alta mortalidade

que ocorreu durante o cultivo devido ao virus IMN.

4.3 Parametros Fisico-quimicos de Qualidade de Agua

Os parametros fisico-quimicos de qualidade de agua mantiveram-se dentro
de intervalos considerados adequados para o cultivo do P. vannamei (SA, 2023). A
temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido apresentaram médias de 27,5 £ 0,5
°C, 16,2 + 0,8 ppt e 8,0 = 0,1, respectivamente. A faixa de temperatura confortavel
para o crescimento de P. vannamei é entre 26 e 33°C (NUNES, 2002). Souza (2014)
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observou em um cultivo intensivo que a temperatura ideal de crescimento do P.
vannamei é de 28°C. Soares et al. (2012) estudando o efeito da temperatura no cultivo
do Penaeus paulensis identificou que ndao ha mortalidade no cultivo do peneideo em
temperaturas entre 32 e 34°C. Entretanto o LC 50 demonstrou estar compreendido na
faixa de 35°C. Portanto, durante todo o cultivo realizado nesse trabalho a temperatura
se manteve muito estavel e dentro dos padrdes 6timos de crescimento estabelecidos
para a especie e outros peneideos.

De acordo com Boyd (1979), o pH ideal para o crescimento maximo de
animais marinhos como o P. vannamei esta na faixa entre 7,5 e 8,5. Logo, os valores
de pH encontrados nesse estudo mantiveram-se dentro dos niveis 6timos durante
todo o cultivo. Lima (2011) identificou um maior ganho de peso para o P. vannamei
quando cultivado em salinidade de 33 ppt em comparacéo ao cultivo em 18 ppt. De
acordo com Sa (2023), o camarao marinho P. vannamei tem seu crescimento
maximizado quando cultivado entre 15 e 30 ppt. Mejia (2022) em condi¢cbes de
densidade semelhantes ao utilizado nesse estudo, mas com auséncia do IMNV
observou que a salinidade de 45 ppt ndo causava mortalidade nos camardes
cultivados, porém houve uma redugao na taxa de crescimento dos animais. Diante do
exposto, a estabilidade da salinidade durante o cultivo na faixa de 16 ppt se configura
dentro da faixa ideal de crescimento, ndo causando prejuizo no crescimento devido
ao gasto energético excessivo com osmoregulagao.

O oxigénio dissolvido (OD) apresentou valor maximo de 8,9 mg/L (CTL) e
minimo de 4,8 mg/L (FA). As médias (+ desvio padrao) alcangaram 6,36 £ 0,70, 6,31
+ 0,61, 6,32 + 0,62, 6,48 £ 0,66 e 6,64 + 0,70 mg/L para os tratamentos CTL, BM, FA,
FM e FMA, respectivamente. Segundo Boyd & Tucker (1998), a faixa ideal de OD para
um bom crescimento e integridade imunolégica de camardes e peixes tropicais esta
compreendida entre 4 a 15 mg/L. Dessa forma, os valores obtidos neste trabalho
condizem com o padrao adequado para a espécie.

Os sélidos sedimentaveis (SS) da agua de cultivo apresentaram diferencga
estatistica entre os fermentados probidticos aplicados (p<0,05; Grafico 03). Os
tratamentos submetidos a aplicacdo dos fermentados probidticos FA, FM e FMA
apresentaram valores médios de SS superiores ao CTL e tratamento BM. E possivel
que a fermentagdo com o uso do probidtico com melago de cana-de-agucar e (ou)
farelo de arroz tenha favorecido valores mais elevados de SS. As quantidades desses

insumos aplicados nos tanques experimentais foram também mais elevados do que
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os utilizados no CTL e BM, esses com o uso isolado do probiético ou melago. Os
valores de SS encontrados nesse estudo estdo abaixo dos valores maximos de 15
mL/L sugeridos para maximizar o desempenho zootécnico de camardes marinhos
(TAW, 2012). Avnimelech (2009) recomendou valores de SS entre 20 e 40 mL/L em
sistemas de cultivo dominados por bioflocos. O SS representa uma leitura indireta da
concentracdo de flocos microbianos na agua de cultivo e, portanto, podem
desempenhar uma fungdo estratégica na remineralizacdo de matéria orgénica e

nitrificacao.

Grafico 03 — Dinamica dos soélidos sedimentaveis (mL/L) em fungdo dos dias de cultivo e fermentados
probiético aplicados. Cada ponto representa a média das leituras da agua de cultivo de dois tanques
realizadas com um cone de Imhoof de cada tratamento experimental. Letras em comum indicam

diferenga nao estatisticamente significativa (p<0,05) de acordo com o teste de Duncan.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Houve também variagdes nos valores de SS ao longo do periodo
experimental. Essas variagdes podem ser atribuidas ao regime de troca parcial de
agua, realizada semanalmente em todos os tanques de cultivo. Portanto, os aumentos
e decréscimos sucessivos de SS observados coincidem com os intervalos entre as
trocas de agua.

Os valores médios de alcalinidade na agua de cultivo ndo apresentaram
diferengas estatisticas significativas (P>0,05) entre os tratamentos experimentais. Os
valores minimos e maximos observados para alcalinidade foram de 128 mg/L CaCOs3
(FMA) e 179 mg/L CaCOs (FM). Os valores de alcalinidade recomendados para
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carcinicultura marinha variam entre 80 e 300 mg/L CaCOs. Esses intervalos sao
considerados adequados por promovem o tamponamento do pH da agua e o aumento
da produtividade primaria (SA, 2023). Vale destacar que durante o cultivo a
alcalinidade foi corrigida com aplicagdes de bicarbonato de sédio, afim de manté-la
em valores proximos a 150 mg/L CaCOs. Desta forma, os niveis de alcalinidade se
mantiveram 6timos durante todo o cultivo.

Dentre os compostos nitrogenados analisados, a amodnia total
nitrogenada n&o apresentou diferenga estatistica significativa entre os tratamentos
(P>0,05; Tabela 04). Foram observados valores entre 0 a 1 mg/L. Os valores minimo
e maximos de nitrito e nitrato foram de 0,75 e 5 mg/L e 0,25 e 80 mg/L,

respectivamente.

Tabela 04 — Compostos nitrogenados e alcalinidade no cultivo do camarao marinho
Penaeus vannamei durante o experimento em cada tratamento. Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05) de acordo com o teste a

posteriori de Duncan.

) Tratamentos
Parametros

CTL BM FA FM FMA

Alcalinidade Total
(mg/L CaCOs3)

151,22+11,06a 152,22+7,27a 155,00+12,57a 153,89+12,39a 152,89+12,19a

Ambnia Total (mg/L) 0,35+0,30a 0,36+0,28a 0,38+0,34a 0,32+0,33a 0,42+0,26a

Nitrito (mg/L) 3,97+1,27b 3,18+1,52ab 3,22+1,72ab 2,71+1,47a 3,74+1,26b

Nitrato (mg/L) 38,36+23,61d  29,75+21,87cd  23,22+11,47bc  14,44+11,44ab 11,94+6,40a

Fonte: Elaborada pelo autor.

A amodnia é incorporada nos sistemas aquaticos de cultivo através da
excrecao dos animais e de racdo nao consumida, sendo eliminada por meio da
decomposicdo e mineralizagdo bacteriana (COSTA et al.,, 2008). As mortalidades
relacionadas com a aménia geralmente estdo associadas a amdnia n&o ionizada
(NHs). Nesse experimento, a concentragdo maxima estimada de amdnia ndo ionizada
foi de 0,02 mg/L, exceto para o FMA que obteve o resultado de 0,03 mg/L. Ambos
valores estdo dentro dos valores aceitaveis para organismos aquéticos cultivados (SA,
2023).
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Segundo Sa (2023), o nitrito € um composto menos toxico aos animais
cultivados quando mantidos em agua salgada. Isso ocorre devido ao gradiente de
concentracéo entre os ions Cl- e N-NO2 na agua. Se houver grandes quantidades de
CI-disponivel na agua, a absorcao branquial de nitrito é insignificante. Pereira et al.
(2022), estudaram os efeitos da toxicidade do nitrito em aguas com 15 ppt de
salinidade e concluiu que a concentragao ideal de nitrito € abaixo de 6,1 mg/L. Durante
o cultivo, o nitrito se manteve dentro dos padrdes ideais para o cultivo de camardes
em todos os tanques. Entretanto, vale destacar que o CTL, que nao utilizou probiético,
apresentou valores mais elevados de nitrito. Portanto, esse resultado sugere um efeito
positivo do probidtico sobre a diminuigdo desse composto nitrogenado.

Alves Neto et al. (2022) estudando o efeito da toxicidade do nitrato para
organismos aquaticos identificaram que o LC-50 para o nitrato em aguas de salinidade
de 5 ppt se estabeleceu proximo a 500 mg/L. Ao submeter os animais em aguas com
concentragao superiores de salinidade (10 ppt) os autores perceberam uma regressao
linear na mortalidade dos camardes. Pereira et al. (2022) em cultivo com salinidade
de 11 ppt identificaram que os valores ideais de nitrato no cultivo devem sempre se
manterem abaixo de 220 mg/L. Portanto, os niveis de nitrato encontrados no

experimento estdo dentro da faixa ideal para o cultivo de camarao marinho.
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4.4 Analises Microbiolégicas

As analises microbiolégicas de bactérias heterotréficas totais, Lactobacillus
spp., Vibrio spp. e leveduras no periodo de 15 e 60 dias de cultivo na condi¢ao controle
(CTL), tratamento com probidtico (BM) e tratamentos utilizando fermentados de
probiotico com farelo de arroz (FA), probidtico com melago de cana-de-agucar (FM) e
probidtico com farelo de arroz e melago de cana-de-agucar (FMA) podem ser

observadas na Tabela 05.

Tabela 05 - Valores das quantificagdes de bactérias heterotréficas totais, Lactobacillus spp., Vibrio spp.
e de leveduras nas diferentes condigbes experimentais com 15 e 60 dias de cultivo. Letras diferentes
no mesmo grupo de microrganismos indicam diferengas estatisticas por One-Way ANOVA com teste
de Tukey (valor-p < 0,05).

15 dias
CTL BM FA FM FMA

Vibrio spp. 3,21x10% + 5,52x10° + 3,24x10°% + 2,46x10° + 2,60x10° +
1,23x10%ab | 1,10x10%a 1,99x10%ab | 1,15x10%b 1,27x10%b

Heterotroficos | 2,28x10°+ 2,03x10%+ 2,94x10%+ 1,84x10%+ 3,90x10% +
totais 1,23x10%a 1,19x10%a 1,46x10%a 7,62x10% a 2,47x10*b
Lactobacillus 0.00x10° b 1,00x10" + 1,00x10" + 1,00x10" + 1,00x10" +
spp. ’ 0,00x10° a 0,00x10° a 0,00x10%a 0,00x10°%a
Leveduras 0.00 x10° ¢ 2,33x10" + 3,67x10" 7,25x10" + 6,13x10" +
' 1,75x10" b 2,42x10'ab | 4,74x10"a 3,40x10" a

60 dias
CTL BM FA FM FMA

Vibrio spp. 2,67x10° + 9,38x10% + 6,76x10% £ 2,72x10% + 1,60x10° +
1,49x10% a 3,50x10%b 3,58x10%b 7,77x10" ¢ 3,61x10%a

Heterotréficos | 3,61x10% + 2,63x10% + 3,17x10% + 2,93x10% + 2,61x10% +
totais 1,56x10% b 8,06x10%a 5,46x10%a 9,69x10%a 6,40x10%a
Lactobacillus 0 2,00x10" + 3,82x10%+ | 6,30x10% + 3,48x10° £
spp. 0.00x10°d | 4'10x10'c | 3.52x102a | 1.99x102b | 1.65x10°a
Leveduras 0.00x10° 5,33x10" + 1,15x10% + 8,86x10" + 1,12x10% +

’ 3,67x10'b 5,36x10"a 3,63x10"ab | 6,05x10"ab

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados das analises microbioldgicas no periodo de 15 dias de cultivo
para bactérias heterotréficas totais, Lactobacillus spp., leveduras e Vibrio spp. podem

ser observados a seguir (Grafico 04).
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Grafico 04 — Contagens de Vibrio spp., bactérias heterotroficas totais, Lactobacillus spp. e leveduras
apos 15 dias de cultivo. Letras diferentes no mesmo grupo de microrganismos indicam diferenca

estatistica por One-Way ANOVA com teste de Tukey (valor-p < 0,05).
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As analises microbiolégicas revelaram concentracbes de bactérias
heterotroficas totais na condigdo CTL de 2,28x10° UFC/mL e nos tratamentos BM, FA,
FM e FMA de 2,03x10% UFC/mL, 2,94x10% UFC/mL, 1,84x10° UFC/mL e 3,90x10*
UFC/mL, respectivamente.

As analises estatisticas demonstraram que as quantificagdes de bactérias
heterotroficas totais sdo semelhantes entre todos os tratamentos, com excec¢ao da
condicdo FMA. A utilizacdo de probidticos e/ou fontes de carbono influenciam no
aumento do numero de células microbianas na agua de cultivo. Na condigédo CTL,
ocorreu bioestimulo nas comunidades de microrganismos heterotréficos totais devido
ao uso de melago de cana-de-agucar. Na condicado BM, ocorreu bioaumento devido a
aplicagao de cultura probidtica e nas condi¢des de probidtico com fermentado ocorreu
tanto bioaumento como bioestimulo das comunidades microbianas. Foi observado
que independente de ser realizado bioaumento, bioestimulo ou ambos, as cargas de
bactérias heterotroficas totais foram similares numericamente. Apesar da semelhanga
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na carga de bactérias heterotréficas totais, a microbiota nas condi¢ées com probidtico
e/ou probidtico com fermentado s&do compostas, principalmente, por microrganismos
benéficos provenientes das culturas probidticas em associagdo com o0s
microrganismos ambientais do cultivo, enquanto na condicdo controle os
microrganismos heterotroficos sdo compostos exclusivamente pelos microrganismos
ambientais.

Os grupos microbianos de Lactobacillus spp. e leveduras ndo foram
detectados na condicdo CTL, sem adi¢ao de probidtico, com 15 dias de cultivo. Os
tratamentos BM, FA, FM e FMA, que receberam cultura de probidtico e/ou probidtico
com fermentado, apresentaram valores médios para Lactobacillus spp. de 1,00x10’
UFC/g e valores para leveduras de 2,33x10' UFC/g, 3,67x10' UFC/g, 7,25x10" UFC/g
e 6,13x10" UFC/g, respectivamente.

A presenga de bactérias do género Lactobacillus e de leveduras é
importante para a promog¢ao da sanidade animal, pois estes microrganismos sao
produtores de acidos organicos e/ou moléculas com atividade antimicrobiana que
auxiliam no combate de patogenos. Adicionalmente, as leveduras possuem
importancia nutricional, sdo produtoras de vitaminas e possuem em sua parede celular
moléculas de B-glucanas que auxiliam na modulacdo da imunidade, o que demonstraa
importancia desses probidticos para os animais € os ambientes de cultivo (Popov et
al., 2020).

As analises microbiolégicas de Vibrio spp. com 15 dias de -cultivo
apresentaram valores na condicdo CTL de 3,21x103 UFC/mL e nos tratamentos BM,
FA, FM e FMA de 5,52x10% UFC/mL, 3,24x103 UFC/mL, 2,46x102 UFC/mL e 2,60x103
UFC/mL, respectivamente. Pode-se observar que as concentragbes de Vibrio spp.
com 15 dias foram menores em relacao as bactérias heterotréficas totais. Esta relacao
onde ocorre uma maior carga de microrganismos heterotréficos totais comparado aos
vibrios € importante e pode auxiliar na inibicado de quorum sensing patogénico.

O quorum sensing € um tipo de comunicagao intercelular mediado por
sinais quimicos dependentes da densidade populacional que € usado por
microrganismos para induzir um ataque ao hospedeiro, a formagao de biofilme, a
esporulagao, dentre outras respostas celulares (Waters & Bassler, 2005).

Os resultados das analises microbiolodgicas no periodo de 60 dias de cultivo
para bactérias heterotroficas totais, Lactobacillus spp., Vibrio spp. e leveduras estao

apresentados a seguir (Grafico 05).
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Grafico 05 — Contagens de Vibrio spp., bactérias heterotroficas totais, Lactobacillus spp. e leveduras
apos 60 dias de cultivo. Letras diferentes no mesmo grupo de microrganismos indicam diferenca

estatistica por One-Way ANOVA com teste de Tukey (valor-p < 0,05).
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As analises microbiolégicas revelaram que a carga de bactérias
heterotréficas totais diminuiu com 60 dias quando comparadas as analises de 15 dias
de cultivo. Os valores observados foram de 3,61x102, 2,63x103, 3,17x103, 2,93x103%e
2,61x103 UFC/mL nos tratamentos CTL, BM, FA, FM e FMA, respectivamente.

Nao foi observada diferenga significativa entre os tratamentos BM, FA, FM
e FMA. A condigdo CTL apresentou diferenca significativa quando comparada aos
demais tratamentos. Essa diferenga pode ser justificada pelo uso de probidticos e/ou
probidticos com fermentados que mantiveram a carga de bactérias heterotroficas
totais no sistema devido as aplicagdes continuas na agua ao longo do cultivo.

Na avaliagdo das morfologias coloniais durante a contagem de Unidades
Formadoras de Colbénias (UFC) foi constatada diferenca na diversidade morfolégica
entre as col6nias na condigao controle quando comparadas aos demais tratamentos.
Na condicdo CTL, foi observada a predominancia de coldénias mucilaginosas e
pequenas, enquanto que nos tratamentos com probidtico e/ou probiético com

fermentado foram verificadas a predominancia de col6nias secas, grandes e opacas,



54

caracteristicas morfolégicas tipicas das cepas de Bacillus subtilis, Bacillus

licheniformis e Bacillus pumilus contidos no produto comercial BM-PRO® (Figura 06).

Figura 06 — Aspecto das morfologias coloniais em cada um dos tratamentos observadas nas placas de
Petri contendo diferentes meios de cultura durante o monitoramento de 60 dias de cultivo para os
grupos de microrganismos: A. Vibrio spp.; B. Bactérias heterotroficas totais; C. Lactobacillus spp. e D.

Leveduras.

Fonte: BIOTRENDS — Solugbes Biotecnolégicas (2024).

As analises microbiologicas de Lactobacillus spp. e leveduras revelaram
que mesmo apos 60 dias de cultivo ndo foi detectada a presenga desses grupos
microbianos na condicdo controle. Nos tratamentos com probidticos e/ou probidticos
com fermentado foi constatado um aumento de Lactobacillus spp. e de leveduras
quando comparado com as cargas encontradas com 15 dias de cultivo. Os
Lactobacillus spp. apresentaram valores de 2,00x10" UFC/mL, 3,82x103 UFC/mL,
6,30x102 UFC/mL e 3,48x103 UFC/mL para os tratamentos BM, FA, FM e FMA,
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respectivamente. As leveduras apresentaram valores de 5,33x10" UFC/mL, 1,15x102
UFC/mL, 8,86x10" UFC/mL e 1,12x10% UFC/mL, respectivamente.

As analises estatisticas demostraram que as condi¢gdes onde foram
inoculados probidticos com fermentados (FA, FM e FMA) na agua de cultivo
apresentaram resultados significativamente superiores de Lactobacillus spp. quando
comparado ao tratamento com o probidtico apenas ativado (BM), demonstrando que
as culturas fermentadas entregam uma maior quantidade de cepas probidticas do
género Lactobacillus ao sistema de cultivo.

A elevada concentracdo de acucares nas culturas fermentadas e a alta
concentragdo do indculo microbiano utilizando o probidtico BM-PRO® favorecem o
processo fermentativo com produgado de acido latico pelas cepas de Lactobacillus
plantarum e Lactobacillus acidophilus do probiotico comercial, promovendo o
crescimento deste grupo de microrganismos. O bioaumento de Lactobacillus spp. nas
aguas de cultivo apds sucessivas aplicagdes das culturas fermentadas promove uma
melhora na sanidade do sistema, ndao s6 pelo aumento do numero de células na agua,
mas também pela entrega de metabdlitos microbianos com fungdes biologicas
importantes para inibicao de patdégenos, como os acidos organicos e as bacteriocinas,
que sao minipeptideos que tém potente agédo antimicrobiana (Popov et al., 2020).

No monitoramento de Vibrio spp., os resultados revelaram que em todos os
tratamentos avaliados houve uma queda relevante na concentragéo de vibrios quando
comparados aos resultados obtidos com 15 dias de cultivo, com exce¢ao da condigao
controle. No monitoramento de Vibrio spp. com 60 dias de cultivo foram encontrados
valores na condicdo CTL de 2,67x103 UFC/mL e nos tratamentos BM, FA, FM e FMA
de 9,38x10% UFC/mL, 6,76x102 UFC/mL, 2,72x10? UFC/mL e 1,60x10% UFC/mL,
respectivamente.

Esses dados revelaram que a condigdo CTL apresentou a maior carga de
Vibrio spp. e que o tratamento FM apresentou a menor carga. Estatisticamente, o
tratamento FM diferiu significativamente de todos os outros, os tratamentos BM e FA
foram semelhantes entre si e tiveram os valores de Vibrio spp. maiores que o
tratamento FM. Nos tratamentos CTL e FMA, as contagens nao diferiram entre si e
apresentaram os maiores valores de Vibrio do monitoramento.

E importante ressaltar que esses dados corroboram com os resultados de
sobrevivéncia nos tanques. A carga de Vibrio spp. seguiu inversamente proporcional

ao percentual de sobrevivéncia, sendo maior na condicdo CTL que teve menor
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sobrevivéncia (46,1%), seguido pelos tratamentos FMA, BM e FA que apresentaram
49,8%, 62,8% e 65,7%, respectivamente, e, por ultimo o tratamento FM que teve a
maior sobrevivéncia (88,3%). Esses resultados indicam que a quantidade de Vibrio
spp., pode ter interferido negativamente na sobrevivéncia dos animais conjuntamente
com as cargas do virus da IMN.

O tratamento FM apresentou a maior taxa sobrevivéncia e a menor carga
de bactérias do género Vibrio. A estratégia do tratamento FM foi baseada na utilizagao
de fermentado de probidtico com melagco de cana-de-agucar como fonte de carbono
exclusiva. Essa peculiaridade pode ter gerado uma fermentagao diferenciada em
relacdo a bacteriocinas e acidos lacticos, moléculas que sao altamente eficientes no
combate de Vibrio spp. (DEVI; REBECCA; SUMATHY, et al., 2013; NAIEL et al., 2021;
WANG et al., 2020), favorecendo a obtencdo de um resultado otimizado na
convivéncia com patdégenos.

O melago de cana-de-agucar € composto por agucares de facil assimilagao,
principalmente sacarose, e sua adi¢gao no sistema produtivo promove o crescimento
dos microrganismos presentes no ambiente, tanto benéficos, como probidticos,
quanto maléficos, como vibrios. Em muitas situag¢des, a aplicagao de melago de cana-
de-acgucar diretamente na agua do sistema produtivo, como realizado na condigao
CTL, pode gerar um aumento de patégenos e ativagdo de quorum sensing patogénico.
Essa desregulagcdo na microbiota promove o surgimento de um sistema de
comunicagao entre bactérias dependente da densidade populacional, onde as
bactérias produzem, detectam e respondem a compostos sinalizadores regulando a
ativagao e a expressao de diferentes genes, dentre estes podem ser ativados fatores
de viruléncia para surgimento de doengas.

No entanto, quando o melago de cana-de-agucar € utilizado associado a
processos fermentativos, como realizado no tratamento FM, ele propicia um estimulo
prioritario dos probidticos e pode promover beneficios de sanidade aos animais.

Na fermentacao utilizando probiotico e melago de cana-de-agucar, os
microrganismos estao adaptados e crescendo utilizando a fonte de carbono disponivel,
ou seja, as vias metabdlicas de produgao de enzimas que degradam a sacarose ja
estdo ativadas. Quando essa cultura fermentada € adicionada a agua de um sistema
produtivo, as bactérias e leveduras probidticas entram no ambiente continuando a
metabolizagdo do carbono disponivel, enquanto a microbiota ambiental ira identificar

0 acgucar e iniciar a ativagado dos genes para comegar a degradar a nova fonte de
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carbono. Essa estratégia de aplicagdo de melago de cana-de-agucar fermentado com
probidtico promove uma vantagem competitiva de metabolizagao prioritaria do
carbono pelos microrganismos probioticos em relagdo aos microrganismos ambientais,
além de entregar probidticos aumentados e seus metabdlitos no sistema.

Apds 60 dias de cultivo, foi observado que a carga de bactérias
heterotroficas totais foi maior quando comparada a de vibrios nos tratamentos BM, FA,
FM e FMA, que utilizavam probidtico e/ou probidtico com fermentado. Por outro lado,
na condigdo CTL, sem utilizagdo de probidtico, a carga de vibrios foi superior a carga
de bactérias heterotroficas totais. Outro ponto que merece destaque é a auséncia de
lactobacilos e leveduras na condicdo CTL. Esses resultados sugerem que a baixa
sobrevivéncia na condi¢cdo controle pode estar relacionada com a menor diversidade
microbiana e a auséncia de microrganismos probioticos, o que pode ter favorecido a
ativagao de quorum sensing patogénico de Vibrio ssp. associada a infecgcdo com o
IMNV.

O tratamento FM, que utilizou fermentado de probidtico com melago de
cana-de-agucar, apresentou a maior diferenca entre a quantidade de bactérias
heterotréficas totais e Vibrio spp., indicando que, provavelmente, ha um limite entre
essas duas comunidades microbianas que favorece a inibicdo do quorum sensing
patogénico nas bactérias do género Vibrio. Esse fato associado a influéncia positiva
da presenca de Lactobacillus e leveduras e seus metabdlitos, como acidos organicos
e bacteriocinas, pode ter colaborado com os maiores resultados de sobrevivéncia.

A relagao entre essas comunidades pode ter contribuido significativamente
para o aumento da diversidade microbiana, melhora de imunidade, aumento da
exclusao competitiva entre microrganismos, inibicao da expressao de quorum sensing
patogénico e, consequentemente, aumento da capacidade de convivéncia com
patdbgenos bacterianos e virais, o que pode ser evidenciado nos resultados dos
ensaios zootécnicos.

O desenvolvimento sustentavel da carcinicultura depende de animais
saudaveis que se desenvolvam em ambientes microbiologicamente equilibrados
possuindo maior proporcdo de microrganismos benéficos quando comparado a
patdgenos. Essa microbiota ambiental equilibrada influencia diretamente a microbiota
do sistema digestivo no animal, evitando a desregulacdo da microbiota intestinal,
conhecida como disbiose, e, consequentemente a ativagdo de doengas por quorum

sensing. Outro ponto importante, € a interagdo entre a microbiota equilibrada do
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animal e seu sistema imune para promover a regulagdo das barreiras imunoldgicas,
que € essencial para potencializar a prote¢cao contra patégenos bacterianos e virais.
O entendimento das dindmicas microbianas nos ambientes de cultivo &
fundamental para se obter maior biosseguranga e sustentabilidade, além de elevar o
nivel das tomadas de decisdes no dia a dia, possibilitando o uso de ferramentas e
estratégias mitigadoras mais efetivas e seguras para convivéncia com patégenos nos

sistemas produtivos.
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5 CONCLUSAO

A aplicagao da cultura fermentada com probiético comercial e melago de
cana-de-agucar na agua de cultivo intensivo de camarao resultou em um efeito
significativamente positivo na sobrevivéncia final e na produtividade de juvenis de P.
vannamei infectados com o virus da IMN. Esse efeito foi corroborado pelas analises
das comunidades microbianas da agua que demonstraram a colonizagdo de grupos
probidticos de Bacillus, Lactobacillus e leveduras associado a inibicdo de
comunidades de Vibrio. Adicionalmente, as analises de RT-PCR nos camardes
despescados demonstraram uma menor carga do IMNV quando comparado aos
demais tratamentos experimentais. Esses fatores favoreceram os resultados
diferenciados na convivéncia com os patdégenos bacterianos e virais durante os
estudos zootécnicos.

A utilizacdo dos probidticos na agua de cultivo também demonstrou eficacia
em controlar e diminuir os niveis de nitrito e nitrato na agua.

Estudos futuros devem considerar avaliagbes dos fermentados em
condi¢des de auséncia do IMNV para compreender seus mecanismos de acao e como

também a presenca de compostos bioativos.
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A - DIAGNOSTICO VIRAL NO INiCIO DO EXPERIMENTO

Centro de Diagnéstico de Enfermidades de Organismos Aquditicos - CEDECAM mM

Instituto de Ciéncias do Mar - LABOMAR
Universidade Federal do Ceara PROAQUA
Projeto de Exlensac

RESUMO DO DIAGNOSTICO VIRAL

DADOS GERAIS
Fazenda/Origem CEAC — Alberto Jorge Pinto Nunes
Localidade Eusebio-CE

Numero de Amostras | 1

Dia de recebimento 03 de Julho de 2023

Virus Analisados Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) e Virus da

Mionecrose Infecciosa (IMNV)

Método Quantitativo gPCR / TagMan Reagentes
Material analisado Pds-larva de camaréo Penaeus vannamei
RESULTADOS
Amostra Unica — Pés-larva
Virus Conclusdo Diagndstica Carga Viral Média (c6pias/pug de DNA ou RNA)
Wssv NAO DETECTADO '
IMNV NAO DETECTADO -

Endereco: Avenida Abolicao, 3207- Fortaleza, Ceara, 60165-081
Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028



Centro de Diagnéstico de Enfermidades de Organismos Aquaticos - CEDECAM mM

Instituto de Ciéncias do Mar — LABOMAR
Universidade Federal do Ceara PR 0 AQUA
R Ao g e )

RELATORIO DESCRITIVO DO DIAGNOSTICO MOLECULAR

Ao Sr. Alberto Jorge Pinto Nunes

Fortaleza, 07 de Julho de 2023

A presente analise molecular foi realizada a partir de UMA amostra denominada
“Unica-Pos-larva”. Apés analise qualitativa por gqPCR em tempo real, utilizando os
sistemas de detecgdo TagMan Reagents® e a plataforma ABI 7500 (Applied
Biosystems®) para a detecgado dos virus da sindrome da mancha branca (WSSV) e

virus da mionecrose infecciosa (IMNV), tem-se os resultados a seguir especificadaos:

# Amostra Unica - Pés-larva

Material Analisado: Pés-larva de camarao Penaeus vannamei
Qualidade da Amostra no recebimento: Satisfatoria
Quantidade de DNA e RNA extraido: Satisfatérios

Repetigoes Carga Viral (copias de WSSV/ug de Carga Viral (copias de IMNV/pg
DNA) de RNA)
Unica-A NAO DETECTADO NAO DETECTADO
Unica-B NAO DETECTADO NAO DETECTADO
Carga Viral média NAO DETECTADO NAO DETECTADO
Percentual de Detecgio 0%(0/2) 0%(0/2)

Conclusao diagnéstica:
s WSSV nio foi detectado na amostra Unica.

e IMNV nio foi detectado na amostra Unica.

Endereco: Avenida Abolicdo, 3207- Fortaleza, Ceard, 60165-081
Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028
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Instituto de Ciéncias do Mar — LABOMAR
Universidade Federal do Ceara PR 0 AQU A

Projeto de Extensac

Primers utilizados para Detecgdo de WSSV e IMNV

. . . Acesso
ID Primer Sequéncia 5'-3’ Amplicon
GenBank
WSS1011F TGGTCCCGTCCTCATCTCAG
WSS1079R GCTGCCTTGCCGGAAATTA 69 pb AF332103

Fonte: OIE(2009)

. N . Acesso
ID Primer Sequéncia 5°-3’ Amplicon
q P GenBank
IMNV412F GGACCTATCATACATAGCGTTTGCA
IMNV545R AACCCATATCTATTGTCGCTGGAT 134 pb AY570982

Endereco: Avenida Abolicdo, 3207- Fortaleza, Ceard, 60165-081
Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028
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Instituto de Ciéncias do Mar —- LABOMAR
Universidade Federal do Ceara

Projeto de Extensac

Grafico de Amplificagao para a detecgao de WSSV
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Endereco: Avenida Abolicdo, 3207- Fortaleza, Ceard, 60165-081
Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028
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Projeto de Extensac

Grafico de Amplificagao para a detecgao de IMNV
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Endereco: Avenida Abolicdo, 3207- Fortaleza, Ceard, 60165-081
Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028
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APENDICE B - DIAGNOSTICO VIRAL APOS O EXPERIMENTO

Centro de Diagnostico de Enfermidades de Organismos Aquiticos - CEDECAM mM

Instituto de Ciéncias do Mar - LABOMAR
Universidade Federal do Ceara

RESUMO DO DIAGNOSTICO VIRAL

DADOS GERAIS
Fazenda/Origem Biotrends -Solugdes Biotecnologicas
Localidade Eusébio-CE

Nimero de Amostras | 5
Dia de recebimento 11 de Qutubro de 2023

Virus Analisados Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV)
Método Quantitativo gPCR / TagMan Reagentes e Qualitativo SYBR
Green Reagentes
Material analisado Camarao Penaeus vannamei
RESULTADOS
IMNV
Amostra Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
(WOAH*) (Adaptado WOAH) (Cedecam)
T1 NAO DETECTADO DETECTADO NAQ DETECTADO
T2 NAO DETECTADO DETECTADO NAO DETECTADO
T3 NAO DETECTADO DETECTADO NAO DETECTADO
T4 NAO DETECTADO DETECTADO NAO DETECTADO
T5 NAO DETECTADO DETECTADO NAO DETECTADO

WOAH: Organizacdo Mundial para Satide Animal

Enderego: Avenida Aboligdo, 3207- Fortaleza, Ceara, 60165-081
Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028



Centro de Diagnostico de Enfermidades de Organismos Aquiticos - CEDECAM
Instituto de Ciéncias do Mar - LABOMAR
Universidade Federal do Ceara

RELATORIO DESCRITIVO DO DIAGNOSTICO MOLECULAR

A BIOTRENDS SOLUCOES BIOTECNOLOGICAS

mm
PROAQUA

Fortaleza, 19 de Outubro de 2023

A presente andlise molecular foi realizada a partir de CINCO amostras denominadas

“T17, “T2", “T3", “T4” e “T5”". Apos andlise qualitativa por gPCR em tempo real, utilizando

os sistemas de deteccdo SYBR Green/TagMan Reagents® e a plataforma ABI 7500

(Applied Biosystems®) para a deteccéo do virus da mionecrose infecciosa (IMNV), tem-

se os resultados a seguir especificados:

# Protocolo 1 - Primers WOAH (qPCR - TagMan)

Material Analisado: Camarao Penaeus vannamei

Qualidade da Amostra no recebimento: Satisfatoria

Quantidade de RNA extraido: Satisfatéria

Amostra IMNV Carga Viral (cépias de IMNV/ug
Repetigbes Repeticéo 1 Repetigdo 2 de RNA)
T1 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO
T2 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO
T3 NAO DETECTADO NAQ DETECTADO NAO DETECTADO
T4 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAG DETECTADO
T5 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO

Conclusao diagnéstica:

e IMNV néo foi detectado nas amostras “T1”, “T2", “T3”, “T4” e “T5".

Enderego: Avenida Aboligdo, 3207- Fortaleza, Ceara, 60165-081
Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028
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mm
PROAQUA

# Protocolo 2 - Primers adaptado de WOAH (2° Passo - nesfed-PCR)

Material Analisado: Camarao Penaeus vannamei

Qualidade da Amostra no recebimento: Satisfatoria

Quantidade de RNA extraido: Satisfatoria

Amostra Carga Viral estimada
Repetigoes Ct médio (amostra) Ct médio (controle positivo IMNV) (copias de IMNV/ug de
T1 13,96 10,91 < 2?1':15)1 o
T2 11,06 10,91 <2,01x10°
T3 13,88 10,91 <2,01x%10*
T4 16,23 10,91 <201 =10
T5 15,12 10,91 <2,01x10*

Conclusao diagnéstica:

¢ |IMNV foi detectado nas amostras “T1”, “T2", “T3”, “T4” e “T5".

# Protocolo 3 - Primerinterno - desenho CEDECAM (qPCR - SYBR)

Material Analisado: Camarao Penaeus vannamei

Qualidade da Amostra no recebimento: Satisfatoria

Quantidade de RNA extraido: Satisfatéria

Amostra Carga Viral (cépias de IMNV/ug
Repetiges Repetigéo 1 Repetigdo 2 de RNA)
T NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO
T2 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO
T3 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO
T4 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO
T5 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO

Conclusao diagnéstica:

« IMNV néo foi detectado nas amostras “T1”, “T2”, “T3”, “T4” e “T5".

Enderego: Avenida Aboligdo, 3207- Fortaleza, Ceara, 60165-081
Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028
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Primers utilizados para Detecgao de IMNV

Protocolo 1 — Primers WOAH especificos para qPCR, juntamente com sonda de hidrélise

" S N Acesso
ID Primer Sequéncia 5’-3’ Amplicon
9 P GenBank
IMNV 412 F GGACCTATCATACATAGCGTTTGCA
IMNV 545 R AACCCATATCTATTGTCGCTGGAT 134 pb AY570982

Sonda TagMan® IMNV FAM-CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG-TAMRA

ANDRADE T.P.D., SRISUVAN T., TANG K.F.J. & LIGHTNER D.V. (2007). Real-time reverse transcription
polymerase chain reaction assay using TagMan probe for detection and quantification of infectious myonecrosis virus
(IMNV). Aquaculture, 264, 9—15,

Protocolo 2 — Primers WOAH (2° Passo — nested — PCR) adaptado para qPCR (SYBR)

5 O g Acesso
ID Primer Sequéncia 5-3’ Amplicon
q P GenBank
IMNV 4725 NF GGCACATGCTCAGAGACA
139 pb KJ636783.2
IMNV 4863 NR AGCGCTGAGTCCAGTCTTG

POULOS B.T. & LIGHTNER D.V. (2006). Detection of infectious myonecrosis virus (IMNV) of penaeid shrimp by
reverse- transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). Dis. Aquat. Org., 73, 69-72.

Protocolo 3 — Primers desenhado CEDECAM (ndo publicado oficialmente) para qPCR (SYBR)

; s i Acesso
ID Primer Sequéncia 5’-3’ Amplicon
q P GenBank
IMNV 340 F TGACGGCACAAAGAAGCAC
340 pb NC_007915.3
IMNV 340 R TCAAACATGTCCCACCCCTG

Enderego: Avenida Aboligdo, 3207- Fortaleza, Ceara, 60165-081
Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028
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Projeto de

Protocolo 1 — Primers WOAH especificos para qPCR, juntamente com sonda de hidrélise

Grafico de Amplificagdo para a detecgao de IMNV — Protocolo 1

Grafico de Amplificagao - IMNV
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Grafico obtido no Software7500 v.2.3 (Applied Biosystems)

Curva Padrao para IMNV - Protocolo 1
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Grafico obtido no Software7500 v.2.3 (Applied Biosystems)

Enderego: Avenida Aboligdo, 3207- Fortaleza, Ceara, 60165-081
Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028

@
QUA

79



80

Centro de Diagnostico de Enfermidades de Organismos Aquaticos - CEDECAM

Instituto de Ciéncias do Mar - LABOMAR
Universidade Federal do Ceara

Frojeto de

Protocolo 2 — Primers WOAH (2° Passo — nested — PCR) adaptado para gPCR (SYBR)

Grafico de Amplificagao para a detecgao de IMNV — Protocolo 2

Grafico de Amplifcacao - IMNV
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Gréfico obtido no Software7500 v.2.3 (Applied Biosystems)

Curva de Melting para IMNV — Protocolo 2

Melt Curve - IMNV
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Grafico obtido no Software7500 v.2.3 (Applied Biosystems)
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Frojeto de

Protocolo 3 — Primers desenhado CEDECAM (ndo publicado oficialmente) para qPCR (SYBR)

Grafico de Amplificagdo para a detecgdo de IMNV — Protocolo 3

Grafico de Amplificagao - IMNY
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Gréfico obtido no Software7500 v.2.3 (Applied Biosystems)

Curva de Melting para IMNV - Protocolo 3

Melt Curve - IMNV
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Gréfico obtido no Software7500 v.2.3 (Applied Biosystems)
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RESUMO DO DIAGNOSTICO VIRAL
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DADOS GERAIS

Fazenda/Origem

Biotrends -Solugdes Biotecnoldgicas

Localidade

Eusébio-CE

NlOmero de Amostras

5

Dia de recebimento

11 de Outubro de 2023

Virus Analisados

Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) e Virus da

Infeccao Hipodermal e Necrose Hematopoiética (IHHNV)

Método

Quantitativo gPCR / TagMan Reagentes e Qualitativo SYBR

Green Reagentes

Material analisado

Camarao Penaeus vannamei

RESULTADOS
Amostra WSSV IHHNV
T1 NAO DETECTADO NAQ DETECTADO
T2 NAO DETECTADO NAQ DETECTADO
T3 NAO DETECTADO NAQO DETECTADO
Ta NAO DETECTADO NAO DETECTADO
T5 NAO DETECTADO NAO DETECTADO

Endereco: Avenida Abolicdo, 3207- Fortaleza, Ceara, 60165-081

Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028
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Fortaleza, 19 de Outubro de 2023

A presente analise molecular foi realizada a partir de CINCO amostras denominadas

‘", “T2?, “T3", “T4” e “T5". Apds andlise qualitativa por gPCR em tempo real,

utilizando os sistemas de detecgcao SYBR Green/TagMan Reagents® e a plataforma

ABI 7500 (Applied Biosystems®) para a detecgdo dos virus da sindrome da mancha

branca (WSSV) e virus da infeccéo hipodermal e necrose hematopoiética (IHHNV),

tem-se os resultados a seguir especificados:

# Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV)

Material Analisado: Camarao Penaeus vannamei

Qualidade da Amostra no recebimento: Satisfatoria

Quantidade de DNA extraido: Satisfatéria

Amostra
Repetigoes

WSssv

Carga Viral (copias de WSSV/ug

de DNA)

Repeticao 1

Repetigdo 2

T

NAO DETECTADO

NAO DETECTADO

NAO DETECTADO

T2

NAO DETECTADO

NAQ DETECTADO

NAQ DETECTADO

T3

NAO DETECTADO

NAO DETECTADO

NAO DETECTADO

T4

NAQ DETECTADO

NAQ DETECTADO

NAQ DETECTADO

T5

NAO DETECTADO

NAO DETECTADO

NAO DETECTADO

Concluséao diagnéstica:

« WSSV nio foi detectado nas amostras “T1”, “T2", “T3", “T4" e “T5".

Endereco: Avenida Abolicdo, 3207- Fortaleza, Ceara, 60165-081

Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028
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# Virus da Infec¢ao Hipodermal e Necrose Hematopoiética (IHHNV)

Material Analisado: Camarao Penaeus vannamei
Qualidade da Amostra no recebimento: Satisfatoria
Quantidade de DNA extraido: Satisfatéria

Amostra IHHNV Carga Viral (copias de
Repetigoes IHHNV/ug de DNA)
Repeticao 1 Repeticéo 2
T NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO
T2 NAO DETECTADOQ NAO DETECTADO NAQ DETECTADO
T3 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO
T4 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAQ DETECTADO
T5 NAO DETECTADO NAO DETECTADO NAO DETECTADO

Conclusao diagnéstica:

¢ |HHNV n&o foi detectado nas amostras “T1”, “T2", “T3", “T4” e “T5".

Primers utilizados para Detecgdo de WSSV e IHHNV

. L . Acesso

ID Primer Sequéncia 5’-3’ Amplicon

GenBank
WSS1011F TGGTCCCGTCCTCATCTCAG
WSS1079R GCTGCCTTGCCGGAAATTA 69 pb AF332103
Fonte: OIE(2009)
o BB PRSE 0 Acesso

ID Primer Sequéncia 5’-3 Amplicon GenBank
IHHNV1608F TACTCCGGACACCCAACCA 80 b )
IHHNV1688R GGCTCTGGCAGCAAAGGTAA

Endereco: Avenida Abolicdo, 3207- Fortaleza, Ceara, 60165-081

Telefones: +55 85 33667011 ou +55 85 33667028
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Projeto de Extensao

Grafico de Amplificag@o para a detecgdo de WSSV

Grafico de Amplificagao - WSSV
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Gréfico obtido no Software7500 v.2.3 (Applied Biosystems)

Curva Padrao para WSSV
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Grafico de Amplificag@o para a detecgdo de IHHNV

Grafico Amplificagao - [HHNV
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Gréfico obtido no Software7500 v.2.3 (Applied Biosystems)

Curva Padriao adaptada para IHHNV

Curva Padrao - IHHNV
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Projeto de

Curva de Melting para IHHNV
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Gréfico obtido no Software7500 v.2.3 (Applied Biosystems)
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