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RESUMO

Litopenaeus vannaméia principal espécie de camarao produzida coaierente no mundo.

O sistema de criagcdo de camarfes marinhos em dnsflé uma alternativa aos sistemas
convencionais pelo desenvolvimento de uma comuaidaidrobiana heterotrofica capaz de
manter a qualidade de agua e disponibilizar pratgiitrobiana como alimento. Nos animais
aquaticos, acredita-se que a comunidade microbinarato gastrintestinal (TGI) seja
influenciada pelo ambiente de criacdo, mas diferenitrobiota do ambiente, podendo ser
modificada por outros fatores, como a fase de debamento do animal. Neste estudo, foi
avaliada a microbiota do TGI do camatidwannameem cinco fases ao longo de um ciclo de
producdo: dez dias de pos-larva {ffle em quatro idades no sistema de bioflocos, apos
adaptacao as diferentes ra¢cfes de cada fase (BR1OR3 e CR4). As contagens bacterianas
da 4gua do sistema de criacdo e do conteudo derdis por¢cdes do TGl dos camardes foram
comparadas. Utilizou-se metodologia dependenteuttera em diferentes meios de cultura
para a enumeracdo e 0 isolamento dos micro-orgasjsseguida de identificacdo por
espectrometria de massa (MALDI-TOF). A microbiotaTds| apresentou maiores contagens
de micro-organismos do que as amostras de aguk. Brdéteobacteria foi dominante na agua
do sistema de criagdo e nas amostras obtidastdmaisligestivo dos camardes, seNdario

0 género predominante. As médias das contagenaatiérias heterotréficas e Wébrio spp.
diferiram (p<0,05) entre CR1 e CR4, sugerindo umento da densidade microbiana no TGl
com o aumento da idade do animal. Ndo houve umagéar na riqueza da microbiota do TGI
dos camardes nas diferentes fases de criagéo, omaspsicdo da microbiota modificou-se:
alguns géneros ocorreram exclusivamente em umentdetela faseEnterobactewerificado
somente em CR1 e CR2)cinetobacter e Kocuridoram identificados exclusivamente na
microbiota do TGI da fase k4. associada a outro ambiente de criagcdo, demodstrpre este
influencia a microbiota do TGI dos camarfes. As woitlades bacterianas das diferentes
porcbes do TGI dos camardes foram semelhantes Egéoea composicdo de géneros,
constatando-se médias menores (p<0,05) de contdgeniEro-organismos na por¢ao anterior,
comparada ao intestino médio. Os resultados deraomsjue a comunidade bacteriana do TGl
deL. vannamegé dinamica, sendo influenciada pela fase de dekemeamto do animal, pela
porcao do sistema digestivo e pelo meio ambienguabo animal € criado.

Palavras chavelitopenaeus vannameimicrobiota gastrintestinal, bioflocos, fases de

desenvolvimento



ABSTRACT

Litopenaeus vannam& the main commercially produced shrimp speawethée world. The
system of marine shrimp farming in bioflocs is dtermative to conventional systems by
developing a heterotrophic microbial community ddpaof maintaining water quality and
providing microbial protein as food. In aquatic raals, it is believed that the microbial
community of the gastrointestinal tract (GIT) isluenced by the raising environment, but
differs from the microbiota from the environmemgdacan be modified by other factors, such
as the development stage of the animal. In thidystthe microbiota of the gut of the
vannameshrimp was evaluated in five stages during a prtdo cycle: ten days post-larvae
(PL10) and four ages in the biofloc system, after adaptdo the different rations of each phase
(CR1, CR2, CR3 and CR4). The bacterial water cooirfse raising system and of the contents
of different portions of the GIT of the shrimps w&ompared. Culture-dependent methodology
was carried out using different culture media farumeration and isolation of the
microorganisms, followed by identification by meagsectrometry (MALDI-TOF). The GIT
microbiota had higher counts of microorganisms thawater samples. Proteobacteria phylum
was dominant in the water of the raising systemiartde samples obtained from the digestive
system of the prawns, beiMbrio the predominant genus. The mean counts of hebgtutr
bacteria and/ibrio spp. differed (p<0.05) between CR1 and CR4, suggean increase in
microbial density in GIT with increasing age of theimal. There was no change in the
microbiota richness of the shrimp gut in the défetrraising phases, but the composition of the
microbiota was modified: some genera occurred exadly at a given stag&(terobactemwas
verified only in CR1 and CR2AcinetobacterandKocuria were exclusively identified in the
PLio microbiota associated to another raising envirartpgemonstrating that it influences the
shrimp GIT microbiota. The bacterial communitieslod different portions of the GIT of the
shrimp were similar in relation to the compositadrgenders, with lower (p<0.05) mean counts
of microorganisms in the anterior portion, compatedhe medium intestine. The results
demonstrate that the bacterial community ofltheannameGIT is dynamic, and is influenced
by the stage of development of the animal, theigorbf the digestive system and the
environment in which the animal is raised.

Key words:Litopenaeus vannamegastrintestinal microbiota, biofloc, developmstages
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1. INTRODUCAO

O trato gastrintestinal dos animais constitui unossistema complexo que abriga uma
comunidade microbiana diversa. A influéncia destaabiota na modulag&o do sistema imune
(Smith et al, 2013), na resisténcia a colonizacédo por outragavarganismos (Charliet
al.,2013) e na nutricdo dos hospedeiros animais temisidnsivamente estudada em muitos
modelos de organismos vertebrados (Laycetclal, 2012). A composi¢cdo da comunidade
microbiana é hospedeiro-especifica, evoluindo agdala vida do individuo e sendo suscetivel
a modificagdes. Sendo assim, a caracterizagao ctabrota intestinal dos animais tem sido o
cerne para o entendimento das interacfes entre edwisps € micro-organismos,
funcionalidades metabdlicas no hospedeiro e o ioglamento com a saude animal. Essas
funcBes benéficas atribuidas a microbiota tém tamébéspertado o interesse da aquicultura.
Entretanto, o conhecimento sobre a ecologia miar@bdo trato gastrintestinal das espécies
aquéticas e suas interacdes ainda € limitado, tsolorem camardes da espécimpenaeus

vannamei.

O camarao branco do Pacifico é a principal espiigamarado produzida comercialmente no
mundo. A alta adaptabilidade as condi¢cdes climstidavido a rusticidade, rapidez no
crescimento e ampla faixa de tolerancia a salimds@lo caracteristicas que justificam a
preferéncia dos produtores de camardo por essa@iespéroporcionaram a expansao da
carcinicultura brasileira. O desafio desse setexgandir, tendo por base a sustentabilidade
técnica, socioecondmica e ambiental, visando ami@aicdo dos impactos socioambientais
(Tahim, 2008). Para enfrentar esse desafio, é sopr@ivel que ocorram mudancas nos
processos produtivos, com adocéo de tecnologiassraggradantes, com reducéo do uso de
recursos hidricos, emisséo de efluentes e da disaefio de doencas. Entre as tecnologias que
tiveram o seu desenvolvimento baseado nesses tmsidestaca-se a criacdo de camardes em
meio heterotrofico, também denominado de sistentaall®cos (Krummenaueet al, 2012).

O sistema de bioflocos € formado por agregadosoimiemnos que mantém a qualidade da agua
utilizada na criagdo dos camarbes e podem serviroctonte de alimento ao animal,

contribuindo para a reducgéo dos custos de prodiigaerencianet al, 2013).

Como ha evidéncias de que o ambiente de criachAeitia a composicdo da microbiota do

trato gastrintestinal dos organismos aquaticodd®uét al, 2012; Chaiyapechast al, 2012;
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Rungrassameet al, 2014) e que a comunidade microbiana intestinavates animais é
influenciada por habitos alimentares de seus hesmsd(Mezitiet al, 2012), a microbiota
gastrintestinal dos animais criados em sistemaadl®tos pode estar relacionada a microbiota
presente na agua desse sistema de criacdo. Etdretpesar de ser influenciada pelo ambiente
de criacdo, existem também evidéncias de que arddatde bacteriana do trato gastrintestinal
dos camardes difere da microbiota do ambiente gwircunda. As alteragdes na comunidade
bacteriana gastrintestinal dos camardes podem iassec as diferentes fases de
desenvolvimento dos animais, decorrentes das gltesafisiolégicas do sistema digestivo
(Harris, 1993) e as diferentes regides anatdmi@adrato gastrintestinal, resultante das
diferencas morfolégicas e funcionais de cada urtesdéohnsoet al, 2008). As modificagbes
da composicéo, quantitativa e qualitativa, do a@stessa gastrintestinal dos animais podem
resultar em uma menor imunidade, aumento do rigcootbnizacdo por micro-organismos
patogénicos e desordens gastrintestinais (Zoetemadl 2004). Por isso, existe um grande
interesse na determinacao da diversidade e estnuigrobiana gastrintestinal dos camaroes.

Os meétodos para o estudo da diversidade da miteol@mstrintestinal envolvem técnicas
dependentes e independentes de cultivo. Devidopagsibilidade de fornecer condi¢des
similares as encontradas no ambiente natural, tsdogmoleculares vém sendo intensamente
utilizados para a identificagdo e caracterizacabat#érias, em abordagens independentes de
cultivo (Toniniet al, 2011). No entanto, os métodos de cultivo, qusipdisam a obtencao de
culturas bacterianas puras, sdo fundamentais paeaaaterizacdo funcional definitiva das
bactérias e a definicdo de suas atividades bi@8gias interacdes bactéria-hospedeiro e
interacdes entre as bactérias, associadas a salEtesminantes de doengas do hospedeiro
(Lauet al, 2016; Rettedadt al, 2014).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi estumlacomunidade bacteriana do trato
gastrintestinal do camardo marinh@openaeus vannametriado em sistema de bioflocos,
comparando as diferentes fases de criacdo, bem @sndiferentes porcbes do trato
gastrintestinal dos animais. Utilizou-se metodaodgpendente de cultivo, com a adocao de
diferentes meios de cultura para a enumeracas@aniento dos micro-organismos, seguida
de identificagdo por espectrometria de massa pozagao e dessorgdo a laser assistida por
matriz (MALDI-TOF MS).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Panorama da carcinicultura mundial e brasileia

A carcinicultura, producao de crustaceos em amésertinfinados, originou-se no sudoeste do
continente asiatico, com a finalidade de subsigémor muitos séculos a atividade manteve
as caracteristicas artesanais (Carvalhal, 2005). O principal obstaculo ao desenvolvimento
do setor foi a reproducéo em cativeiro (Chamberaiervais, 1984). Os primeiros avangos
tecnolégicos ocorreram no Japédo, na década de He@Mdo Motosaku Fujinaga iniciou
trabalhos de larvicultura com o camarlllarsupenaeus japonicus obteve desovas em
laboratério (Chamberlain, 2011). Posteriormentiggenvolvimento de técnicas para a inducao
da maturacdo sexual das fémeas (King, 1948; Callld972; Chamberlain e Gervais, 1984) e
a reproducao, em cativeiro, do ciclo de vida cotopdi®s camardes possibilitou a obtencéo de
pés-larvas e viabilizou a producdo comercial deaz@es marinhos em larga escala (Aquacop,
1979; Carvalheet al, 2005). O processo de producao adotado na caultumia compreende
basicamente duas fases: a larvicultura, producgmsidarvas em laboratorios especializados,
e a engorda, que consiste no crescimento dos anatged obtencéo de indices comercializaveis
(Carvalhoet al, 2005).

Embora a carcinicultura tenha uma historia recemerelacdo aos demais segmentos da
aquicultura foi uma das atividades que mais serelpano mundo nas ultimas décadas. A
importancia da carcinicultura para o atendimentoedcente demanda mundial por camardes
pode ser melhor avaliada ao se analisar os dapgogados pela FAO (Organizacao da Nacdes
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura). A pigitiu mundial do setor, entre os anos de
1995 (928.329 t) e 2015 (4.875.793 t), apresentoinaremento de 425,23%, comparado com
a producao extrativista que teve, entre 1995 (20&64t) e 2015 (3.439.902 t), um aumento de
30,10% (FAO, 2017a; FAO, 2017b). Naturalmente, pseleconstatar que a producédo de
camardo advinda da aquicultura representou 58,68%ratlucdo mundial de camardes, em
2015.

Sem duvidas, a criacdo de peixes é 0 segmentoimpdéstante da aquicultura, em termos
quantitativos, representando 67,76% do total d&89B6902 t de animais aquaticos produzidos
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no mundo em 2015 (FAO, 2017a). Nesse mesmo ararcaicultura representou 6,36% da
producdo de animais aquéticos (FAO, 2017b). Non¢émtano mercado mundial, o camaréo
criado em cativeiro € uma das principaasnmoditie® que, fomentado em bases sustentaveis,
amplia a oferta e fortalece o comércio internadioBa 2015, esse crustaceo foi responsavel
por 15,81% do valor total dos produtos de pescadteccializados internacionalmente (FAO,
2017a; FAO, 2017h).

A producao mundial de camar&o proveniente da aluieLconcentra-se nos paises das costas
tropicais dos continentes asiatico e americano. 2845, 99,78% do total de camardes
provenientes da carcinicultura foram originarioss#es continentes, com destaque para o maior
produtor mundial, a China — representando 38,828saleroducdo - seguida por Indonésia
(12,20%), Vietna (11,28%), india (10,27%) e Tailé@n¢6,05%). O continente americano
contribuiu com 14,82% da producdo mundial, destiwa® como principais produtores o
Equador (8,26%), o México (2,67%) e o Brasil (1,43%A0, 2017b).

No Brasil, na década de 1990, a carciniculturaifigpulsionada com o dominio, pelos
laboratorios brasileiros, das tecnologias reladasa reproducao e producéo de pos-larvas da
espécie exodtica de camarao procedente do Padiftopenaeus vannameique demonstrou
alta adaptabilidade as condi¢des climaticas bressle introduzida no pais uma década antes
(Guerrelhas, 2003; Carvalled al, 2005; Natoriet al, 2011). A auto-suficiéncia na producao
de pds-larvas desta espécie de camarao possitalfimumacao de plantéis sem a dependéncia
de importagbes de animais, que também representagans de introducdo de doencas
(Carvalhoet al, 2005; Natorket al, 2011). De 1998 a 2003, a carcinicultura brasileresceu

em ritmo acelerado (figura 1), atingindo a marc&®@d 90 toneladas de camarao, em 2003
(FAO, 2017b).

Em 2004, um conjunto de fatores associados a \@@riagmbial e valorizagdo do Real em
relacdo ao dolar, ao impacto negativo da aplicalgibei Antidumpingdos Estados Unidos
contra 0 camarao de varios paises - entre elesBradi - e as enfermidades, particularmente
a Mionecrose Infecciosa Viral (IMNV), disseminadpsla intensificagdo dos sistemas
produtivos, ocasionou o declinio da producdo erdduytividade da carcinicultura brasileira
(Rocha e Rocha, 2011). Ajustes setoriais intera@si necessarios para orientar e reorganizar
a producado da carcinicultura brasileira que secin®u quase totalmente para o mercado

nacional, uma vez que os efeitos da crise desargartir de 2004, afetaram a competitividade
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do produto brasileiro no mercado internacional,ur@tto drasticamente as exportacdes
(ABCC, 2013). Além dos problemas descritos que twdnam com a diminuicdo das
exportacdes, o setor ainda enfrentou a ocorréneisuwltos de doencas e enfermidades,
dificuldades para obtencéo de licencas ambientaisfadta de investimentos e de politicas
especificas por parte do governo brasileiro pareefdar o desenvolvimento da carcinicultura
que impeliram uma estagnacao da producdo brasdeireamardo por mais de uma década
(figura 1) (ABCC, 2013; ACEB, 2014).
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FIGURA 1. Produgéo da carcinicultura brasileirae(fjre os anos de 1995 e 2016
Fonte: IBGE, 2016; FAO, 2017b

No ano de 2016, a producéo brasileira de camardsamou uma reducédo de 25,39% em
comparacao com a producédo de 20B%E, 2016; FAO, 2017b)O declinio da producéo de
camardes foi associado ao virus da mancha braneaatingiu as criacdes de camardes da
regido nordeste, causando alta mortalidade e poguecond6micos significativos aos
carcinicultores (IBGE, 2016). Mesmo com o decliméoproducéo, a criacdo de camardes, no
ano de 2016, alcancou um valor de producéo de B$M8des, representando um percentual

de 19,3% do valor da producéo da aquicultura l@asi(IBGE, 2016).

O nordeste brasileiro é a principal regido produtte camarao no pais. Mesmo com a reducao

na producao, esta regiao foi responsavel por 992 oducdo nacional de camardao em 2016.
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Os estados do Ceara e do Rio Grande do Norteyibasttente, sdo 0os maiores produtores e,
juntos, detiveram 76,9% de 52.118,7 toneladas oeudes produzidos pelo pais em 2016. O
estado do Ceara foi o maior produtor nacional deac@es, respondendo por 48,8% do total da
producao no ano de 2016 (IBGE, 2017). O camhra@nnameg criado em toda a extensao
costeira deste estado, assumindo importancia soestente na regido Nordeste, promovendo
a geracdo de empregos e reducéo do éxodo rural CABCL3).

O camarad.. vannamenéo alterou somente o cenario da carcinicultuagilgira. Em 2015, a
producdo mundial do camardo branco do Pacificapdssou 3,8 milhdes de toneladas, se
tornando a espécie de camardo criada em cativeaajoritariamente produzida no mundo
(FAO, 2017a).

2.2. O camaréao branco do Pacificd,itopenaeus vannamel

O camardo marinho Litopenaeus vannaméBoone, 1931) (figura 2) - € uma espécie de
crustaceo pertencente a ordem Decapoda, que laghstas e camardes, e a familia Penaeidae
(Pérez-Farfante e Kensley, 1997). Popularmentee jsed denominado de camardo branco,
camardo pata branca, camardo branco do Pacifitaréa cinza e aindahiteleg shrimgem
inglés),crevette pattes blanchésm francés)camardn patiblancgem espanhol) west coast
white shrimp(hos Estados Unidos) (Holthuis, 1980).

A B

FIGURA 2. Exemplar juvenil do camardo da espédi@penaeus vannamei
(A) vista dorsal, (B) vista lateral

Fonte: Arquivo pessoal
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Essa espécie de camas®distribui naturalmente ao longo da costa ocaleltt Pacifico, do
México - na Provincia de Sonora - até o Peru, bdesiumbes (figura 3), onde as temperaturas

da agua normalmente séo superiores a 20°C ao tmgaoo (FAO, 2006).

Estados
Unidos

Venezuela
mbia

Tumbes ¥ )
Brasil
Peru

Bolivia

Chile

Oceano
Pacifico Sul
Argentina

FIGURA 3. Distribuicdo natural da espétitopenaeus vannamei

Fonte: Adaptado de www.google.com.br/maps/

Até o final da década de 1990, o camatdwannameiera produzido exclusivamente nas
Américas, com pouca participacdo na producao mundi&,48% (91.698 t) (Rocha e Rocha,
2011). Em 1998, a producdo desse camardo passepresentar 20,35% (200.636 t) da
producdo mundial advinda da carcinicultura. No 2000, essa espécie foi introduzida no
continente asiatico (Liao e Chien, 2011; kil 2014) e, em 2015, a Asia foi responsavel pela
producdo de 81,37% de 3.879.786 t de camatbesannameiproduzidos no mundo,
destacando-se como 0s maiores produtores dessaeaspgse continente a China (41,87%), a
india (10,73%), a Indonésia (10,56%), o Vietna @862 e a Tailandia (7,22%) (FAO, 2017b).

O camarao branco do Pacifico participou com 52,@8%roducdo mundial desse setor em
2015 (FAO, 2017a), portanto, mais da metade do &oneonsumido mundialmentelé
vannamei No Brasil, essa espécie de camarado tem uma iammist econdmica ainda maior,
representando quase a totalidade (99,86%) dos 6amaomercialmente produzidos no pais
(BRASIL, 2013).
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Os atributos biologicos do camairdovannamelhe conferem melhor capacidade de adaptacao
e producdo. Como uma eficiente osmorreguladora espécie € eurialina - apresentando
tolerancia a uma ampla variacdo de salinidadeg s a 50%o (Liet al, 2007),que associada

as caracteristicas de rusticidade e rapidez nccioresto justificam a preferéncia dos
produtores pela espécie (Ponce-Palafoal.,1997; Liao e Chien, 2011). Apesar de a espécie
de camardd. vannameser considerada de tamanho médio, com peso emderh2g, obteve
uma boa aceitacdo nos mercados americano e eui©pelho 2005), que preferencialmente
consumem camardes com maior tamanho (camardegipasadividualmente em torno de 259)
(Carvalheet al, 2005). De uma maneira geral, o tamanho individoalcamardes provenientes
de sistemas de criagdo, ofertados ao mercado,iteimuido. Embora o tamanho do camarao
seja um fator determinante do preco do produto &ergea a op¢cao de prolongar o ciclo de
producao para a obtencao de individuos com pesisteaados, 0s custos com a alimentacao
e 0S riscos com a ocorréncia de enfermidades aamemsbbremaneira. Por isso, 0s
carcinicultures tem optado pela reducéo do tempmoidedo a fim de se obter um maior nimero
de ciclos de producao por ano e, dessa maneiraetansbitar possiveis perdas econémicas
com as enfermidades. Essa tendéncia mercadologiqaulsionou a producdo e a

comercializacdo de espécies de menor porte, cdmeanname{Carvalhoet al, 2005).

2.2.1. Ciclo de vida dos camardes peneideos

No ambiente natural, os camardes adultos da edpé@anamemigram para aguas oceanicas
onde completam o seu desenvolvimento e maturagé@ls€® acasalamento e a desova dos
camardes peneideos ocorrem em mar aberto, empafiasdas (Barbieri Jr e Ostrensky Neto,
2001). Os ovos séo liberados no periodo noturraboglem entre 12 e 18 horas apds a desova,
originando as larvas. Essas larvas passam padi&gios distintos: naupliar, zoea ou protozoea

e misis (Treece e Yates, 1988).

O ciclo larval pelédgico dé&. vannameiapresenta seis estagios de nauplios (N1 a N8&), tré
estagios de zoea (Z1 a Z3) e trés estagios de (Mdisa M3) (Kitani, 1986). Além das
mudancas morfologicas verificadas entre os estagiosis, ocorre também alteracdo no
comportamento alimentar. No estagio naupliar, amaase nutrem apenas das reservas de
vitelo, passando a ingerir fitoplancton (algas ehilares) e, em seguida, zooplancton. A partir
do estagio de misis, os camardes se tornam aptmsumir uma grande variedade de
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organismos (Treece e Yates, 1988; Barbieri Jr ee@sity Neto, 2001). Subsequente ao estagio
de misis, as larvas se transformam em poés-larvd}y {Panatdmica e fisiologicamente
semelhantes ao individuo adulto. Nessa fase, oréadaixa de ser planctonico e adota o ciclo
de vida benténico, migrando para o fundo e entdo-a® ativamente na areia durante o dia. E
também na fase de pds-larva que ocorre a migra@ogs zonas estuarinas e outrabitat
costeiros, onde os camardes terminam o seu deseanealto, passando a ser denominados de
juvenis (Treece e Yates, 1988). Esses ecossistdragaentemente sofrem mudancas
repentinas na salinidade da agua decorrentesldanocfa de marés e da descarga fluvial, mas
apresentam grande disponibilidade de nutrientdsw@&chow e Zanboni, 2007). Os camardes
juvenis sao descritos como onivoros, embora algi@msonstrem maior tendéncia a serem
carnivoros ou herbivoros (Tzet al, 2014), e permanecem nas zonas costeiras atéreating
maior tamanho e aproximarem-se da maturidade sequahdo retornam ao mar aberto, em
busca de aguas oceénicas, mais estaveis em relagalinidade e a temperatura, para se
reproduzirem (Treece e Yates, 1988, Treece, 20afhi&i Jr e Ostrensky Neto, 2001). Os
camardes adultos ndo retornam as zonas estuagas, explica porque os camarfes maiores
sao capturados exclusivamente em mar aberto (Badbie Ostrensky Neto, 2001). A figura 4

apresenta o esquema do ciclo de vida dos camaefefdeos.

v

% < pesca artesanal

3 Aguas estuarinas:

Mar aberto

Fundo: areia e lama 9 | < s, .

FIGURA 4. Ciclo de vida dos camarfes peneideos
Os nimeros correspondem as fases de desenvolvinjEntvos; (2) nauplio; (3) zoea; (4) misis; (Bsp
larva; (6) juvenil; (7) juvenil proximo & maturidadexual; (8) adulto; (9) adulto em reprodugéo.
Fonte: Adaptado de Neiwt al, 1971.
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A reproducdo do ciclo de vida dos camardes pengigeo condicbes de laboratério foi
determinante para a expansédo da criagao comeec@rdardes marinhos (Treece, 2000), que
compreende basicamente duas fases: a larvicultarangorda (Santa al, 2016; ShEST,
2018). A larvicultura é realizada em laboratoriosnerciais especializados que executam a
reproducdo dos animais para obtencdo de larvassgaecomercializadas, com maior
frequéncia, no estagio de poés-larvas (Treece, 2BQ)sua vez, os laboratoérios de producéo
de poés-larvas sdo divididos em setores: a maturagdior responsavel pelo acasalamento e
desova, e o bercario, setor que mantém os nauptém eclodidos até o estagio de pos-larvas
(ShEST, 2018). Nem sempre um laboratério de pramduwd pods-larvas desenvolve a
reproducao e producéo das pos-larvas para a calieacho em suas proprias instalagées. Os
laboratorios de pos-larvas podem possuir apena&soo de bercario, adquirindo nauplios de
outros laboratdrios (Barbieri Jr e Ostrensky N@t)1). No entanto, Barbieri Jr e Ostrensky
Neto, (2001) ressaltam que esse procedimento reilgida um controle de qualidade rigoroso
das pés-larvas produzidas, sendo por isso poudadalo

Os estabelecimentos que se dedicam a engorda @oa@mvannameadquirem as pos-larvas
das larviculturas e criam os camarfes até alcamcar@eso ideal para a comercializacao,
geralmente em torno de 12g (Sargbal, 2016). Os estabelecimentos de engorda usualmente
adotam um sistema de criagcdo de camardo denominiékico constituido por tanques
bercarios de pequeno porte, empregados na recept@ariacao inicial das pos-larvas, e por
viveiros de grande porte ou tanques maiores destnao crescimento e a engorda dos

camardes (Barbieri Jr e Ostrensky Neto, 2001).

Durante as difererente fases de vida, os camadietantemente entram em contato com as
bactérias do ambiente (Chaiyapechetral, 2012), no entanto, os processos envolvidos na
aquisicdo e subsequente estabelecimento de cormdesidmicrobianas intestinais sao
complexos, envolvendo a sucessédo de populacbeslnaines (Yasuda e Kitao, 1980) dentro
de regides especificas do intestino, além de igiesaentre micro-organismos e hospedeiro
(Hooper e Macpherson, 2010). Existem evidénciagju a comunidade microbiana das
diferentes regifes anatdbmicas de trato gastrinsste camardes seja variavel (Johretoal,
2008).
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2.2.2. Sistema digestivo dos camardes peneideos

O sistema digestivo do camardo peneidegannameide maneira geral, segue 0s mesmos
padrées morfolégicos e fisioldégicos dos crustacdesapodas. Pode ser compreendido
essencialmente como um tubo interno que se inecesifago e termina no anus, (Icely e Nott,

1992), revestido por células regionalmente espeatds para a realizacdo de diferentes
funcdes (McGraw e Curtis, 2013). O sistema digeddiw camardo marinho é dividido em trés

partes funcionalmente distintas: intestino antéfamegu), intestino médioriidgu) e intestino

posterior fiindgu) (figura 5).

HEPATOPANCREAS

ESTOMAGO INTESTINO POSTERIOR

INTESTINO ANTERIOR

FIGURA 5. Anatomia do sistema digestivo de um ca@mgreneideo
Fonte: Adaptado de www.wsj.com/articles/SB100012Z887323998604578565201120674008.

O intestino anterior é formado pelo estbmago, gueosecta ao esdfago e ao hepatopéancreas.
O esofago une a boca ao estbmago e, por posswedgzarevestidas com glandulas
tegumentares responsaveis pela secrecdo de muadita fa propulsdo do alimento para o
estbmago (Ceccaldi, 1989; McGraw e Curtis, 2013¢s@mago dos crustaceos decapodas é
revestido internamente por uma cuticula de quitthaproteina, formando estruturas
especializadas responsaveis pela digestdo mecansa alimentos ingeridos. Dois
compartimentos podem ser distintos no estbmago:admera cardiaca e uma camara menotr,
situada posterior e ventralmente a camara carddaminada camara ou saco pilorico
(Ceccaldi, 1989, McGraw e Curtis, 2013). A camamalaca € um grande saco elastico, cuja
funcao € a estocagem e o processamento dos alsn@ngéstrutura interna da camara cardiaca

varia entre as espécies de crustaceos decapoadds,cgee na maioria é revestido com inGmeros
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ossiculos calcificados que atuam na digestdo mexasomo verdadeiros moedores. Nas
paredes da camara cardiaca existem canais quedaeto alimento para a regido posterior
da camara onde se localiza o moinho gastrico (Relgeer, 1992). Os cortes do moinho
gastrico esmagam e misturam o alimento com enzigigestivas provenientes do

hepatopancreas (Icely e Nott, 1992).

As contracgdes ritmicas dos musculos do intestiberian propulsionam os alimentos moidos e
triturados para a regido pilérica (Heinzel, 1988¢ssa regido existem filtros que retém
particulas grandes, de forma que apenas a didggsidd € direcionada para o hepatopancreas.
Qualquer alimento que nao tenha sido adequadarrgéntado € empurrado de volta a camara
cardiaca e ao moinho gastrico para ser novamemtegsado. Portanto, a camara pilérica pode-
se atribuir a funcéo de classificacdo dos alimergelecionando aqueles que terdo acesso ao
intestino médio (Heinzel, 1988; Heinztlal, 1993). O bombeamento ritmico do saco pildrico
também atua na propulsdo do alimento para o intestédio (Icely e Nott, 1992).

O intestino médio inicia-se na juncao com o sabaripo (ceco anterior do intestino médio),
correspondendo a regido da jun¢do da carapaca ataibonen, e termina no ceco posterior do
intestino médio. As paredes do intestino médiorefiestidas com epitélio colunar alto com
borda apical (luminal) bem desenvolvida contendacromlosidades que permitem o
movimento de ions e de agua, desempenhando umtanpopapel na osmorregulacéo (Mantel
e Farmer, 1983). Ductos surgem na juncdo do intestiedio com o saco pilérico e se
ramificam como tubulos em fundo cego dentro do togd@ancreas. Cada tibulo em fundo cego
constitui um Iébulo hepatopancreético, que é camah uma unidade morfofuncional do

hepatopancreas (Gibson e Barker, 1979).

O hepatopancreas recebe diferentes denominacdes,edas, figado, pancreas, glandula do
intestino médio, glandula gastrica, glandula digastérgédo digestivo e glandula intestinal
média (Gibson e Barker, 1979). Nos crustaceos deleap o hepatopancreas € um orgao bem
desenvolvido que ocupa a maior parte do cefalot(@lson e Barker, 1979), podendo se
estender até o abdéomen (Ceccaldi, 1989). O hepatmgsds é responsavel por muitas fungdes
metabdlicas como a sintese e secrecdo de enzimgastidas, absorcdo de nutrientes,
metabolismo de lipidios e carboidratos, mobilizagéaeservas estocadas durante o periodo

entre muda e catabolismo de compostos organicdsdGie Barker, 1979; Ceccaldi, 1989;
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Icely e Nott, 1992). O 6rgdo apresenta cores veisdependendo principalmente das reservas

estocadas: marrom, vermelho, amarelo, azul ou maarmarelado (Ceccaldi, 1989).

O hepatopancreas € formado por um par de glandalgsando ambos os lados do estémago.
Cada metade do hepatopancreas abre-se para oigelstvib por meio de ductos. Cada ducto
libera no estbmago as secrecdes produzidas pelduigée enche-se com o material digerido,
que deve ser absorvido (Ceccaldi, 1989). Somemtado liquido e particulas com tamanho
inferior a 100nm tém acesso ao hepatopéancreas.idimaos nutrientes sdo absorvidos no
hepatopéncreas, embora também possam ser absoduietznente através das paredes do
intestino médio (Houlihaet al. 1990; Menteet al. 2003).

O intestino posterior inicia-se apés o intestinamginclui o reto e o anus. Os movimentos
peristalticos ritmicos do intestino posterior expelo material fecal para o ambiente (Icely e
Nott, 1992). Acredita-se que, como ocorre em ouarbpodes, o intestino posterior possa

também estar envolvido na absorcao e transpovie @ ions (Ceccaldi, 1989).

Os intestinos anterior e posterior dos camardesesdstidos internamente por uma cuticula
composta de quitina e proteina, com caracterissiea®lhantes ao tegumento dos artrépodes,
gue é removida em cada muda, com a ecdise. Edsalauatua como uma barreira fisica
protetora da mucosa intestinal (Ceccaldi, 1989, MeGe Curtis, 2013). A mucosa do intestino
médio ndo é recoberta por essa cuticula de quitimes € protegida por uma matriz

semipermeavel, ndo permanente, denominada membeatafica (Lovett e Felder, 1989).

A membrana peritrofica € uma estrutura Unica desrtebrados, que reveste o intestino médio
e se move com a digesta ao longo do canal dige@amg e Granados, 2001) comportando-
se como um involucro do material fecal (Masdtral, 2006). O alimento digerido é empacotado
pela membrana peritréfica por meio de ondas deagi peristalticas e antiperistalticas, para

posteriormente ser expulso para o exterior (Sinrebas, 2002).

A membrana peritréfica também é composta de quéipeoteinas (Wang e Granados, 2001;
Martin et al, 2006) e dentre as fungfes atribuidas a ela g&am-protecdo contra abrasao
mecanica do intestino médio, estabelecimento deeib@ara penetracdo de patdégenos e

regulacdo de enzimas digestivas e nutrientes (Mattal, 2006). De acordo com Lovett e
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Felder (1990), a membrana peritréfica permite asseg@io do material fecal e enzimas da agua

gue é introduzida no limen intestinal através desan

De acordo com Simded al. (2002), as regides consideradas mais propiciasgpanlonizacao
bacteriana em camarbés vannameisdo 0S cecos anteriores e laterais, uma vez que 0
revestimento dos intestinos anterior e posteriodesprendem a cada ecdise e o tempo de
passagem do alimento pelo intestino médio é cdeganodo que, as bactérias sdo excretadas
antes que consigam aumentar a populacdo e est@étvidag pela membrana peritrofica,
isolando a digesta da mucosa intestinal (Lovettlddf, 1990). Desta forma, as bactérias que
sobrevivem ao processo de digestdo e permanecematavial fecal serdo expulsas para o
exterior promovendo a distribuicdo de micro-orgar@s no meio aquatico e a agua advinda do
meio externo, através do anus, constitui uma foetdactérias para o ambiente intestinal
(Simde<et al, 2002). Portanto, a comunidade bacteriana preserdgua do sistema de criacao
influéncia a microbiota do trato gastrintestinas damardes (Cardord al, 2016).

Em qualquer sistema aquatico, parametros ambieota® temperatura, salinidade, pH e
oxigénio dissolvido desempenham um papel primomthaproliferacdo de bactérias (Suetg

al., 2001; Phuoet al, 2009). Associado a isso, um desequilibrio daslicées ambientais do
sistema de criagdo dos camardes pode compromestado de saude dos animais, decorrente
do estresse proporcionado. Nessas circunstan@asmdividuos sdo mais susceptiveis aos
agentes potencialmente patogénicos, culminandoaconorréncia de enfermidades (Nunes e
Martins, 2002). Portanto, as enfermidades sdo dadeadas quando hd uma combinagéo de
fatores envolvendo o ambiente de criagao, ageateg@nicos e hospedeiros (Sengl, 2001;
Phuocet al, 2009).

2.2.3. Doengas dos camardes peneideos

As doencas constituem um importante fator limitameproducdo de camarbes em todo o
mundo, sendo 0s virus os agentes etioldgicos dagzede de maior importancia econémica para
a carcinicultura, relacionadas as mais elevadasstde mortalidade e perdas de producédo
(Flegelet al., 2004; Ganjoor, 2015). As bactérias estdo tambémleédas em importantes
enfermidades que acometem os camardes, sendo@pais responsaveis pela mortalidade na
larvicultura (Gomez-Gikt al.,2000). As bactérias patogénicas para o camardompiaam no

ambiente marinho e também constituem a maior pr$ebactérias associadas a microbiota
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gastrintestinal desses animais, sejam eles pravesiela natureza ou criados em sistemas
comerciais. Sendo assim, elas sdo consideradagepa® oportunistas, pois as alteracdes
ecologicas que acarretam condi¢cdes estressantedlwenciam fatores imunoldgicos e/ou
nutricionais para os camarfes podem desencadearfeagsdes (Feijo, 2009). Por isso, a
microbiota gastrintestinal associada ao camar&cegdiente no qual eles sdo criados tem sido
bastante pesquisada (Yasuda e Kitao, 1980; ioals,2000; Sunget al, 2001; Shakibazadeh

et al. 2009). As espécies de vibrios estédo entre os im@isrtantes patégenos bacterianos dos
camardes criados em cativeiro (Egidius, 1987; Satrad., 2001, Ganestet al, 2010).

O monitoramento sanitério é premissa basica naepgéo de doengas e na carcinicultura isso
nao é diferente. O ingresso de animais no sisteatufpvo € a principal origem dos problemas
sanitarios (Lotz, 1997). A introducdo de patdgezrasum plantel estd comumente associada a
aquisicdo de pos-larvas portadoras assintomateas,ndo apresentam sinais clinicos de
enfermidades. Portanto, a aquisicdo de animaisslide patdgenos € interessante, sendo o
controle sanitario e a certificacdo sanitaria naewializacdo dos animais importantes
ferramentas para que os fornecedores assegurasadda das pos-larvas vendidas e para se
estabelecer andlises de risco de disseminacaedea(Figueiredo e Leal, 2008). Além disso,
0 registro zootécnico e a construcdo de um histédaes atividades de manejo com
implementacdo de praticas de biosseguranca sdarherdais para a propriedade, pois
sanitariamente facilitam a compreenséo de altesagde indices zootécnicos e viabilizam o
rastreamento das causas (Pereira, 2010). Ressaliaela que é de extrema importancia para
0 éxito da atividade carcinicola o monitoramentosdaidade dos espécimes no sistema de
criacdo, por meio de técnicas laboratoriais, patargdo de informacdes sobre a presenca ou
nao de doencas (Lotz, 1997) durante todo o ciclprdducéo (Figueiredo e Leal, 2008). A
implementacéo desses procedimentos diagnésticastpar um controle criterioso do estado
de saude dos camardes, excluindo os efeitos negalivs patdgenos sobre a producédo e o
desempenho dos animais (Lenoch, 2004).

Para o monitoramento da presenca de doencas damaie camardes marinhos e registro da
ocorréncia de surtos em diferentes partes do man@oganizacdo Mundial da Saude Animal
(OIE) publica anualmente uma lista de doencas tifoagdo obrigatéria para crustaceos, entre
outros grupos de animais. A ocorréncia ou suspeitpuaisquer das doencas elencadas na Lista
de Doencas de Notificacdo Obrigatéria deve sefficadia aos 6rgaos oficiais do pais. As

informacgdes geradas fornecem subsidios para elzmde relatérios encaminhados a OIE e
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para o estabelecimento de estratégias de vigilarmrole e erradicacdo, assegurando a saude
animal e publica (Lenoch, 2004). A Lista de Doeras\otificagcdo Obrigatoria a OIE, que
acometem os camardes, em vigor para o ano de e®if@mpla a Necrose Hepatopancreatica
Aguda (do inglésAcute Hepatopancreatic Necrosis Diseas@HPND), Doenca da Cabeca
Amarela (do inglésinfection with Yellow Head Virus- YHV, gendétipo 1), Necrose
Hipodérmica e Hematopoiética Infecciosa (do inglédectious Hypodermal and
HaematopoietidNecrosis - IHHNV), Mionecrose Infecciosa (do ingléfectious Myonecrosis

— IMNV), Hepatopancreatite Necrosante (do ingi&rotising Hepatopancreatitis NHP),
Sindrome Taura (do ingl@s&aura Syndrome- TSV), Sindrome da Mancha Branca (do inglés
White Spot Disease WSSV) e Doenca da Cauda Branca (do inglége Tail Diseasg(OIE,
2018). Dentre as doencas listadas, apenas trés mat@a foram relatadas no Brasil: Doenca
da Cauda Branca (que acomete o camarao de aguMdooabrachium rosenbergiiDoenca

da Cabeca Amarela e Necrose Hepatopancreéatica AQIHa2018). De uma maneira geral,
essas doencas sdo de facil disseminacdo entreimmaignde dificil controle por medidas
terapéuticas, determinam perdas econdémicas sigtinvgs, tém restricdo de areas geograficas,

mas sao passiveis de serem erradicadas (Lenoct, 2@0eiredo e Leal, 2008).

Aliado ao surgimento de doencgas, a intensificagd® sistemas de criagdo dos camardes
demandou o consumo de grandes volumes de agua teepliando em intensa geracao de
efluentes pela falta de tratamento dos residuosdger fazendo com que a carcinicultura
enfrentasse relevantes problemas ambientais (T&@@8; Natoriet al, 2011). Na busca por
solugdes sustentaveis, passou-se a adotar a poodeg@amardes em sistemas fechados, entre
0S quais o sistema de bioflocos (Avnimelech, 2&KrBmmenaueet al, 2012; Emerenciano

et al, 2013).

2.3. Sistema de bioflocos aplicado a carcinicultura

O sistema de bioflocos adotado para a producaardarées marinhos caracteriza-se como um
sistema de criacdo superintensivo que utiliza deratensa (Schryvet al, 2008), 4gua com

baixas salinidades e com reduzida troca de agudengo ser instalado em propriedades
distantes das regides litoraneas (Appelbatial, 2002; Decampet al, 2003). Como a troca

de agua dos tanques onde os camardes sdo manlichiteida, os residuos organicos gerados
na producdo (as fezes, os exoesqueletos e as simagdo) se acumulam na 4gua. Sob
agitacao e intensa aeragdo, a matéria organicasadaforma particulas que permanecem em
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suspensao na coluna d’agua, constituindo o substestessario para o desenvolvimento de
uma comunidade microbiana, que dara origem aosobad (Avnimelech, 2003; Kubitza,
2011).

Portanto, as bactérias, protozoarios, rotiferasgyds, oligoquetos e outros micro-organismos
(predominando uma microbiota heterotrofica aer¢taim de microalgas, sobras de ragéo,
fezes dos animais, exoesqueletos e outros matengénicos agregam-se em pequenas
particulas, denominadas bioflocos, agregados mamob ou simplesmente flocos (Schryver
et al, 2008; Avnimelech, 2009; Ballestet al, 2010; Rayet al, 2010; Kubitza, 2011; Ray,
2012). A aeracao continua do sistema propicia eredvimento de bactérias responséaveis
pela assimilacdo do nitrogénio amoniacal preseat&goua do tanque em biomassa bacteriana

(Hargreaves, 2006).

Nos sistemas de producéo de camardes, sobretudelescem que se utilizam elevadas
densidades de estocagem, ocorre uma grande libedacGompostos nitrogenados na agua,
provenientes principalmente da excrecao dos aniendésdecomposicdo da matéria organica.
A amadnia é o principal produto da excre¢do dosrosgaos aquéticos e da desaminacdo das
proteinas constituintes da racdo (Avnimelech, 1999%eiroz e Boeira, 2007), que, em sua
forma ndo ionizada (N4}, € tdxica para a maioria das espécies de ineraswercial, em
concentracdes que variam de 0,6 a 2,0 mg/L (QueilBaeira, 2007). O acumulo de amoénia
na agua dos tanques de criacéo afeta o desempeoiiégraco dos animais, podendo ocasionar
altas taxas de mortalidade. Por isso, em sisteama®ncionais, também denominados sistemas
de agua clara, utilizam-se altas taxas de renovdedagua para remover estes compostos

toxicos e manter a qualidade da agua (Avnimele@d3R

No sistema de bioflocos, a manutencdo da qualided@gua € baseada na remocdo de
nitrogénio amoniacal para a formacao de biomasseana por um processo essencialmente
heterotréfico, embora, também ocorram nesse sistlizroutros processos, em maior ou
menor grau, dependendo das condi¢cdes de produgaaejo aplicadas ao sistema (Ebekig
al., 2006; Hargreaves, 2006; Xtial, 2016). Os organismos autotréficos sdo capazeslidar
material inorganico para sintetizar a matéria oiginecesséria ao seu desenvolvimento. Os
organismos que utilizam a energia luminosa pardyazio energia quimica e fixar o carbono
em compostos organicos sao denominados de fotodfitos (Santos, 2018). O processo

fotoautotréfico € realizado pelas microalgas neiinda formacédo do sistema de bioflocos,
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perdendo importancia no processo de ciclagem dogéhio ao longo do cultivo, pois a
formacao dos flocos diminui a transparéncia da agpadindo a passagem de luminosidade e
consequentemente o desenvolvimento desse grupagdeismos (Lareet al, 2013). No
sistema de bioflocos, o processo quimioautotroficque se caracteriza pela obtencdo de
energia a partir da oxidacao de substancias in@g&rcomo a aménia e o nitrito — € realizado
pelas bactérias nitrificantes. Devido ao lento deskrimento desse grupo bacteriano,
pequenas quantidades de biomassa séo produzidasdora remocao do nitrogénio amoniacal
da a4gua pouco eficiente no inicio da formacéao diemsia de bioflocos (Ebelirgg al, 2006;
Laraet al, 2013). No processo heterotréfico, os organisnexessitam do material organico
previamente formado para a obtencao de energiag§&9018), sendo o nitrogénio amoniacal
removido do sistema de criacdo de camardes pandese de proteina microbiana, ou seja, 0s
compostos nitrogenados sao convertidos em biomaissabiana (Lar&t al, 2013). De acordo
com Ebelinget al. (2006), com a adequacdo da relacdo carbono:nitimgés bactérias
heterotréficas apresentam uma taxa de multiplicagdito maior que as bactérias nitrificantes
e, além disso, o rendimento de biomassa microldasabactérias heterotroficas por unidade
de substrato é dez vezes maior que o rendimentoicheassa das bactérias nitrificantes
(Ebelinget al, 2006; Hargreaves, 2006).

As bactérias nitrificantes quimioautotréficas atilin o didxido de carbono (Gcomo fonte

de carbono e promovem a oxidacdo da amonia pres&@igua a nitrito e, em seguida, a nitrato,
como representado na figura 6. O nitrato §ll® menos tdéxico aos animais e, ainda, atua como
um agente oxidante, prevenindo o desenvolvimentoahglicdes anaerdbias (Avnimelech,
2003; Ebelinget al, 2006; Pérez-Rostr@t al, 2014). A nitrificacdo € um processo
essencialmente aerobio, ocorrendo na coluna d’agoa superficie do sedimento, onde ha

disponibilidade de oxigénio (Pereira e Mercant®330

Oxidacéo Oxidacé&o
N 02_
Reducéo Reducgao

NH3+ H+ — NH4+ NO3_

FIGURA 6. Reacao quimica de oxidacao da amoni&xatai
Fonte: Adaptado de Ebelimg al,, 2006.
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As bactérias nitrificantes apresentam um desenwalrio muito lento, decorrente da maneira
com que obtém energia - conversdo quimica da amadnitato e do nitrito a nitrato. Assim, se

a formacado dos bioflocos ocorrer naturalmente ne &p sistema de criacdo, a comunidade
microbiana em formacéo no sistema de bioflocossedia capaz de assimilar eficientemente
0S compostos nitrogenados e, como a troca de &ypse sistema é reduzida, poderia ocorrer 0
acumulo de amobnia em concentracfes tdxicas ots Iptan os animais (Avnimeleet al,
1986; Krummenauest al, 2012).

Entéo, visando estimular o rapido desenvolvimesat® lthctérias heterotréficas no sistema de
bioflocos, véarios autores (Avnimelech, 1999; Chariale et al, 2001; Avnimelech, 2003;
Azim e Little, 2008; Schryveet al, 2008; Avnimelech, 2009) sugeriram a adi¢cdo de fontes
ricas em carbono organico - amido, melaco, farééosigo e arroz, farinha de mandioca, entre
outros. Ressalta-se que na presenca de carbonaicarg@s bactérias nitrificantes séo
suplantadas pelas bactérias heterotréficas, devioaixa taxa de crescimento que 0s micro-
organismos nitrificantes apresentam (Kindaiehial, 2004). De acordo com Avnimelech
(2003), quando ha disponibilidade de carbono, eghas heterotréficas utilizam o nitrogénio
disponivel na 4gua para produzir proteina necesg#ia 0 seu crescimento celular e
multiplicac@o. Cerca de 20 a 259 de carbono sédessados para converter 1g de nitrogénio
em proteina microbiana (Avnimelech, 1999). Sendsingsa capacidade das bactérias
heterotroficas sintetizarem proteinas microbianparér do carbono organico e do nitrogénio
inorganico depende de uma adequada relacdo -canitoogénio (C:N). Proporcdes
balanceadas de carbono:nitrogénio foram estudaniagpos autores, na busca de uma relacao
ideal para o sistema de bioflocos (Schneatal, 2006; Wasieleskgt al, 2006; Ballesteet

al., 2010; Xuet al, 2016). Para estimular o rapido crescimento déhbas heterotroficas no
sistema de bioflocos, tem sido mais comumente agdicuma relacdo carbono:nitrogénio
variando entre 15:1 e 20:1 (Chamberlairal, 2001; Avnimelech, 1999; Avnimelech, 2009;
Xu et al, 2016).

Uma outra importante maneira de remover da aguaistema de criacdo o excesso de
nitrogénio é a desnitrificacdo, processo no quatrato originado na nitrificacao € reduzido a
nitrogénio (N) e liberado para a atmosfera na forma de gasi(Rerdlercante, 2005), uma
vez que o N possui baixa solubilidade em agua (Bitton, 20@%)maioria das bactérias
desnitrificantes sdo heterotroficasija diversidade de micro-organismos observada e

funcao do tipo de operacéao do sistema (Bitton, 2Q0%eira, 2012).
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O processo de desnitrificacdo ocorre principalmesre condicbes anaerdbias, que nos
ecossistemas aquaticos podem ser verificadas mimesgos (Pereira e Mercante, 2005),
situacao que nao é proporcionada no sistema dednsfpela intensa aeracdo. No entanto, de
acordo com Bitton (2005), apesar da presenca dgixi poder inibir a desnitrificacdo, o
processo acontece dentro de flocos, independentend@s niveis relativamente altos de
oxigénio na agua. Associado a isso, como na démeigdo heterotréfica ha necessidade da
adicdo de uma fonte de carbono para a desnitidfcale altas concentracdes de nitrogénio
amoniacal (Oliveira, 2012), no sistema de bioflopcas manipulacdo da relacao
carbono:nitrogénio favorece também a formagdo deregagos microbianos
predominantemente heterotroficos que transformampostos nitrogenados potencialmente
toxicos em biomassa microbiana, realizando a gpéch dos compostos nitrogenados no
sistema e melhorando consequentemente a qualidadagda dos tanques de criacdo
(Avnimelech, 1999; Ebelingt al, 2006; Cralet al, 2007; Silvaet al, 2013).

Sendo assim, o sistema de bioflocos adotado, swlareta carcinicultura marinha, pode ser
definido como um sistema que utiliza pouca ou ner@troca de agua, com aeragao intensa,
povoado com altas densidades de camarfes e Batlizom fontes ricas em carbono para
estimular o desenvolvimento de uma comunidade haagtepredominantemente heterotréfica,
gue tem capacidade de assimilar os compostos eitaaps presentes na agua e transforma-los
em proteina microbiana (Avnimeleet al, 1994; Avnimelech, 1999; Mcintogst al, 2000;
Avnimelech, 2003; Burfordet al., 2003; Wasieleskyet al, 2006). Considerando as
caracteristicas citadas, o sistema de bioflocoddéamé conhecido por outras terminologias,
tais como:Activated Suspension Techniq(#&ST), Active Suspension Pon@&SP) eZero
exchange, aerobic, heterotropi€EAH) (Mcintosh, 2000; McNeil, 2000; Wasieles&yal,
2006; Avnimelech, 2007; Schryvet al, 2008).

As bactérias dos bioflocos, além de manterem ddagd da dgua utilizada na producao dos
organismos aquaticos, removem o nitrogénio amoh@eaente na agua e o disponibilizam
como fonte de alimento para espécies aquaticasm@sivcomo o camarédo, na forma de proteina
microbiana (Burfordet al, 2003; Wasielesket al, 2006; Rayet al, 2010; Ray, 2012,
Emerencianet al, 2013). O consumo dos flocos microbianos pelosacées pode contribuir
para nutricdo destes animais (McNeil, 2000; Burfetdcal, 2004a; Burfordet al, 2004b;
Schryveret al, 2008) promovendo o processo de reciclagem desntds dentro do sistema e,

consequentemente, aumentando a eficiéncia deagilizdo alimento (Burfordt al, 2003;
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Hargreaves, 2006; Schneider al, 2006; Wasielesket al, 2006, Crabet al., 2007). A
reciclagem do nitrogénio no sistema de bioflocapr@sentada na figura 7.

Fonte de C

Racéo . \ /
|
v ¥ . P

L J

Racdo nao
consumida

FIGURA 7. Ciclo de nitrogénio em sistemas de biadg A adicdo de uma fonte de carbono, juntamente
com os compostos nitrogenados (oriundos das egcdes animais e da decomposicdo da ra¢cdo néo
consumida), favorece a formacéo de bioflocos, §oecensumidos pelos animais criados no sistema.
Fonte: Adaptado de Cradt al, 2007.

Por ser um sistema que utiliza uma baixa taxa deve£do de agua, ha uma significativa
reducdo nas constantes incorporacfes de aguat@maide bioflocos, minimizando assim 0s
riscos de contaminacdes quimicas, fisicas e/oddids associados aos processos de captacao,
tratamento, neutralizacdo e distribuicdo de 4géasatunidades de criagdo. Por outro lado, a
baixa taxa de renovacao de agua nesse sistemantagniia o descarte de grandes volumes de
efluentes, que podem carrear elevada quantidadeatiria-organica e possiveis patdogenos
para o meio ambiente (Lorenzo, 2016). Dessa fooncantrole dos pontos criticos na entrada
e saida da &gua no sistema de bioflocos é malisiéaser executado, tornando a producéo dos
animais aquaticos mais segura (Appelbatnal, 2002; Wasielesket al, 2006; Lorenzo,
2016). O sistema de bioflocos oferece ainda owmagagens: utiliza menor volume de agua,
menos de 1% dos 20 a 64m3 gastos para a produ¢#g de camar&o no sistema convencional,
com agua clara (Krummenauer al, 2013) e permite a utilizacdo da dgua de um dlelo
producao anterior para formacao dos bioflocos madugdes subsequentes, com a vantagem

de estabilizar as comunidades microbianas maiglaagnte, resultando na obtencdo de
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melhores indices zootécnicos (Krummenagieal, 2014). Outra importante vantagem das
criacdes de camardo que utilizam o sistema deobimdl € a possibilidade de serem instaladas
em regides afastadas da costa maritima, principaénpara a criacdo do camatdwannamei
pela caracteristica eurialina da espécie (Ray, ;2Baferencianet al, 2013). No entanto, os
mecanismos especificos pelos quais ocorre 0 delséneato e estabilizacdo do sistema de
bioflocos e os micro-organismos envolvidos no pssoeainda ndo foram completamente

caracterizados (Bentzon-Tilet al, 2016).

2.4. Microbiota bacteriana em ambientes aquaticosalcriacdo de camarao

A comunidade microbiana associada ao ambiente moenda os animais aquaticos pode

exercer efeitos benéficos, ndo apenas melhorandalalade da agua (Burford, 2003, Ganesh
et al, 2010), mas também diminuindo a ocorréncia de gierpela reducédo das bactérias

patogénicas (Defoirddt al, 2008; Ganeskt al, 2010). Essa microbiota aquatica € dinamica
sofrendo variacdes em funcéo de fatores ambiefitargyet al, 2014; Zhanget al, 2016) e,

por sua vez, exerce forte influéncia sobre a miotatbacteriana gastrintestinal dos camaroes,
alterando a nutricdo, o sistema imunoldgico e Btéwia a doenca desses animais (Cornejo-
Granado<t al, 2017).

Em relacédo ao sistema de bioflocos, existe podoanmacao disponivel sobre a composicéo e
estrutura da complexa comunidade microbiana queday floco e sobre a interacdo dessa
microbiota aquatica com a microbiota do trato gatsstinal dos camardes criados nesse
sistema (Cardonet al, 2016). Poucos trabalhos quantificaram bactéeserbtroficas totais e
Vibrio spp. (Aguilera-Riverat al, 2014; Ekasaréet al, 2014) e objetivaram a caracterizacéo
da comunidade bacteriana que compde o sistema afcos (Cardonaet al, 2016),
informacdes que podem auxiliar na manipulacdo deastema visando a saude dos camardes

e a obtencdo de uma melhor qualidade de agua.
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2.4.1. Bactérias heterotroficas

As bactérias heterotréficas, diferentemente dadébas autotroficas, sdo incapazes de
sintetizar substancias organicas a partir de sodisf inorganicas, por iSso necessitam
absorver uma fonte orgénica de carbono para agmefe energia e sintese das biomoléculas
de que precisam (Lagd al, 2013; Santos, 2018). As bactérias heterotréficd®esnplamente
distribuidas em todos os ambientes, incluindo oiemte aquatico (Alleret al, 2004). A
sobrevivéncia e a proliferacdo desse grupo bantenep ambiente aquatico dependem da
disponibilidade de nutrientes (matéria organicayncentracdo de oxigénio dissolvido,
temperatura e pH favoraveis (Allen al, 2002). Ndo somente no sistema de bioflocos, mas
também no ambiente marinho, as bactérias hete@soestao relacionadas a remocéo do
nitrogénio por meio da sua incorporacao na biombasgerina, representadas pelas reacoes de
oxidagdo da amonia a nitrato via nitrito (nitriig@®), seguida pela desnitrificagao, que reduz o
nitrato a nitrogénio gasoso. Esses processos heatnaa eutrofizacdo natural do ambiente
aquatico e o nivel de compostos nitrogenados téxmas tanques de criacdo (Botteal,
2000).

Os procedimentos utilizados para mensurar as lestéeterotroficas a partir de amostras de
agua, em meios de cultura, sao referidos como rmgtdd contagem de micro-organismos
heterotréficos em placas, que envolvem uma ampladade de condi¢cdes de cultivo. Apesar
disso, apenas uma pequena fracdo ou sub-populagbobadtérias heterotroficas
metabolicamente ativas, presentes nas amostraguie pode ser detectada em qualquer
conjunto de condi¢cdes de cultivo (Bartrah al, 2003; Allenet al.2004). As bactérias
heterotroficas podem apresentar metabolismo a@rdhicanaerdbico e varios sdo os tipos
bacterianos que compdem o grupo de bactérias héfiezas, como as bactérias Gram negativo
pertencentes aos génerd3seudomonas Vibrio, Acinetobacter, Proteus Klebsiellg
AeromonasEnterobactey Citrobacter Escherichia, Alcaligenes, MoraxellaSerratia e as
bactérias Gram positivo dos géneReacillus Clostridium Micrococcus Staphlylococcus
StreptococcugAllen et al, 2004; Bitton, 2005; Amanidaat al, 2015). De acordo com Ganesh
et al. (2010), as bactérias Gram negativo foram domiisamis dguas das lagoas de criacao do

camaradP. monodon

Estudos realizados por Thompsen al. (2004b), baseados em métodos independentes de

cultivo, revelaram que as espécies\brio sdo consideradas constituintes da microbiota
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indigena nos ambientes aquaticos, sendo a comunlmeateriana heterotréfica da agua dos
sistemas de criacdo de camarfes dominada por esuiaste género (Yasuda e Kitao, 1980;
Sharmilaet al, 1996). Cardonat al. (2016), trabalhando com metodologia independente de
cultivo, descreveram que em sistemas de criac@ostglirostrisutilizando renovacéo de agua
(agua clara)Vibrio foi mais abundante (0,73%) do que no sistema ditobas (0,01%),
sugerindo que os camardes dessa espécie, criades Okimo sistema, estariam menos

expostos as vibrioses.

2.4.2.Vibrio spp.

Pertencentes a classe Gammaproteobacteria, asdmdie géner®ibrio sdo Gram negativo,
catalase e oxidase positivo. Morfologicamente, ataream-se pela forma de bastonetes
lineares ou curvos. As espécies desse género samgy@naerdbias facultativas, mesofilicas e
quimiorganotrdficas, capazes de realizar metaboligmmentativo e oxidativo (Thompsenh

al., 2004a). Vérias espécies pertencentes ao gafibrim apresentam elevada tolerancia a
diferentes niveis de salinidade (Wrigttl, 1996), sendo a presenca de sddio um requerimento
essencial para a maioria delas (Tison e Kelly, 198tin, 2010). As bactérias pertencentes
ao génerd/ibrio estdo amplamente distribuidas em ecossistemasarpu@Ehompsoret al,
2004a; Chemret al, 2011; Tallet al.2013), podendo ser encontradas em agua doce awlagu
mar (Urakawa e Rivera, 2006) (figura 8), comumeasociadas aos animais que vivem nesses
habitat (Heidelberget al, 2002; Thompsoet al, 2004a).

@ Vibrio anguillarum v "
V. cholerae " anguillarum 5\ 3 .
— X\ V fuvialis V. cholerae Adaptagao a agua costeira
) \ V. mimicus V. fiuvialis Crescimento em ampla faixa de temperatura (<45°C)

L;éoa de \ V. navarensis V-vulnificus — Grescimento em ampla faixa de salinidade, mas no cresce a 0% de NaCl
evaporagéo de sal — " ) V. alginolyticus
i} - Agua costeira

—— V. anguillarum

Salinivibrio . oy V. parahaemolyticus
costicola Agua salobra V. splendidus Mar aberto

— N V. vulnificus

Photobacterium damselae
P. leiognathi 5 a oz 2
Adaptagao a agua pelagica
Cresce a baixas temperaturas (<4°C)

Temperatura de crescimento maximo é baixa (<35°C)
Estreita faixa de salinidade para crescimento

Adaptagao a agua doce e salobra

Cresce a 0% de NaCl e baixa salinidade (<0,2%)
Salinidade 6tima para crescimento <2%

V. logei

P. angustum

P. iliopiscarium
P. phosphoreum
P. indicum

Adaptagao a agua do mar profundo | Agua do mar profundo

Natureza psicrofilica e piezofilica P. profundum

FIGURA 8. Distribuicdo especifica de representadsetamilia Vibrionaceae em ambientes aquaticos

Fonte: Adaptado de Urakawa e Rivera, 2006.
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As espécies d&ibrio constituem o principal grupo de bactérias hetefioas cultivaveis
presentes nas aguas costeiras (Urakawa e Rivedg), Zbbretudo nos ambientes ricos em
quitina, provenientes de plancton, crustaceostossal fungos (Gildemeistet al, 1994). Os
vibrios produzem um grande numero de proteinasiogladas a degradacéo e assimilacdo da
quitina, incluindo enzimas quitinoliticas (Basstdral, 1991), e proteinas de ligacdo que
possibilitam a adesdo do vibrio as superficies cuitina, como as relatadas evibrio
parahaemolyticugGildemeisteet al, 1994) eVibrio harveyi(Montgomery e Kirchman, 1993;
Montgomery e Kirchman, 1994).

Apesar de as espécies Wério serem constituintes da microbiota indigena de o@®sa
selvagens e criados em sistemas comerciais, \aa@érias desse género sdo patogénicas para
0S organismos marinhos e responsaveis por altas texmortalidade na aquicultura (Egidius,
1987; Vandenberghet al, 1999; Sungt al, 2001; Oxleyet al.,2002, Austin, 2010) enquanto
outras espécies de vibrios foram testadas comadgpicas (Vibrio alginolyticus e Vibrio
fluvialis) (Verschuereet al, 2000; Balcazaet al, 2006).

Como os vibrios fazem parte da microbiota indiggaato do meio ambiente quanto do
camardo, e considerando o seu carater oportupistas micro-organismos representam uma
fonte potencial permanente de infec¢do para osasifalbuquerquet al, 2013). As vibrioses

— denominacdo genérica atribuida as infec¢cdes dasigaorVibrio spp. — assumem grande
importancia devido aos prejuizos ocasionados aoeaqio dos camardes, sobretudo em
sistemas de criacao intensiva (Elmabktial, 2016; Heenatigala e Fernando, 2016), mas
também por questdes de saude publica, associadgestdo do camardo cru ou mal cozido

contaminado com espécies\d®rio patogénicas ao homem (Thompsbral, 2004a).

De uma maneira geral, um ambiente estressanteopamaimais associa-se a uma reducao da
diversidade da comunidade bacteriana concomitamteuanento da abundancia relativa de
determinadas espécies 8&brio e ocorréncia de doencas (Suegal, 2001). A maior
diversidade microbiana no sistema de criacdo deadms frequentemente reduz a
vulnerabilidade dos animais a colonizacdo de bastéoportunistas, consequentemente
reduzindo as bactérias potencialmente patogénioésfsen, 2001). Ganesét al. (2010)
registraram surtos de doencas e mortalidade derbamassociadas a altas contagens de

bactérias heterotroéficas totais e\dgparahaemolyticusas lagoas de criacdo de camardes.
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V. alginolyticus, V. parahaemolytice/. harveyisédo relacionados como as principais espécies
patogénicas para os camardes, principalmente quasmdoecanismos de defesa do animal
tornam-se suprimidos (Lightner e Redman, 1998), ccanorre nos sistemas de criacao
intensivos, onde os animais estdo frequentememtestos a condi¢cdes de estresse e a altas
densidades de estocagem e em agua com baixa giealiDe acordo com Heenatigala e
Fernando (2016), as espécies de bactérias opdasimiedem variar de uma area geografica
para outra, entre os diferentes sistemas produlimeso de um pais, bem como entre diferentes

paises.

Além de se encontrarem amplamente distribuidasnimeste marinho, as bactérias do género
Vibrio (Thompsonet al, 2004a) foram identificadas como 0s principaisstituintes da
populacao gastrintestinal bacteriana de camargesigens (Oxlewt al, 2002; Shakibazadeh

et al, 2009; Chaiyapechart al, 2012; Rungrassamest al, 2014). Embora a microbiota
intestinal dos camardes sofra influéncia da miatbido ambiente aquatico, a composicao e a
estrutura da comunidade microbiana gastrintess@aldeterminadas por outros fatores, entre
eles pelas alteracdes do ambiente gastrintestimalagompanham o desenvolvimento do

hospedeiro (Zengt al, 2017).

2.5. Microbiota do trato gastrintestinal dos camar@s peneideos

Nos animais aquéaticos, a colonizagéo bacteriawéalrdo trato gastrintestinal é determinada
pelo contato com o ambiente (Tzeical, 2014). No camardb. vannameia colonizagcédo do
trato gastrintestinal pela microbiota bacterianeiase durante o estagio larval correspondente
a fase nauplio 5. Nesse estagio de desenvolvimanéwya apresenta o poro anal aberto e 0s
movimentos retroperistalticos do intestino permitantolonizacdo do trato intestinal por
bactérias presentes na coluna d’'agua antes queaatargestao de alimentos (Sim&esal.,
2002), pois a abertura da boca somente ocorrecapdsia para a fase posterior, Zoea 1 (Lovett
e Felder, 1989; Lovett e Felder, 1990; Siméieal, 2002).

O termo microbiota intestinal refere-se ao conjudé micro-organismos, principalmente
bactérias, mas também alguns fungos e protozo@@snormalmente € encontrado no trato
intestinal dos animais. A presenca de bactériastimiais em invertebrados aquaticos, incluindo

0s crustaceos, foi relatada (Harris, 1993; Teingl, 2010), mas o papel dessas bactérias e 0s
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fatores que afetam a comunidade bacteriana aindafaram completamente elucidados
(Johnsoret al, 2008; Tanget al, 2010; Zenget al. 2017).

A composicdo bacteriana do trato gastrintestinal cdmarbes tem se mostrado muito
semelhante em relacdo aos filos que a compdemyan@sel em relagdo aos géneros e as
espécies. Independentemente de outros fatoresiads®ccomo fase de desenvolvimento ou
ambiente em que os animais foram amostrados, Paxttria foi descrito como o filo
dominante associado ao trato gastrintestindl.danname{Johnsoret al.,2008; Zhanget al,
2014; Huanget al, 2016; Shat al, 2016; Zenget al, 2017) e de outras espécies de camarao
comoP. monodor{Shakibazadeébt al.,2009; Rungrassametal.,2013; Rungrassametal,
2014) eFenneropenaeus chinenglsu et al, 2011). Apenas Gainz al. (2017) reportaram
resultados diferentes para a fase de pos-larvaadwmréolL. vannamei em que o filo de

bactérias ndo cultivave@KC4 foi dominante, seguido do filo Proteobacteria.

Com o advento das metodologias para analisar o @NAiental, um grande namero de
espécies bacterianas foi descrito, no entantoica @vidéncia da existéncia de muitas delas é
a sequéncia do DNA. Um conjunto de sequéncia de BNm®esentando menos de 75% de
similaridade com um filo bacteriano ja descrito agoupadas compondo um filo que recebe a
denominacdo de “filo candidato”, como € o caso itth €KC4, que ndo possui nenhum
representante cultivavel (Schlessal, 2016; Russell, 2017).

Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria saordesaccomo os outros filos mais abundantes
na microbiota gastrintestinal do camatd@anname({Huanget al, 2016; Gainzagt al, 2017,
Wen et al, 2017; Zenget al, 2017), havendo divergéncia entre os autores d¢aga® a
frequéncia relativa com que ocorrem. Mas, sem dunad maiores divergéncias encontradas
na literatura se referem aos géneros que compdarmrabiota gastrintestinal dos camardes.
Shaet al.(2016) descreveraf@ctadecabacter, Acinetobacter, Demequeihaeobactecomo

0S géneros mais abundantes na microbiota intestonal vannameiVibrio foi descrito por
Huanget al. (2016) como o género mais abundante na fase mal& tde juvenis dé.
vanammeicontrariamente ao relatado por Gaimtaal. (2017) que, para a mesma fase de
desenvolvimento dessa espécie de camarao, registtana frequéncia relativa de 0,64% de
Vibrio. Cornejo-Granadogt al. (2017) também relataram o générdrio entre 0s mais
abundantes do microbioma do trato gastrintestinatainardo branco do Pacifico, precedido

dos género®hotobacterium, AcinetobacterPseudomonasContraditoriamente aos demais
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resultados apresentados, Zegtgal. (2017) ndo reportaram o0 génevibrio entre 0s mais
abundantes géneros componentes da microbiotargastimal dd.. vannameiPesquisando a
microbiota intestinal d®. monodonRungrassameet al. (2014) verificaram que 0s géneros
Vibrio e Photobacteriunforam dominantes nas populacdes bacterianasiimdesstios animais
avaliados. Chaiyapechadt al. (2012) também relataram esses dois géneros citzmoe
dominantes (sugerindo que estdo bem adaptadosdis@es intestinais d@. monodoj além

dos génerosderomona® Shewanella

Para Zenget al. (2017), anconsonanci@ntre a presenca e a abundancia relativa dosagener
gue compdem a microbiota gastrintestinal dos capsardescritas pelos diferentes autores,
refletem os efeitos da dieta, da qualidade de admaensidade de estocagem e da fase de
desenvolvimento do animal, que diferem entre asdest Podem ainda resultar das diferentes
metodologias utilizadas para estudar a comunidaideobmana. De fato, ao caracterizar a
microbiota gastrintestinal de camardes obtidosifFethtes ambientes, Cornejo-Granadbs

al. (2017) constataram que a microbiota intestinalndiéviduos provenientes de um mesmo
ambiente apresenta maior semelhanca do que a moiEagastrintestinal de individuos de
ambientes diferentes. Ainda, de acordo com es$eszaua microbiota intestinal dos camardes
criados em um ambiente controlado, como séo ensést de criagdo comercial, apresenta uma

menor diversidade.

De acordo com Harris (1993), muitos fatores podeftuenciar a populacdo bacteriana
intestinal em animais aquéticos, entre eles, o amide criacdo (Oxlegt al, 2002;
Chaiyapecharat al, 2012, Rungrassamee¢ al, 2014; Cornejo-Granadat al, 2017; Xiong

et al., 2017), a dieta (Let al, 2007; Rungrassames al. 2013), o revestimento da mucosa
intestinal (Dempsey e Kitting, 1987; Gomez-6&ilal, 1998; Johnsoet al, 2008) e a fase de
desenvolvimento dos animais (Rungrassaseteal, 2013; Huanget al, 2016, Zenget al,
2017). Apesar de ser influenciada por diferentésréa, a microbiota gastrintestinal dos
camardes se difere quantitativa e qualitativameatenicrobiota do meio ambiente que os
circunda. Isso porque 0 ambiente gastrintestinatatnardo exerce pressao seletiva sobre a
microbiota, considerando que possui enzimas netaesgmra degradar o alimento ingerido e
um menor potencial de oxirreducédo quando compaaapua do ambiente aquético e, ainda,
que existem fatores imunologicos, determinandotabegecimento de bactérias especificas
(Johnsoret al, 2008). Diante disso, Chaiyapechatal. (2012), Rungrassamet al. (2014),

Zhanget al. (2014) e Cardonat al. (2016) sugeriram que existe uma populacéo banteria
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ndcleo componente da microbiota do trato gasttinids que é compartilhada por todos os

individuos.

A diversidade é um parametro que permite avaliestabilidade da comunidade microbiana.
As comunidades bem organizadas e que mantém uongeatt de diversidade sdo consideradas
estaveis. Se qualquer tipo de estresse for intidduresta comunidade, a estabilidade pode ser
perturbada e a diversidade microbiana ser alteRatéanto, a diversidade microbiana pode ser
utilizada para monitorar perturbacdes, sobretudpesasirbacées da microbiota intestinal que
comprometem a homeostasia do hospedeiro, podewvalode desenvolvimento de patologias
(Fakruddin e Mannan, 2013).

Tradicionalmente, as populacdes bacterianas nestimbs dos animais tém sido caracterizadas
por métodos dependentes de cultivo e independdetesiltivo. De acordo com Kungt al.
(2008) e Wooleyet al. (2010), apenas a minoria dos micro-organismoshgiitam o trato
gastrintestinal é cultivavel, sendo raros os manganismos que vivem em comunidades
simples. Considerando que as espécies interagemserg com seusabitat uma cultura de
clones — obtida do cultivo em laboratorio - ndaespnta a verdadeira situacao de uma espécie
na natureza. Diferentemente dos métodos classasnalises independentes de cultivo
acessam diretamente as comunidades microbianagusghabitat naturais, permitindo que
muitas espécies sejam observadas juntas, propcassim a caracterizacdo das comunidades

bacterianas do trato gastrintestinal e demonstrdgatmminancia de grupos.

O desenvolvimento de pesquisas para aumentart#ichkgéo de espécies bacterianas por meio
de cultivo tem sido motivado por estudos, como exedvolvidos por Wilson e Blitchington
(1996) e Hugoret al.(2013), que sugerem uma sobreposicao imperfegaetmltados obtidos
pelos métodos dependentes e independentes deoc#lsvnovas abordagens desenvolvidas
para o cultivo bacteriano tém revelado que as noétgihs independentes de cultivo também
apresentam seus vieses na identificacdo de espztsgianas e que abordagens polifasicas
para o estudo do microbioma gastrintestinal dosnaisi SGo necessarias para aumentar o
conhecimento sobre a imensa riqueza de micro-®ers que o trato gastrintestinal dos
animais alberga (Goodmant al, 2011; Rettedadt al, 2014; Lagieret al, 2015; Lauet al,
2016). A caracterizacdo da microbiota intestinal atémais tem sido o cerne para o

entendimento da relacdo entre hospedeiros e miganrismos, sendo a manutencdo do
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equilibrio dessa microbiota crucial para a manwterda saude do hospedeiro (Sekiebal.,
2010, Gillillandet al, 2012).

Embora as abordagens independentes de cultivo, c@mometagenbmica e a
metatranscriptdmica, possam fornecer informacdbsesa funcionalidade das comunidades
microbianas, ainda é importante isolar e cultispéeies ou amostras microbianas individuais
para se ter uma melhor compreenséao da fisiologiddetérias (Gaet al, 2013). A obtencao

de culturas bacterianas puras € fundamental pa@acterizacdo funcional definitiva das
bactérias e a definicdo de suas atividades bi@d8gias interacdes bactéria-hospedeiro e
interacdes entre as bactérias, associadas a salEtesminantes de doengas do hospedeiro
(Rettendakt al, 2014; Lawet al, 2016). Aléem disso, somente o isolamento de hastpermite
explorar o potencial terapéutico de produtos beries que afetam o hospedeiro e/ou a

comunidade microbiana (Laat al, 2016).

2.6. Uso de probidticos na carcinicultura

De acordo com Moss (2000), as bactérias intestpmiem fornecer nutrientes essenciais ao
hospedeiro, como vitaminas e aminoé&cidos, e ainelarar a capacidade digestiva, pela
sintese de enzimas exdgenas. A capacidade metald@gses micro-organismos tem sido
objetivo de pesquisas. Neste sentido, Tztc al. (2014) isolaram e identificaram
molecularmente bactérias do sistema digestivo dwc@ marinhol.. vannameicapazes de
produzir enzimas extracelular@s vitro — proteases, amilases, lipases e quitinases — que
degradam componentes da dieta dos camardes, coemci@idade para aumentar a
digestibilidade dos alimentos, possibilitando arojacéo de formulacdes de racdes e reducao

de custos de producéo.

O grupo de micro-organismos que compde a microlfiosacamardes e desempenha funcdes
benéficas ao hospedeiro tem sido intensamente isagqgu(Alavandet al, 2004; Schulzet

al., 2006; Vieira, 2010; Luis-Villasenat al, 2015; Vidal, 2015). Segundo a FAO (2002), os
micro-organismos vivos que conferem efeito benéficoindividuo que os consome, em
quantidades adequadas, recebem a denominacaokdétipos. Para estender a definicdo de
probidticos a aquicultura é importante considema glguns fatores sdo fundamentalmente
diferentes em relacdo aos organismos terrestr@sichobiota gastrintestinal dos organismos
aquaticos é influenciada pelo ambiente externogésaiura da agua, salinidade e qualidade da



46

dgua dos sistemas de criacdo) (Kesarcodi-Watsoral, 2008; Cruzet al, 2012),
principalmente devido ao constante fluxo de aguappssa pelo trato digestivo dos animais
aquaticos (Gatesoupe, 1999). Diante do expostasctiaereet al. (2000) sugeriram que micro-
organismos vivos com efeitos benéficos sobre o animdministrados ao hospedeiro ou ao
ambiente - que proporcionem um incremento nutradion favoregcam a utilizagéo do alimento,
melhorem a resisténcia as doencas e/ou a qualideal®mbiente, fosse a definicdo de probidtico
para a aquicultura. Entretanto, para Gatesoupedf189extensédo do conceito de probidtico
para aquicultura somente é pertinente quando osofurganismos administrados na agua
sobrevivem no trato gastrintestinal dos animaisg @@ntrario os produtos devem denominar-
se biocontroladores — se possuirem atividade amitstgcaos agentes patogénicos presentes na
agua e nos biofilmes formados nas paredes dosdardpicriacao - ou biorremediadores, se
promoverem apenas a melhoria na qualidade da &gnalo assim, os biorremediadores e
biocontroladores atuam diretamente no ambienteidedo e os efeitos benéficos observados

Nnos animais sao indiretos.

Ressalta-se que a utilizacdo de micro-organismodidircos constitui uma perspectiva
extremamente interessante com o0 aumento da cofizagEo sobre 0 uso excessivo de
antimicrobianos e os possiveis transtornos a sagskes aos animais e ao homem (Gagjgia
al., 2010; McFall-Ngaieet al, 2013), auxiliando na prevencédo da contaminacdueatal e
efeitos adversos a saude dos consumidores. Agilaadtéestinais constituintes da microbiota
indigena do hospedeiro séo consideradas as mamsssaras candidatas ao desenvolvimento
de probidticos, principalmente devido a adaptaciooadicdes do limen e adeséo ao epitélio
(Suarez, 2013).

A maioria dos produtos comerciais contendo protdtcomerciais utilizados na carcinicultura
sédo formulados com bactérias nitrificantes e/oéesg de bactérias do gén@&acillus As
bactérias nitrificantes possuem nichos ecolégigiates e ndo foram detectadas no trato
gastrintestinal de camardes. As amostraBdeillus utilizadas como probiéticas ndo séo
indigenas do trato gastrintestinal de camarfes €&ab,2017), embora espécies Bacillus
tenham sido isoladas de outros crustaceos (Shagindlg 1996). A escolha das amostras de
Bacillus para serem utilizadas como probidticos fundamsataem sua atividade
antimicrobiana contra as espécied/d@io presentes na agua do sistema de criacao (Moriarty,
1999), melhorando assim a qualidade da agua, seareiacdo claramente definida sobre o

efeito desses micro-organismos na saude dos anipaatgcularmente associado a microbiota
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gastrintestinal (Gatesoupe, 1999). De acordo cameifaet al.(2017), no sistema de bioflocos
ja existe uma comunidade bacteriana estavel estabdalque auxilia no controle de patégenos,

nao havendo beneficio em se adicionar um probidiicsistema.

Gao et al. (2017) identificaram que a amostra Bacillus pumilus isolada de sedimento
marinho e utilizada como probi6tico, produzia umbssancia com atividade antagonista frente
a amostras dgibrio spp. capazes de romper a membrana celular, cauksedessas bactérias
patogénicas. Zengt al. (2017), ao caracterizarem a microbiota do tratstrgdestinal de
camardes criados em agua com adicéo de espédesitiase Lactobacilluscomo probidtico,
encontraram uma abundancia relativa muito baixaesegéneros no trato gastrintestinal dos
camardes, de 0,9% e 0,04%, respectivamente, sdgegire 0s micro-organismos adicionados
como probidticos ndo conseguiram estabelecer uraadgr populacdo na microbiota do

camarao.

2.7. Aplicacdo da espectrometria de massa por iomigdo e dessorcdo a laser

assistida por matriz (MALDI-TOF MS) na identificacdo de bactérias

E importante ressaltar que, por muito tempo, oduét utilizados para a identificacdo das
bactérias isoladas em meio de cultura foram basemds caracteristicas morfo-tintoriais,
bioquimicas e fisiol6gicas dos micro-organismos éhmet al, 1995; Perry e Freydiere, 2007,
Ignys et al, 2014). Essas técnicas sao laboriosas e, quanchpacadas aos métodos
moleculares, pouco acuradas, decorrentes das ghsmias nos resultados obtidos, pois os
testes bioquimicos dependem dos processos metabdlas bactérias (Mimicat al, 2013;
Santoset al, 2013).

A espectrometria de massa tem sido comumenteaddizm laboratérios de microbiologia,
sendo considerada uma técnica promissora na raj@daficacdo de micro-organismos. Para
essa finalidade, os espectrofotometros do tipo MALOF MS s&o 0s mais comumente
utilizados (Lay, 2001; Assist al, 2011; Santo®t al, 2013). O MALDI-TOF MS utiliza
técnicas mais brandas de ionizacédo que permitendles@ de moléculas de massa molecular
elevado como proteinas, peptideos, oligossacaréletigonucleotideos, sem a decomposicéo

destes analitos (Lay, 2001).
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A sigla MALDI, do inglésMatrix-Assisted Laser Desorption/lonizatiaefere-se ao processo
de ionizagdo a laser assistida por matriz. A matilzada no processo é um acido orgéanico,
como, por exemplo, acideciano-cinaminico ou acido sinapinico, que forngoeproton para

0 processo de ionizacdo da amostra e, ainda, @asomnergia emitida pellaser para
desencadear o processo de dessor¢do, que passilpiitssagem da amostra do estado soélido
para o estado gasoso (Aebersold e Mann, 2003). dgmida, as moléculas ionizadas sao
aceleradas por um campo magnético dentro de umctuinovacuo e separadas em funcao de
suas massas moleculares e suas cargas, obtendsiveaamedida da relagcdo massa/carga
(Emonetet al, 2010). A sigla TOF, do ingléBime of Flight caracteriza o tempo do voo da
amostra ionizada no tubo com vacuo, até que atirjatector (Aebersold e Mann, 2003).
Moléculas com diferentes massas e cargas possulementés velocidades de voo. Os
resultados sdo comparados com um banco de dadieemndendo do espectro de massa obtido,
é possivel classificar a bactéria em género owesffEmoneet al, 2010). A figura 9 apresenta

0 esquema do mecanismo de funcionamento do MALDFTMS.

Do:eclo'. — Processamento de
n dados ’]
— .

| ‘ | :
o s o kU Ml L W

PlAAA|® :
] & Campo D &
i eletrostatico :

e+
&P
+
+

H Tubo de voo
|1
) ) Laser (L = 337 nm)
® @ @ Anostra
o 01 e vaporizada
op e carregada

P C 5
g P ositivamente
Laser P ® positi

. '@
Matriz

Amostra — |

®

Placa de amostra

FIGURA 9. Representagéo esquematica do mecanisrundmnamento de MALDI-TOF MS. Uma
pequena quantidade da colbnia bacteriana é deg@sstzbre uma placa, juntamente com a solucao
matriz, ocasionando a ionizacdo da amostra. Emidaggaiplaca é inserida no equipamento, no qual o
laser dispara pulsos de luz que sdo absorvidosztiz provocando o processo de dessorcao dazmatri
e da amostra. A amostra na fase gasosa e ionizgpl@gentada por circulos com o simbolo + ) é
acelerada por um campo elétrico em um tubo comovatuqual sdo separadas em funcéo da relacao
massa/carga. O tempo que a amostra leva para pereodistancia entre a placa e o detector é
proporcional & massa, de forma que moléculas merdregam mais rapido ao detector. H& uma
transducdo do sinal e o espectro de massa € geeadoordo com a massa das moléculas que estédo
presentes na amostra.

Fonte: Adaptado de Assis al, 2011.
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A espectrometria de massa aplicada a identificaiganicro-organismos analisa células
bacterianas intactas, que podem ser retiradasuiegite das col6nias cultivas em placas, sem
uma preparacao prévia - embora existam outros @ulat® de preparacdo das amostras para a
extracdo das proteinas. Cada espécie bacteriasai posteinas Unicas que sao constantemente
expressas, produzindo um espectro de proteinasgigie cada espécie - que funciona como
uma impressao digitafifigerprinting) - que pode ser comparado aos espectros previament
identificados e depositados em bancos de dadoss(étsal, 2011). A identificacdo feita por
MALDI-TOF MS é baseada na analise do espectro déejpras do ribossomo bacteriano,
estando, portanto, intimamente relacionada assasatio sequenciamento do gene rRNA 16S
(Santoset al, 2013) e bastante conservadas geneticamente poreeXuncdo auxiliar na
conformacéo tridimensional do ribossomo. A quamkdade proteinas ribossomais € muito
superior a quantidade dos outros analitos preseateglula bacteriana (mascarando 0s sinais
por eles emitidos), sobretudo nas células em psocds divisdo, nas quais ha um grande
namero de ribossomos (Assisal, 2011).

A principal vantagem do MALDI-TOF MS é a confiad#éide quanto a identificacdo das
bactérias pela andlise do perfil das proteinasssinmais ao invés da diferenciacéo fisica,
bioguimica e metabdlica e, em comparacdo com osdogtmoleculares, menor tempo
necessario para a identificacdo dos micro-orgarss(@antoset al, 2013). O tempo de
identificacdo da amostra, apds o cultivo em placasa entre 1 a 2 minutos (Emoregtal,
2010; Assis et al, 2011). Por essa razéao, a ideagdo bacteriana utilizando MALDI-TOF MS
tem sido mais intensivamente pesquisada assocrada@organismos patogénicos, sobretudo
agueles envolvidos em enfermidades graves, em diagndstico precoce possibilita a escolha
de uma terapéutica antimicrobiana adequada, impadatairetamente no prognostico do
paciente (Emonedt al, 2010; Carbonnellet al, 2011; Biswas e Rolain, 2013).



50

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local

O estudo foi conduzido em uma unidade de produgawicial dd.. vannamelocalizada no
distrito de Estiva, municipio de Sete Lagoas/MGaddr com latitude de 19°36'58,94” e
longitude 44°25°75,08”, a aproximadamente 600 knockano Atlantico, em altitude de 766m,

durante o periodo de abril a julho de 2017.

Por se tratar de um estudo que utiliza camardes,s§o animais invertebrados, nao foi
necessaria a aprovacdo do projeto pela ComissddEtda no Uso de Animais —
CETEA/UFMG.

3.2. Material biolégico e instalacfes

As pos-larvas (PL) do camar&iopenaeus vannameaiom 10 dias apos a ultima metamorfose
(PLio) foram adquiridas de um laboratorio comercial (Age Ltda, Canguaretama, RN,
Brasil), acompanhadas de atestado de sanidade lamaido por Médico Veterinario,
relatando que as pos-larvas foram provenientestdbalecimento no qual ndo foi constatado
nenhum foco de enfermidades de notificacdo obnigan®s 90 dias anteriores a aquisicdo dos
animais e que 0os mesmos nao apresentavam simacoslte doencas infectocontagiosas ou
parasitarias. O transporte dos animais do labaoattomercial para o sistema de criacao
ocorreu por via aérea, acondicionados em saco$icokascontendo 1/3 de agua e 2/3 de
oxigénio. Os sacos plasticos, por sua vez, foraondicionados em caixas de papelédo
revestidas internamente por laminas de isopor. Agbsatacdo, 80 mil PL foram estocadas
em um tanque-bercario circular construido em agtaunetalica suspensa — com 1m de altura,
revestido com manta de policloreto de vinil (PV&Xxica, com capacidade Gtil de 25iNessa
fase, foi fornecida racdo comercial extrusada cwiet0% de proteina bruta, indicada para

alimentacédo de camardes na fase pés-larva @dlibitum oito vezes ao dia, durante 35 dias.

Ao término da fase de bercario, os camarfes foransferidos para um tanque de engorda,

também em estrutura metalica suspensa — com Jlaftude, revestido com manta de policloreto
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de vinil (PVC) atoxica, com capacidade util de 180ronstruido em formato daceway com
uma divisoria central e extremidades arredondaates,dimensfes de 5m de largura por 20m
de comprimento. A partir dessa fase, 0s animaisgpasy a ser alimentados com racao
extrusada comerciahd libitum quatro vezes ao dia. De acordo com o peso dos#)imas
respeitando-se o intervalo de 35 dias, a ra¢&ufustituida, sendo utilizadas para essa fase trés
tipos diferentes de racdo: R2 (indicada para aliaggto de camardes na fase juvenil até 3g,
contendo 40% de proteina bruta), R3 (indicada plweaentacdo de camardes com peso entre
3 a 69, criados em sistema intensivo de produgdatendo 38% de proteina bruta) e R4
(indicada para camardes com peso superior a Jglaziem sistema intensivo de producao,
contendo 35% de proteina bruta). As racdes foras@ds animais, com excecao da ragdo R4,
apresentavam em sua composicdo, de acordo conricafate, a presenca d&ediococcus

acidilactici ouBacillusspp. como probidtico, na concentracdo de 1,5°XJRC/kg de racgio.

Ambos os tanques estavam abrigados em estufa & aleadbertos com tela de sombreamento
para limitar a incidéncia da luz solar (50% de igéb da luz). A aeracdo do sistema foi
realizada com injetores Venturi tipjdozzleconectados a bombas centrifugas, dispostos em
namero de 20 unidades por tanque de engorda, miopando também a circulagdo de agua
do sistema.

3.3. Fertilizac&o organica

O sistema de bioflocos sem renovacéo de agua ébadd na criagdo dos camarbes em todas
as fases do ciclo de producéo. Inicialmente, ogjua® foram preenchidos com &agua
proveniente de poco profundo, localizado na projade, equipado com bomba, sem nenhum
tratamento prévio, salinizada artificialmente (25%¥sa agua foi utilizada posteriormente
apenas para repor a agua dos tanques de criacdandoais perdida pelo processo de
evaporacao, uma vez que nao foram efetuadas tecagua nos tanques. Para a formacao e
manutencao dos bioflocos, fertilizacbes foram realas para a conversdo do nitrogénio em
biomassa bacteriana. A fonte de carbono utilizamlaof agicar de cana cristal, sendo
considerado o teor de carbono do agucar para oleala quantidade a ser adicionada ao
sistema. Nos quatro primeiros dias utilizou-se heftmgia proposta por Avnimelech (1999),
em que a quantidade de acUcar adicionada foi dieizdan pelo teor de proteina da racéo
comercial utilizada para a manutencao da relacBloe@1 20:1. Apds esse periodo, as adices
da fonte de carbono foram realizadas de acordoEmetinget al. (2006), empregando-se uma
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relacdo C:N de 6:1 e baseando-se na mensuracaodééaatotal (N-AT). A adicdo do acucar
ao sistema, quando necessario, foi feita de foramohada, nos horarios de 10h, 14h, 18h e
22h. As clarificacdes do sistema foram realizadas decantadores, sempre quando o valor de
sélidos sedimentaveis (SS) excediam 15mL/L, até @ualor minimo de 10mL/L fosse

atingido.

Além disso, um produto comercial contendo proba&jdandicado para peixes e camardes,
composto d8acillus cereus, Bacillus subtilis, Bifidobacterilnfidum, Enterococcus faecium

e Lactobacillus acidophiluscom concentracdo bacteriana total na ordem dé UBC/g,
segundo informacdes do fabricante, foi adicionadgw@a dos tanques de criacdo. O produto
foi utilizado a cada 48h, na concentracao de 0,Rmdg/gua, de acordo com as recomendacdes

do fabricante.

3.4. Monitoramento da qualidade da agua do tanqueedcriacéo

Durante o ciclo de producéo dos camardes, os pa@siesico-quimicos da agua monitorados
diariamente foram a temperatura, o oxigénio disdol{DO), o pH e a salinidade, com o auxilio
de uma sonda multiparametros AK88 (AKSO®, Akso Btod Eletronicos Ltda., Séo
Leopoldo, RS, Brasil). As variaveis da série nigogda, nitrito (N-N®@), nitrato (N-NQ) e
amonia total (N-AT), e o fosfato (P-E€) foram determinadas conforme metodologia
preconizada por UNESCO (1983), sendo a amobnia aequéncia diaria e os demais
parametros semanalmente. A alcalinidade foi detexda semanalmente, de acordo como
metodologia descrita por APHA (1989). Para a deteag@o de soélidos sedimentaveis (SS),
realizada diariamente, utilizou-se o0 método do amémhoff, de acordo com a metodologia

adaptada por Avnimelech (2007).

3.5. Coleta de amostras

A coleta das amostras de camaréo foi definida emai da troca de racdo que, por sua vez,
baseou-se na fase de criacdo. Assim, foram coketzatoardes das embalagens de transporte
(PL1o) - antes de serem introduzidos no sistema de&wojasgete dias apos o povoamento do

tanque-bercario recebendo a racdo R1 e, no taregaegbrda, a cada 15 dias apoés o inicio do
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fornecimento das ragdes subsequentes (R2, R3 ed&¥drme esquema apresentado na figura
10, constituindo, portanto, os grupos de camarées ER1, CR2, CR3 e CRA4.

SRR

I I I [ I
7 dias 15 dias 15 dias l 15 dias
Coleta Coleta Coleta Coleta Coleta
PL10 CR1 CR2 CR3 CR4
Agua Tq1 Tq2 Tq3 Tq4
PL,

FIGURA 10. Cronograma de coleta de amosgakizado em funcdo da troca da ragéo fornecida
aos camardes, criados em sistema de bioflocos

Aproximadamente 100 animais foram coletados alest@nte, diretamente dos tanques de
criacdo, com auxilio de pucés, e transportadossyiem sacos plastico contendo 4gua do
proprio tanque e oxigénio na propor¢ao de 1/3 de &y2/3 de oxigénio, para o laboratorio de
Inspecéo de Carnes do Departamento de Tecnoldgspecado de Produtos de Origem Animal

da Escola de Veterinaria da Universidade Federdidas Gerais (DTIPOA/EV/IUFMG).

Também foram coletadas amostras de 4gua do taequéaddo dos camardes, por ocasido da
coleta das amostras dos animais, constituindo asteess Tql, Tq2, Tq3 e Tg4, além de uma
amostra da agua utilizada no transporte das peadgAgua PLo) (figura 8). Ainda, a cada
coleta de camardes, coletou-se uma amostra dagaguai utilizada inicialmente para encher
0s tanques de criacdo e, posteriormente, para aepgua dos tanques perdida por evaporacao
(poco).

As amostras de agua foram coletadas em frascdastep esterilizados, diretamente do tanque
e da embalagem de transporte. As amostras da aguacd foram coletadas da torneira mais
proxima da saida do poco, apds o acionamento dademabertura da torneira, deixando-se a

agua escoar por aproximadamente 1 minuto, parénelgdio da agua estagnada da tubulacéo.
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Apébs a coleta, as amostras de agua foram acondaagsrem caixa isotérmica, contendo gelo
reciclavel, e foram transportadas imediatamentea parocessamento das andlises

microbioldgicas.

Amostras das ragcbes que foram fornecidas aos camar@o produto comercial contendo
probidticos, adicionado & agua dos tanques deaaridgs animais, foram coletadas para andlise,

em sacos plasticos de primeiro uso.

3.6. Analises laboratoriais

3.6.1. Andlises microbioldgicas

As analises microbiolégicas das amostras de agueratb gastrintestinal dos camardes, das
racdes e do produto comercial contendo probiotfooam realizadas nos laboratérios de

Microbiologia de Alimentos e Inspecéao de Carne®dpartamento de Tecnologia e Inspecao
de Produtos de Origem Animal da Escola de Vetedarda Universidade Federal de Minas

Gerais (DTIPOA/EVIUFMG).

3.6.1.1. Preparo das amostras de agua, racbed@@rmmercial contendo probioticos

As amostras de agua foram homogeneizadas. Em seguid aliquota de 1mL foi adicionada
em tubos contendo 9mL de soluc&o salina tamporstddlgpara a obtengdo da diluicdo’10
Para as amostras coletadas dos tanques de criagdanuinais foram preparadas diluicdes
decimais até 1H(1SO 6887-1:2017)

Para as analises das racdes foram pesadas 25godaaam adicionadas a 225mL de salina
peptonada 0,1%, para obtencdo de uma diluicio APos a homogeneizagdo, seguiram-se
diluicdes seriadas em salina peptonada 0,1%, at®(IB®D 6887-1:2017)Para as analises do
produto comercial contendo probiéticos, pesou-sddlgmostra que foi adicionada em 9mL
de salina peptonada 0,1%, para obtencdo de umigadilll0'. Ap6s a homogeneizacao,
seguiram-se diluicdes seriadas em salina peptohdds, até 102 (modificado delSO 6887-
1:2017)
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3.6.1.2. Coleta e preparo das amostras do tratargastinal dos camardes

Os animais foram eutanasiados por hipotermia, seneisos em agua com gelo. Em seguida,
a superficie externa dos camardes foi descontamioach solucdo de etanol a 70% (v/v) e
lavada, com auxilio de uma pisseta, com solucdestimponada esté(il6g de NaCl, 0,40g
de KHPQy, 2,3g de NsPOQy € 0,40g de KCl em 1.000 mL de agua destilada).

Para o isolamento das bactérias na fase de p@{Rivo e R1), animais inteiros foram
agrupados para formar uma amostra composta, um@ueo tamanho reduzido de cada
individuo inviabilizou a remocgé&o do trato gastrgtieal em condicdes assépticas. Para que as
analises microbiolégicas fossem adequadamente &xias) a amostra composta deveria
apresentar um peso minimo de 0,2g, utilizando-seipso aproximadamente 20 individuos, ja
que o lote de camarbes ndo era homogéneo em relag@manho dos animais. Os animais
foram colocados em um frasco esterilizado, contanda quantidade conhecida de salina
tamponada estéril, a fim de se evitar que a amsstagerisse a parede do frasco. A quantidade
de salina previamente adicionada foi considerada @aleterminacdo do peso da amostra e
para se proceder a diluicio1@m seguida, os animais foram macerados utilizanubastio

de vidro estéril e a solugdo homogeneizada comliawk agitador de tubos tipo Vortex
(Quimis®, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diade SP, Brasil). Apdés a homogeneizacéo,
diluicdes decimais até TOforam preparadas com solucéo salina tamponadsl.eB@ra a
realizacdo das analises microbioldgicas, foramagregfas trés amostras compostas de cada uma
das fases Pk e R1.

De cada animal correspondendo a fase CR2 foi refopassepticamente, o trato gastrintestinal
completo. Os tratos gastrintestinais de aproximauaéenl5 individuos foram agrupados, para
formar uma amostra composta, da mesma maneiraegedtd anteriormente, a fim de se obter
uma diluicdo 18. Em seguida diluicbes decimais foram preparadad@t Para a realizac&o

das analises microbioldgicas, foram preparadasamésstras compostas dos intestinos dos

animais da fase R2.

O trato gastrintestinal de cada camardo das faR&eGCR4 foi dividido em trés segmentos
distintos: anterior, correspondendo ao intestin@réor e hepatopancreas, intestino médio e
intestino posterior, como esquematizado na figuta @s mesmos segmentos do trato

gastrintestinal de aproximadamente 15 camardesnfaeunidos para formar uma Unica
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amostra composta de cada um dos segmentos, idadéif como CR3A; CR4A, para a por¢cao

anterior, CR3M; CR4M para os intestinos médios 8RCR4P para 0s intestinos posteriores,
de acordo com a fase de coleta do camarao, segameétodologia descrita anteriormente para
obter uma diluicdo e em seguida diluicbes decimais até.1Para a realizacido das analises

microbiolégicas, foram preparadas trés amostraspostas de cada um dos segmentos do
intestino dos animais das fases R3 e R4.

Hepatopancreas

FIGURA 11. Representacdo esquematica da divisadrato gastrintestinal do camardo
vannamerealizada para anélises microbioldgicas
Fonte: Adaptado de Felgenhauer, 1992.

3.6.1.3. Isolamento, enumeracao e identificacaceppectrometria de massa por ionizagéo e
dessorcao a laser assistida por mgMALDI-TOF MS) de bactérias do trato gastrintestina
dos camardes, da agua do sistema de criacéo, gfsssra do produto comercial contendo

probidticos

Cinco diferentes meios de cultura foram seleciosgdoa a contagem e isolamento de micro-
organismos presentes no trato gastrintestinal dosaides e na agua do sistema de criacéo,
sendo dois meios nio seletivos (Agar Marinho 22d6el - AM e Agar Triptona de Soja -
TSA) e trés meios seletivos (Agar Tiossulfato @itr8ile Sacarose —TCBS, Agadan-
Rogosa-Sharpe MRS e Agar MacConKey - MC). O agar marinho é meio n&o seletivo,
formulado com o objetivo de mimetizar a composiga@gua do mar, utilizado para o cultivo
de bactérias heterotroficas aerdbias de ambierdgaimos, enquanto o agar TSA é usado para
o cultivo de bactérias oriundas de diversos amésgodbmo agua, solo, fezes, entre outros. O

agar TCBS é um meio de cultura seletivo que propoaco desenvolvimento de bactérias do
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géneroVibrio, enquanto o agar MRS é um meio seletivo para endedvimento de bactérias
acido-laticas e o agar MacConkey favorece o isatmnele Enterobacteriaceae e outros

bastonetes Gram negativo.

3.6.1.3.1. Enumeracéao de bactérias heterotréfimadbems marinhas

Foi utilizada uma aliquota de 0,1mL das diluict@$, 1.0°, 10° e 10’ das amostras do trato
gastrintestinal; 18, 102 e 10* das amostras da agua do tanque de criagdd dadamostras
da agua do poco para semear uma placa de PeteindonAgar Marinho 2216 Zobell - AM
(TMMedia, Titan Biotech Ltd, Rajasthan, india). Taém foi utilizada uma aliquota de 1mL
das amostras da agua do poco, sem diluicdo, paraasetrés placas com agar marinho,
constituindo a denominada diluicAdo®1aCom auxilio de uma alca de Drigalski, o in6cudo f
espalhado sobre a superficie do agargad platg e em seguida, as placas foram incubadas
em posigao invertida, a 21°C + 1°C, por 40 horasjreubadora B.O.D. 347 CD (FANEM®,
FANEM Ltda., Guarulhos, SP, Brasil). ApGs o peria#oincubacéo, as colbnias bacterianas
foram contadas e a densidade populacional expeesamidades formadoras de colbnias por
mL ou g da amostra (UFC/mL ou g) (modificado de APBE005 e Nurhidayet al, 2012).

3.6.1.3.2. Enumeracao de bactérias heterotrofutast

Foi utilizada uma aliquota de 0,1mL das diluict@$, 1.0°, 10° e 10’ das amostras do trato
gastrintestinal; 18, 10% e 10* das amostras da agua do tanque de criagdd dadamostras
da agua do poco para semear uma placa de PetendonfAgar Triptona Soja - TSA (Oxoid
LTD, Basingstone, Hampshire, Inglaterra). Tambéimufdizada uma aliquota de 1mL das
amostras da 4gua do poco, sem diluicdo, para sérésqulacas com agar TSA, constituindo a
denominada diluicdo #&) Com auxilio de uma alga de Drigalski, o inculbefspalhado sobre

a superficie do agasgread platg e, em seguida, as placas foram incubadas emagosic
invertida, a 35°C + 2°C, por 24 horas, em estuf@dsAo periodo de incubacéo, as col6nias
bacterianas foram contadas e a densidade populh@rpressa em unidades formadoras de
col6nias por mL ou g da amostra (UFC/mL ou g) (rhcailo de APHA, 2005 e Nurhidayat

al., 2012).
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3.6.1.3.3. Enumeracao §@brio spp.

Foi utilizada uma aliquota de 0,1mL das diluicd@s, 1.0, 10° e 10° das amostras do trato
gastrintestinal; 19(amostra sem diluic&o), 1@ 107 das amostras da agua do tanque de cria¢éo
e 10 (amostra sem diluicdo) e 1@as amostras da dgua do poco para semear umadplaca
Petri contendo Agar Tiossulfato Citrato Bile Sasaro- TCBS (Acumedia, Neogen
Corporation, Michigan, Estados Unidos). Com auxdkouma alca de Drigalski, o indculo foi
espalhado sobre a superficie do agargad platge, em seguida, as placas foram incubadas
em posicao invertida, a 35°C + 2°C, por 24 horasgestufa. Apos o periodo de incubacao, as
colénias bacterianas foram contadas e a densidagdalgeional expressa em unidades
formadoras de colbnias por mL ou g da amostra (bEQuU g) (SO 21872-1:2017)

3.6.1.3.4. Enumeracédo de bactérias acido-laticas

Foi utilizada uma aliquota de 0,1mL das diluicd6%,110%, 10° 107, 10° 10%° para as
amostras de racgdo, 1010° 107, 10° 10, 10?2 para a amostra do produto comercial
contendo probidticos, 10e 10? das amostras do trato gastrintestinatt d@s amostras da agua
do tanque de criacdo e das amostras da agua dpamgeemear uma placa de Petri contendo
Agar deMan-Rogosa-Sharpe MRS (Merck,Darmstadt, Alemanha) e o meio M17 (Difco
Laboratories Inc., Detroid, Estados Unidos) fdizado apenas para as amostras de racéo e do
produto comercial contendo probiéticos. Tambémuidizada uma aliquota de 1mL das
amostras da agua do tanque de criacdo e das asndaté@gua do poco, sem diluicdo, para
semear trés placas com agar MRS, constituindo andieada diluicdo 18. Com auxilio de
uma alca de Drigalski, o inoculo foi espalhado sabsuperficie do agasgread platge, em
seguida, as placas foram incubadas em posicadiaeeem aerobiose, a 35°C + 2°C, por 48
horas, em estufa. Apds o periodo de incubacéoplésias bacterianas foram contadas e a
densidade populacional expressa em unidades foramde colonias por mL ou g da amostra
(UFC/mL ou g) (ISO 7889:2003).

3.6.1.3.5. Enumeracéo de enterobactérias
Foi utilizada uma aliquota de 0,1mL das diluic66%,110? e 10° das amostras do trato

gastrintestinal; 18 das amostras da agua do tanque de criagdo e dagasa agua do pogo

para semear uma placa de Petri contendo Agar M&e@emMC (Difco Laboratories Inc.,
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Detroit, Estados Unidos). Também foi utilizada watiguota de 1mL das amostras da agua do
tanque de criacdo e das amostras da dgua do pogodikiicdo, para semear trés placas
contendo Agar MacConkey, constituindo a denomimiidécao 160°. Com auxilio de alga uma
de Drigalski, o indculo foi espalhado sobre a sfigerdo agargpread platge em seguida, as
placas foram incubadas em posi¢éo invertida, a 3321, por 24 a 48 horas, em estufa. Apés
0 periodo de incubacgédo, as colonias bacterianasnfaontadas e a densidade populacional
expressa em unidades formadoras de col6nias pooung da amostra (UFC/mL ou Q)
(Shakibazadebt al.,2009).

3.6.1.3.6. Enumeragéo de micro-organismos aerobios

Foi utilizada uma aliquota de 0,1mL das diluicd6%,110%, 10° 107, 10° 10%° para as
amostras de racdo, 1010° 107, 10° 10%, 10?2 para a amostra do produto comercial
contendo probidticos para semear uma placa de ¢etiendo Agar BHI (BD). Com auxilio
de uma alca de Drigalski, o indculo foi espalhaolore a superficie do agapfead platge,

em seguida, as placas foram incubadas em posigédida, em aerobiose, a 35°C + 2°C, por
48 horas, em estufa. Apos o periodo de incubagaoolénias bacterianas foram contadas e a
densidade populacional expressa em unidades forasde colonias por mL ou g da amostra
(UFC/mL ou g) (adaptado de Kesttal, 2016).

3.6.1.3.7. Isolamento e selecéo das colonias gardificacao por espectrometria de massa

As caracteristicas morfolégicas e de pigmentac&ocad#dnias identificadas nas placas dos
diferentes meios de cultura utilizados foram regdds. Um tipo representativo de cada colénia
com morfologia distinta, de cada amostra, foi seteado e inoculado em 5mL de caldo Infusao
cérebro coracdo — BHI (BD, Flanklin Lanes, Estddog&los), para as colénias selecionadas nos
meios MRS, MC, TSA e BHI, e em 5mL de caldo BHIcaahado de 1% de NaCl (caldo BHI-
NaCl), para as colbnias selecionadas nos meios ANCBS. Em seguida, os caldos foram
incubados, em estufa, a 35°C £ 2°C, durante 24shéyads o periodo de incubacéo, aliquotas
dos caldos BHI e BHI-NaCl foram estriadas, com kaxde alcas de niquel-cromo, nas
superficies de agar BHI (BD, Flanklin Lanes, Estadaidos) e BHI adicionado de 1% de NaCl
(BHI-NaCl), respectivamente, para obtencdo de sdtpuras. As placas foram incubadas em

estufa, a 35°C + 2°C por 18 a 24 horas. ApoOs ocoderide incubacédo, as colonias foram e
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submetidas a identificacdo por espectrometria desanpor ionizagdo e dessorcdo a laser por
matriz (MALDI-TOF MS).

3.6.1.3.8. Identificacdo das bactérias por espeeioa de massa por ionizacdo e dessorcao a
laser por matriz (MALDI-TOF MS)

A identificacdo das bactérias isoladas foi reabzad Laboratério Nacional de Referéncia para
Doencas de Animais Aquaticos (AQUACEN) do Ministéida Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, sediado no Departamento de MedMetarinaria Preventiva da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas G€ElidVP/EV/UFMG).

O material fresco de uma unica colbnia bacterianeadla amostra foi transferido, com auxilio
de um palito de dente, para uma placa alvo deragadével. Foram adicionadogil de &cido
formico a 70% e luL de solugdo matriz MALDI-TOF MS, constituida poma solugéo
saturada de acideciano-4-hidroxicinamico (HCCA) (Bruker Daltonid8temen, Alemanha),
ao sedimento bacteriano de cada amostra depositagaca. Apos secar ao ar, a placa foi
inserida no espectrometro de massa FlexControldAlex LT (Bruker Daltonics). Antes das
medic¢des, foi realizada a calibragédo do equipamastoum padréo de teste bacteriaBoopli
DH5 alpha; Bruker Daltonics). Os espectros obtidoam analisados pelo programa MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics, Estados Unidos) concasfiguracbes padrao para obtencdo da
identificacdo bacteriana. O algoritmo utilizado®MALDI Biotyper confronta os espectros
da amostra desconhecida com as amostras de refei@mtidas no banco de dados de
referéncia. O critério de identificacdo utilizadn & recomendado pelo fabricanszore>
2,000 indica uma identificacdo ao nivel de espécE000 e> 1,700 indica uma identificacédo

ao nivel de género e < 1,700 indica que a ideatiio ndo € confiavel (Asssal, 2017).

3.6.1.4. Pesquisa de doencas infecciosas de casnarde

A pesquisa de doencas infecciosas de camarbegdbrada no Laboratério Nacional de
Referéncia para Doengas de Animais Aquéticos (AQBNdo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, sediado no Departamendediicina Veterinaria Preventiva da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal debGerais (DMVP/EV/UFMG).
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Nas mesmas fases de criacdo em que foram coleiadasardes para a realizacdo das analises
microbiolégicas, foram coletadas amostras de cagsairiieiros para a pesquisa de doencas
infecciosas que podem acometer o camhard@annameiOs camardes foram eutanasiados por
hipotermia, sendo imersos em agua com gelo. Emdaedlb camardes foram acondicionados
em fracos de coleta estéreis, fixados em alcobta®remetidos ao laboratdério para a pesquisa

de doencas infecciosas, a temperatura ambiente.

De cada uma das amostras, DNA e RNA foram extragdparadamente. O DNA foi utilizado
para a realizacdo das técnicas de Reacdo em GdRiglimerase quantitativa (qPCR) para a
deteccéo do virus da Mancha Branca (WSSV) (OIE2&0) 1o virus da Necrose Hipodérmica
e Hematopoiética Infecciosa (IHHNV) (OIE, 2015a)eedoenca da necrose hepatopancreética
aguda (AHPND) (Nunaet al, 2014; Haret al. 2015). O RNA foi utilizado para a realizagcao
das técnicas de reacdo de transcricdo reversadasedei Reacdo em Cadeia da Polimerase
(RTqPCR) para a detecc¢édo do virus causador da anaseeinfecciosa (IMNV) (OIE, 2012b),

do virus causador da sindrome Taura (TSV) (OIE5B)Ipara o virus da doenca da cabeca
amarela (YHV) (Dharet al, 2002; Maet al., 2008; OIE, 2012c) e para a hepatobactéria

causadora da hepatopancreatite necrosante (NHB) 2015c).

3.6.1.5. Andlise bromatoldgica das racoes

As racOes comerciais utilizadas na alimentacdocdosarfes durante o periodo de criacao
foram analisadas quanto aos teores de matérigid&amatéria mineral (MM), proteina bruta
(PB) e extrato etéreo (EE), seguindo metodologigpgsta pela AOAC (2010). As analises
foram processadas no Laboratorio de Nutricdo Andudbepartamento de Zootecnia da Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de MinasaGeiDZOO/EV/UFMG). Os valores
obtidos com as analises das ra¢Ges foram compaaadasiveis de garantia especificados nos

rétulos dos produtos.

3.6.1.6. Analise estatistica

Os dados obtidos com as contagens bacterianas &oralisados para verificar se atendiam as
premissas de normalidade, aplicando-se o pelodeshapiro-Wilk. Posteriormente, os dados
que apresentaram distribuicdo normal - as contadgebactérias heterotréficas (tanto feitas em

agar marinho quanto em agar TSA), as contageiMbdi® e os dados referentes as contagens
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de bactérias acido-lacticas das fases em que liwigé&o dos tratos gastrintestinais em porgoes
foram submetidos a Analise de Variancia, utilizahslo-wayANOVA. O teste de Tukey foi
aplicado para detectar diferencas significativaieeass tratamentos, a um nivel de significancia
(o) de 0,05.

Para os demais dados que ndo apresentaram digoboormal, as suas medianas foram
submetidas ao teste estatisticos de Kruskal-Wallisn nivel de significancia de)(de 0,05.
Para os calculos estatisticos foi utilizando o o GraphPad Prismversdo 6.01 para

Windows (GraphPad Software, San Diego, CaliforBgtados Unidos).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise da qualidade da agua dos tanques deagydo dos camardes

O monitoramento dos parametros de qualidade da @gssencial para a manutencdo de
qualquer sistema adotado para a criagdo de anemai&ticos. Nos sistemas de criagcdo de
camardes utilizando bioflocos sem renovacéo de, &psa monitoramento torna-se primordial,
uma vez que o acumulo de determinados compost@guea € inevitavel e a demanda de
oxigénio dissolvido na agua é muito maior do ques@temas convencionais, decorrente nao
somente da alta densidade de estocagem dos animass,também pela demanda da
comunidade microbiana presente na agua (Getlay, 2010). Os resultados obtidos para os
parametros fisico-quimicos da agua dos tanquesatiere de engorda, sdo apresentadas na
tabela 1.

Concentracdes de oxigénio dissolvido superiores@l5sao consideradas ideais por Van Wyk
e Scarpa (1999) na criacdo do camarao branco did@aem sistema de bioflocos. Ja para
Boyd e Clay (2002), as concentra¢gfes de oxigémisotliido na Agua superiores a 4mg/L sdo
consideradas ideais para a criacdo dessa espémendedo, em sistemas de criacdo intensivo.
As concentracbes médias de oxigénio dissolvidofivadas nos tanques de criacdo dos
camardes avaliados neste trabalho, exceto na fgdel@m superiores aos niveis sugeridos por
Van Wyk e Scarpa (1999). O nivel médio de oxiggmémsurado na fase R3, atendeu o sugerido
por Boyd e Clay (2002), tendo-se registrado, ndasa, valores de oxigénio dissolvido
inferiores aos referenciados por esses autoressafplsso, durante o periodo de criacao

avaliado, nao foi registrada mortalidade de aniraasociadas a esse evento.

De acordo com Ebelingt al. (2006), nos sistemas de bioflocos, depois da cdraggio de
oxigénio dissolvido na agua, os sdlidos em suspermastituem o segundo fator limitante mais
importante para a criacdo de camardes. O aumensblais dificulta a manutencdo da
estabilidade quimica do sistema, acarretando awmeat nivel de C® e na demanda
bioguimica de oxigénio, além do declinio do pH eldalinidade. A ocluséo das branquias dos

camardes pelo excesso de particulas é outra carsggula alta concentracéo de solidos na
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agua. Assim, pode até ser necessaria a remocarcdese de sélidos da dgua dos tanques
(Godoyet al, 2010).

TABELA 1. Médias §), desvios-padréo, coeficientes de variacdo (Cvgleres minimos e maximos
dos parametros fisico-quimicos da agua dos tanguesnte a criacdo de camardes/annameiem
sistema de bioflocos

Parametro Tanque x d Val_qr Desvio Cv Minimo  Maximo
esejavel (%)
Bercario R1 29,2 0,91 3,13 27,2 31,9
Temperatura R2 29,2 o5 - 35 0,59 2,03 28,1 30,6
(°C) Engorda R3 28,7 0,75 2,61 27,4 30,2
R4 25,9 1,16 4,48 23,6 27,4
Bercario R1 7,77 0,18 2,36 7,36 8,16
oH R2 7,63 7.83 0,09 1,18 7,40 7,81
Engorda R3 7,59 0,11 1,43 7,37 7,87
R4 7,64 0,11 1,39 7,35 7,85
o Bercario R1 5,8 1,41 24,49 4,0 9,8
O R2 55 095 17,23 4,0 8,4
Dissolvido >4
oD (mg/L) Engorda R3 45 0,45 10,05 3,8 6,2
R4 53 0,66 12,47 4,3 6,4
Bercario R1 24,7 1,13 4,58 19,6 26,0
Salinidade R2 26,6 25 2,35 8,81 24,2 30,7
(%o) Engorda R3 23,8 0,60 2,51 229 24,8
R4 24,5 0,13 0,54 24,3 24,7
Bercario R1 1,4 2,25 162,33 0,0 6,0
Amonia total R2 0,4 =1 0,54 136,90 0,0 2,0
N-AT (mg/L) Engorda R3 2,3 - 1,95 85,00 0,0 5,0
R4 0,09 0,18 205,86 0,0 0,5
Bercério R1 0,0 0,00 - 0,0 0,0
Nitrito R2 0,0 <10 0,00 - 0,0 0,0
N-NO2 (mg/L) Engorda R3 1,0 2,24 22361 0,0 5,0
R4 0,0 - - 0,0 0,0
Bercario R1 0,0 0,0 - 0,0 0,0
Nitrato R2 0,0 <20 0,0 - 0,0 0,0
N-NOs (mg/L) Engorda R3 0,0 0,0 - 0,0 0,0
R4 0,0 0,0 - 0,0 0,0
Bercario R1 1,40 0,85 60,57 0,39 2,5
Fosfato R2 1,67 03-30 0,53 31,81 0,94 2,50
P-PQ3(mg/L) Engorda R3 1,36 ’ ’ 1,07 78,74 0,36 2,5
R4 1,85 - - 1,85 1,85
Bercario R1 296,4 8,20 2,77 278 300
Alcalinidade R2 293,0 > 100 11,60 3,96 265 300
(mg/L) Engorda R3 279,6 - 45,62 16,31 198 300
R4 - - - - -
. Bercario R1 12,4 4,38 35,36 4 21
<o jﬂfﬂ"tzveis R2 107 _.. 700 65,41 2 25
(mL/L) Engorda R3 14,0 - 4,64 33,13 6 27

R4 21,8 6,42 29,42 9 34
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A média dos valores de solidos sedimentaveis rqueade engorda na fase R4 (21,8mL/L) foi
superior ao limite estabelecido para realizar afidacdo (15mL/L), a estratégia adotada no
sistema de producdo em questdo para a manuterngadvess de solidos sedimentaveis na agua
dentro do limite preconizado. Essa fase coincidim aois eventos: despescas diarias de
animais para comercializacdo e declinio da temperaambiente, acarretando reducdo da
temperatura média da agua do tanque (25,9°C). Nodmecorrespondente a fase R4 foram
registradas, na regido, as mais baixas temperadertmdo periodo avaliado, com minima de
8°C e maxima de 26°C, de acordo com dados da estiecSete Lagoas do Instituto Nacional
de Metrologia (INMET) (Figura 12). Consequentemengefase R4 também foram registrados
0s menores valores de temperaturas da agua doetaaga o periodo avaliado (minima de
23,6°C e maxima de 27,4°C), uma vez que nado hastenta de aquecimento instalado nos
tanques. De acordo com Ponce-Palafoal.,(1997), as melhores taxas de crescimentolpara
vannameiforam verificadas em aguas apresentando valorgs @5%°C e 35°C. A taxa
metabdlica dos crustaceos é diretamente influeacigela temperatura ambiente, como
consequéncia da inabilidade desses animais em mantemperatura corporea e pela
dependéncia térmica das reacdes enzimaticas, qaeewc sob estritas variacbes de
temperatura (Randatt al.,2000).

Estacao: A569 - SETE LACOAS

Temperatura (C)

20. JUN 22.JUN 24.JUN 26. JUN 28. JUN 30.JUN 2.JUL 4.JUL 6. JUL 8.JuL 10. JuL 12.JUuL

AN ‘17 MAI'17 e SET'17
3 T

FIGURA 12. Temperaturas minimas e maximas regiateadre 20 de junho e 13 de julho de 2017 na
estagdo de Sete Lagoas, - MG.
Fonte: INMET, 2017.
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A fertilizacdo organica, adigdo de acucar de canaodonte de carbono, foi realizada conforme
sugerido por Ebelingt al, (2006), adicionando-se 6g de carbono para cadte Fgnonia, ao

se verificar uma concentracdo de amonia total suparl,0 mg/L. De acordo com Godey

al. (2010), a formacéao de bioflocos néo € estimulpeaas pela fertilizacdo organica, mas por
qualquer fonte de matéria organica que seja adid@mo sistema, sendo também essencial
controlar a entrada e a qualidade da racao fora@ad animais. Assim, a redu¢ao da densidade
de animais no tanque de criacdo — ocasionadagespescas diarias - e as baixas temperaturas
da agua, que promovem a reducao do consumo densipnpodem ter originado um excesso

de matéria organica no sistema, resultado do awngensobra de racao.

Avnmelech (2009) sugeriu a determinacdo de soligedimentaveis para monitorar a
quantidade de bioflocos nos tanques de criacacaloardes, pela facilidade de realizacdo da
andlise comparada a determinacdo de sdlidos suspéntsis. No entanto, de acordo com
Schryveret al. (2008), os resultados dos sélidos sedimentaveisnieser interpretados com
cautela, pois ocorre uma mudanca no padréo de tdbdatade dos flocos determinada por
fatores como intensidade de aeracado, concentrag@xigénio dissolvido, concentracdo de
matéria organica, temperatura, pH e composicaesiaExies bacterianas que formam os flocos.
Além disso, Schryver (2012), avaliando o efeito slal&dos suspensos totais presentes na agua
do sistema de criagdo dle vannameisugeriu que o aumento dos niveis de solidos també
aumenta o numero de bactérias heterotroficas nelata variagcdo dos compostos nitrogenados
e mantendo a estabilidade do sistema. Considegralos outros parametros avaliados para a
verificagdo da qualidade de agua na fase R4 (corecé® da alcalinidade que néo foi
mensurada nesse periodo) apresentaram valoresriadogppara a criacdo do camaitio
vannamei,as ponderacfes apontadas por Schrgtenl. (2008) e Schryver (2012) sao
pertinentes, necessitando de estudos especificoggt@belecer as relacdes existentes entre 0s

fatores citados.

Segundo Wasieleskst al. (2006), valores de pH da agua inferiores a 7 afetarescimento

do camarad.. vannametdo sistema de criagcdo em bioflocos, sendo queeslte pH entre 7

e 8,3 seriam ideais para a criacdo dessa espéaie \Wk e Scarpa, 1999). Em bioflocos,
devido a alta taxa de respiracao dos animais emamidade microbiana, ha tendéncia de o pH
manter-se proximo a 7 ou com valores inferioresabie o periodo avaliado, os valores de pH
mantiveram-se dentro da faixa recomendada a espéeseno quando os solidos em suspensao

mantiveram-se elevados, ao contrario do relatadoDgocampet al. (2003). Em relagédo a
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alcalinidade da agua do sistema de criagdo, Van&\Bgarpa (1999) recomendam como ideais
valores iguais ou superiores a 100mg/L. Durantertdo de criacdo dos camardes, as médias

dos valores da alcalinidade atenderam aos valecesnendados pelos autores citados.

A concentracdo de amonia apresentou uma grandac&ardurante o ciclo de producao do
camardo no sistema de bioflocos avaliado. Segurjal B Clay (2002), a manutencdo da
concentracdo da amoénia em valores acima de 5mgrejédicial aos camardes vannamei
Valores nesse nivel prejudicial aos camardes foemistrados nas fases R1 e R3. No entanto
as médias da concentracdo de amoénia na agua apraservalores inferiores. Lin e Chen
(2001) determinaram que os niveis de segurancajypeais deL. vannameiem relacdo a
amonia total situam-se entre os valores 3,55 mg3,98 mg/L. A adicdo de uma fonte de
carbono foi realizada quando a concentracdo de ianexcedia 1mg/L, como sugerido por
Ebeling et al, (2006), para que o0 nitrogénio amoniacal fosseveditdo em biomassa
bacteriana. Dessa forma, a adicao de acucar decoar@fonte de carbono foi fundamental no

controle da concentracdo de amonia.

De acordo com Bitton (2005), Ebelireg al. (2006) e Oliveira, (2012), a principal via de

remocdo da aménia do sistema de bioflocos é aausfdrmacdo em biomassa bacteriana. Em
sistemas eficientes, com adequada manutencdo algioelC:N, as bactérias heterotréficas
suplantam as bactérias nitrificantes, responsetestransformacéo da amonia a nitrito e, em
seguida a nitrato, resultando em quantidades itfisigtivas de compostos nitrogenados na
dgua dos tanques de criacdo. A avaliacdo dos adegltdas andlises dos compostos
nitrogenados, apresentados na tabela 1, permistatanque, com a metodologia utilizada, néo
se detectou a presenca de nitrito e nitrato, excatfase R3. Nesse periodo, também foi
registrada a maior média de valores de concentidg@amonia e consequentemente de nitrito,
sugerindo que um desequilibrio das bactérias hedficas com aumento da comunidade

bacteriana nitrificante, como relatado por Ebeéhgl. (2006).

Litopenaeus vannameé uma espécie eurialina, osmorreguladora, capae @eaptar a uma
ampla faixa de salinidade, habitando aguas conmmidaties muito proximas de zero as
salinidades superiores a 40%., sendo 0 ponto isé@mndessa espécie proximo a 25%o
(McGraw et al, 2001). Esses resultados justiicam as melhoreastale crescimento e

sobrevivéncia pard.. vannameiobtidas quando esses animais foram criados com uma
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salinidade de 25%. (Maicat al, 2012). As médias de salinidade da dgua mantiveem
préximas a esse valor 6timo.

4.2. Composicédo bromatolégica das racdes fornecidas camardes

Os resultados das anélises de matéria seca (M8riamineral (MM), extrato etéreo (EE) e
proteina bruta (PB) realizadas nas amostras dass&l, R2, R3 e R4 fornecidas aos camardes
nas fases de bercario e engorda e os niveis detigagapecificados nos rotulos dos produtos
(NG), para 0s mesmos parametros, sao apresentadaisata 2.

TABELA 2. Composi¢ao nutricional das racfes utiliaa nas diferentes fases da criacdo do camaréo
Litopenaeus vannamem sistema de bioflocos, com base nos niveis d@mtiai(NG) declarados nos
rotulos e nos valores determinados nas analisesal@iniais

R1 R2 R3 R4
NG Andlises NG Andlises NG Andlises NG Analises
MS (%) >90 92,79 >90 92,83 >90 93,59 >90 91,25
MM (%) <14 13,09 <14 12,89 <13 13,45 <15 11,77
EE (%) >75 1401 >75 16,32 >75 11,94 9,0 12,03
PB (%) > 40 4430 >40 42,34 > 38 38,28 >35 42,41

Parametro

A comparacdo dos resultados das andlises das asdstracdo com os respectivos niveis de
garantia declarados nos rotulos permite constaiagenas o resultado da matéria mineral da
racdo R3 estava em desacordo com o declarado. Nassge o resultado obtido na analise
excedeu em somente 3,46% o valor declarado. Adotsedima tolerancia de 10%, pode-se

considerar que todas as ra¢des estavam em conéatenidm os niveis de garantia declarados
nos rétulos.

Para os camardes peneideos, a exigéncia protetétich sofre variacdes em funcéo da espécie
de camardo, mas também de acordo com a fase devdedmento na qual o animal se encontra
(Shiau, 1998). De acordo com Chetnal. (1985), para atender as necessidades associadas a
construcdo e a reparacao do tecido muscular, oaréasna fase de pds-larva possuem uma
exigéncia em proteina dietética mais elevada, caadpaas fases posteriores. Em anuéncia com
esses autores, Samodtal.(1993) e Velascet al.(2000) sugeriram niveis de proteina bruta

variando entre 40% a 55% para atender a exigémoizipa de pdés-larva do camarko
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vannamei Para essa mesma espécie, Kureshy e Davis (2068jirmam uma exigéncia de
proteina bruta maxima de 32% para camardes nasjtagmil e sub-adulto.

Analisando as informacfes declaradas nos rétulesagées e os resultados obtidos na analise
para os niveis de proteina bruta (tabela 2), pedaigor que as racdes comerciais fornecidas
aos camarfes, de acordo com as diferentes faselesgmvolvimento, foram formuladas
consoante ao preconizado nas informacfes apreasnta literatura citada, exceto pelo
resultado obtido para a racdo R4. O teor de prteinta na racdo R4 excedeu em 21,17% o

valor minimo declarado no rétulo.

Sendo a exigéncia nutricional dos camardes ndifedade criacdo (CR4) menor, havendo um
maior nivel proteico (superior a exigéncia) na caigdinecida (R4) e, ainda, considerando que
os camardes assimilam entre 20% a 30% das protigpiveis nos alimentos (Avnimelech,
2003), ocorre uma grande liberacdo de compostasgeitados na agua, provenientes
principalmente da excre¢do dos animais e da decsig§mda racdo nao consumida e nao
assimilada (Avnimelech, 1999; Queiroz e Boeira, 20Q@m maior aporte de compostos
nitrogenados aumenta a necessidade de adi¢cdo chr acionte de carbono — para neutralizar
a amonia gerada (Avnimelech, 1999). No sistemaidi#obos, a manipulacdo da relagcao
carbono:nitrogénio favorece a formacdo de agregad@sobianos predominantemente
heterotréficos que transformam compostos nitrogemng@odtencialmente toxicos em biomassa
microbiana (Avnimelech, 1999; Ebelieg al, 2006; Cratet al, 2007; Silveet al, 2013), que
podem ser consumidos pelos camardes, constituimde@curso alimentar complementar para
esses animais (Cuzemal, 2004; Wasieleskgt al, 2006; Cralet al, 2007; Cralet al, 2010;

Krummenaueet al, 2012; Hargreaves, 2013).

Considerando que, na fase de criacdo em que osiaréstavam recebendo a racdo R4, a média
dos solidos sedimentaveis manteve-se em niveisristgge aos desejaveis e 0s demais
parametros de avaliacdo da qualidade da agua peceram dentro da faixa considerada ideal,
acredita-se que, coadunando com as observacOeshdgv& (2012), houve uma grande
formacdo de flocos microbianos, predominantemengéterbtroficos, que ndo foram
consumidos pelos camarbes, pelos motivos ja descritMesmo ndo havendo
comprometimento da qualidade da agua do tanqueaigic dos camardes, na fase em que 0s
animais receberam a racdo R4 houve um aumento mgjondecorrente da maior demanda por

clarificacdo da agua, para manter os soélidos sedéweis dentro da faixa de valores esperada.



70

Uma importante vantagem relacionada a producdaoemdes em sistema de bioflocos € a
possibilidade de utilizacdo de menores teores aeimia bruta na dieta fornecida aos animais
criados nesse sistema, sem comprometimento do desémprodutivo (Hopkinet al, 1995;
Taconet al, 2002; Avnimelech, 2003; Wasieleskal, 2006; Azimet al, 2008). Correit al.
(2014), ao compararem a reducao dos niveis deipaotas racdes do camatdovannamei
produzidos em sistema de bioflocos, verificaramagealidade da agua do sistema de criacao
foi melhor (p<0,05) nos tanques onde os animaish@@m a dieta com 30% de proteina do
gue nos tanques onde foi fornecida a dieta comdpgoteina, sem comprometimento da taxa
de crescimento dos animais. Entdo, torna-se neaessiudar um melhor manejo para a
criacdo de camardes em sistema de bioflocos, @masido que, a proteina € o ingrediente mais
caro da dieta (Emerenciamb al, 2012; Jatob&t al, 2014) e que ndo existem formulacdes
comerciais disponiveis especificas para camar@mdosr nesse sistema, com niveis reduzidos

de proteinas.

4.3. Enumeracéao de bactérias nas amostras de agua

Os resultados da contagem bacteriana nas amostr@agud do poc¢o, agua do transporte das
pés-larvas de camar&ovannamee da agua dos tanques de criacdo dos camardesstemss

de bioflocos, nas diferentes fases de criacacgapésentados na tabela 3.

Em cada uma das fases de criagcdo em que foi rdalzaoleta dos animais, optou-se pela
coleta de uma Unica amostra simples da agua dgadanprocessada em um ponto aleatério
do tanque, considerando que a aeracao que o sidieiviaflocos demanda proporciona uma
adequada circulacdo da agua e manutencédo dos Boeasuspensado. Ademais, as analises
realizadas nas amostras de 4gua tiveram como pi@posbtencdo de informacdes sobre a
composicao bacteriana, tanto do ambiente aquatiogual os animais estavam inseridos no
momento da coleta e quanto da agua utilizada passtecer o sistema. Por isso, néo foi possivel

realizar inferéncias estatisticas em relacéo anstaglos das contagens bacterianas obtidas.

Os maiores valores numéricos para as contagensriaaets nas amostras de agua foram
observados na amostra referente a agua de tramslamipos-larvas, da larvicultura — no Rio
Grande do Norte, até a unidade de producao enlL8gtas. Em qualquer sistema aquatico, 0s
parametros ambientais como a temperatura, sali@jgad e oxigénio dissolvido tém grande

influéncia na distribuicdo das bactérias (Heenktiga-ernando, 2016; Zhaergal, 2016).



Tabela 3. Resultados da enumeragéo de bactérissnpee nas amostras de agua do pogo, agua doottandps PL de camardkgopenaeus
vannamee dos tanques em sistema de bioflocos, nas diéréaes de criacdo

Agua do poco Agua

Parametro microbiologico @) transporte PLio Tgl Tg2 Tg3 Tg4
Bf‘d‘;éé}?nsL?e_teA{ggf&C;fntﬁ;ais 3,8x10 9,0x16 1,6x16 2,0x10 1,9x16  2,6x10
BaCté(rbalfCr}fntﬁ;O_”?‘;"‘Aas ol 2k 3,6x16 3,3x10 5,6x10 6,4x10 7,3x16
Vibrio spp. (UFC/mL) <1 1,1xf0 6,6x10 4,0x16 3,3x10 1,8x10d
Enterobactérias (UFC/mL) 1,8x10 1,5x1C¢ 1,8x1G¢ 2,5x1C¢ 4,3x10 2,7x10
Bactérias acido-laticas 1.2x16 1.7x10 <1x1¢ <10 <10 <10

(UFC/mL)
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Porém em sistemas de criacao intensivos fechaskess parametros ambientais podem ser bem
controlados durante todo o periodo de criagéo, tpeta de agua do sistema. Mesmo quando
os fatores ambientais sdo controlados, a cargarmt pode sofrer influéncia da quantidade
de matéria organica depositada (Sharetilal, 1996). Durante o periodo de transporte, as pos-
larvas foram mantidas em sacos plasticos fechadas controle dos parametros ambientais e
sem renovacgdo de agua para remoc¢ado da matéridaarg@positada, favorecendo o aumento

da populacdo bacteriana presente na agua, comapouerificado.

Como os camardes foram criados em sistema de tisfloque se baseia na fertilizacao
organica adicionando-se uma de fonte de carbore gsiimular o desenvolvimento de uma
microbiota heterotréfica, sem renovacdo de aguani(Aglech, 2003), obter contagens
bacterianas nos tanques de criagdo numericamemeeiaes as verificadas na agua do poco
eram esperadas, principalmente em relacéo as emstdgVibrio spp. Esse género de bactérias
abrange um grupo diversificado de espécies marifiesrotréficas, que € comumente
encontrado em aguas com salinidade variando eftrea 25%. (Kelly, 1982; Motest al,
1998, Kaspar e Tamplin, 1993; Parvahal, 2004; Heenatigala e Fernando, 2016). Ressalta-
se que a agua dos tanques em que os camardesciimdos sofreu a adicdo de uma mistura
de sais — mimetizando a composi¢do da 4gua doawmir,a finalidade de se alcancar uma
salinidade de 25%., em que, de acordo com Metied (2012), melhores taxas de crescimento

e sobrevivéncia foram registradas durante a cridegavenis d&. vannamei.

De acordo com Allert al. (2004), os métodos que sao utilizados para enurasrbactérias
heterotréficas conseguem quantificar somente uragddr ou subpopulacdo das bactérias
heterotroficas presentes na amostra avaliadasporinesmo sendo utilizados meios de cultura
classificados como nao seletivos, a composicaoelo utilizado, associada a temperatura e ao
tempo de incubacdo podem determinar resultadosedtts em relacdo ao numero total de
bactérias e as espécies isoladas para uma mesnmstraam@o analisar 0s resultados
apresentados na tabela 3 pode-se constatar quengatao de bactérias heterotréficas totais
utilizando o meio de cultura TSA proporcionou vaksuperiores aos obtidos com a utilizacéo
do agar marinho apenas para as amostras de agpacdo O agar marinho possui uma
concentracdo de NaCl maior (19,45 g/L) que a cdragdio de NaCl presente no 4gar TSA
(5,0 g/L), possivelmente, proporcionando a seled@idactérias mais adaptadas a elevadas
salinidades e, consequentemente, contagens baekereiores em amostras provenientes dos

tanques de criacdo dos camaroes.
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Os resultados das contagens bacterianas nas asndstrdgua do tanque de criacdo dos
camardes demonstram uma tendéncia de estabiliésda gopulacdo entre as diferentes fases
de criacdo avaliadas, para todos os tipos bacterjgesquisados: bactérias heterotroficas totais,
Vibrio, enterobactérias e bactérias acido-laticas. Iss@ pefletir a pouca variacdo dos

parametros fisico-quimicos associados a qualidadégda do sistema de criacdo. Segundo
Azam e Malfatti (2007), um sistema de criacdo € ambiente mais controlado que um

ambiente marinho, susceptivel a variacbes natut@aisiumerosos fatores que, devido a
heterogeneidade das fontes de material organiaenpaleterminar drasticas mudancas na

comunidade bacteriana em um intervalo de poucosgtosn

Sunget al.(2001) avaliaram a agua de lagoas de criac&o adwnodore registraram contagens
de bactérias aerobias totais entre 2X1BC/mL e 7x10 UFC/mL.Shakibazadebt al. (2012)
avaliaram a agua do tanque de criac@®.deonodore relataram contagens de bactérias viaveis
totais médias de 2,9x4@WFC/mL. Avaliando a agua de lagoas de criacdd.deannamei
Yanbo et al. (2005) obtiveram contagens de bactérias hetercadftotais mais elevadas,
variando entre 1,1xPOUFC/mL a 6,25x19 UFC/mL. As comparagdes entre as contagens
bacterianas da agua de diferentes sistemas déaril;camardo devem ser realizadas com
cautela, pois a presenca de matéria organica,ngemé em maior quantidade nas lagoas do
que nos tanques de criagdo, estabelece condicOe®raals ideais para a multiplicacado
microbiana, além de outros fatores ambientais gdem determinar diferencas nas populacdes

microbianas.

Burford et al. (2003) e Burfordet al. (2004b) determinaram, utilizando microscopia de
epifluorescéncia, a contagem bacteriana total ewstias de adgua de tanque de criacao de
camardoL. vannameiem sistema de bioflocos, mesmo sistema adotadte resfudo,
encontrando valores variando de 3,35 células/m|42xa0 células/mL e 3,64 células/mL a
5,06x10 células/mL, respectivamente. Entretanto, a estiatlo nimero de bactérias
realizada pelos pesquisadores € distinta da wdizaesse estudo, considerando células
bacterianas viaveis e ndo viaveis na contagentando uma densidade de bactérias de duas a

trés ordens de magnitude superior a estimada eststdo.

Ao contrario do que foi reportado por Shakibazaelehl. (2009), no presente estudo foram
isoladas enterobactérias, utilizando o meio deuraltMacConkey, em todas as amostras

provenientes da 4gua do tanque de criagdo dos Gesn&® meio de cultura MacConkey néo é
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comumente utilizado nos estudos relacionadas a midiemle bacteriana da agua dos sistemas
de criacdo de camarbes e do trato gastrintestiassed animais, pois, de acordo com
Shakibazadehet al. (2009), a presenca de enterobactérias associa-sentaminacao,

principalmente da fonte de agua utilizada paratabaso sistema de criacao.

Nao foi relatada, na literatura consultada, a emagd® de bactérias acido-laticas na agua
proveniente do sistema de criagdo dos camardeserizacdesse grupo foram isoladas nas
amostras de agua dos tanques, em contagens miiés.faessalta-se que o produto comercial
contendo probidticos adicionado a agua dos tanguesracdo fornecida aos camardes

especificavam em seus rotulos a presenca de lzascéaido-laticas.

A média das contagens Wério relatada por Shakibazadethal.(2012) nas amostras de agua
do sistema de criagdo & monodorfoi de 1,21x10UFC/mL. Mendest al. (2009) relataram
contagens d¥ibrio na agua do sistema de criacdo de camardes infedgrebservadas por
Shakibazadeht al. (2012) e aos valores registrados durante estdastariando entre 0,1x10

a 6,2x18 UFC/mL. As amostras de agua avaliadas por Meeidas(2009) foram provenientes
de fazendas situadas no litoral, onde os camaodasifcriados em viveiros com alta taxa de
renovacao de agua, diferente do sistema de crigg@amardes em bioflocos, em que ndo ha
renovacao de 4gua e do sistema pesquisado pohSha#etet al. (2012).

Ganestet al.(2010) associaram a ocorréncia de surtos de ibdsogirais ao aumento da carga
bacteriana na agua de criacdo dos camardes, dapati@aao aumento das espécies de vibrios,
sugerindo uma maior susceptibilidade dos camamdésencas virais quando ocorre aumento
de membros desse género bacteriano na agua dmaidte criagcdo. Por isso, esses autores
preconizaram que a contagem de espécies de vdomssderadas patogénicas deva ser inferior
a 1¢ UFC/mL. Em todas as fases avaliadas neste tratmdhramostras de agua proveniente do
sistema de bioflocos no qual estavam sendo criedomrded.. vannameia contagem de
Vibrio excedeu o valor recomendado por Garedsdl. (2010), sem que surto de doenca fosse

identificado.

As espécies d&/ibrio associam-se ao ambiente e organismos marinhassigaimente
crustaceos, desempenhando um importante papetlagesn da quitina, ao transformar esse
polissacarideo altamente insolivel em um uma fobimoéogicamente utilizavel, fonte de

carbono e nitrogénio (Basslet al, 1991). Por isso, frequentemente os vibdosstituem o
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principal grupo de bactérias heterotréficas cultaia presentes nas aguas costeiras (Urakawa
e Rivera, 2006), sobretudo nos ambientes ricos eaiting, provenientes de plancton,
crustaceos, insetos ou fungos (Gildemeisteal, 1994). E importante enfatizar também que
as doencas infecciosas que acometem os camardesssdtado da interacdo entre micro-
organismos patogénicos, animais e ambiente aquisetao que o tipo e a quantidade dos
micro-organismos patogénicos presentes no ambs&wtamportantes para a ocorréncia da

doenca (Engeringt al, 2013).

As condi¢des ambientais estéo relacionadas aagies verificadas na microbiota da agua do
sistema de criagcdo dos camardes (Johesah 2008; Tanget al, 2014; Zhanget al, 2016).
Sob esse ponto de vista, conhecer a comunidadebidoa do ambiente aquicola e como as
variaveis ambientais a influenciam, podem auxiiarcontrole das doencas (Schoétteeal,
2013; Zhuet al, 2013). Entretanto, a qualidade da agua do sistEr@aiacdo dos camardes
ndo influencia somente a microbiota aquicola, naasbém as condi¢fes fisiologicas e a

resisténcia dos animais as doencas (Zledmad, 2016).

De acordo com Sullanet al. (2012), as bactérias intestinais dos animais ampssao
originarias principalmente do ambiente que os ade, ou seja, ddabitat aquético.
Entretanto, as analises das amostras de agua @otendo sistema de criagdo de camarfes
revelaram menor niumero de bactérias que o ambjgastentestinal dos camardes, sugerindo
que o ambiente intestinal impde pressdo seletiva paestabelecimento da comunidade
microbiana (Johnsoet al, 2008; Chaiyapechast al.,2012; Rungrassamet al.,2014).

4.4. Microbiota do trato gastrintestinal de camards em diferentes fases de criacdo

A tabela 4 apresenta os resultados das contagemsribaas do trato gastrintestinal dos

camardes.. vannamenas diferentes fases de criacédo avaliadas.
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Tabela 4. Médiasx), coeficientes de variacdo (CV) e intervalos deagé@io dos resultados da enumeracdo de bactéta®tnéficas totais de
Vibrio spp. presentes no trato gastrintestinal de camaifiggenaeus vannameriados em sistema de bioflocos, em diferentes fdsecriacao

Fase de criacao

Enumeracéo PL1o CR1 CR2 CR3 CR4
bacteriana
_ CcVv Intervalo de _ CcVv Intervalo _ CVv Intervalo _ CV Intervalo _ CV Intervalo
* (%) variacao * (%) de variacéo * (%) de variacéo * (%) de variacéo * (%) de variacdo
Bactérias Min. Min. Min. Min. Min.
o 3,4x10 1,0x16¢ 9,0x1¢ 1,2x10 3,0x10
heterotroficas a g7,67 b 50,41 ab 4543 a 84,68 a 98,20
tOtaIS (UFC/g) - 1,3X1@ ’ , 1,7X1(§ ’ , 1,8X1d 1 L, 1,5X1@ 1 , 3,2X1(§ 1 ,
Agar marinho Max. Max. Max. Max. Max.
2,5x16¢ 2,7x16 2,5x10 2,6x16¢ 6,5x1C¢
Bactérias Min. Min. Min. Min. Min.
ol 3,2x10 4,0x10 2,1x16¢ 5,8x10 1,4x10
heterotréficas a 2563 b 37.83 ab 70 68 a 6.79 a 9650
tOtaIS (UFC/g) _ 4,5X1d 51 L 3,4X1@ 1 71 L 5,7X1@ 7 ) , 4,5X1d 7 !7 L 1,3X1(§ !5 L
TSA Max. Max. Max. Max. Max.
5,4x10 8,8x10 1,0x10 7,1x10 2,6x16¢
Min. Min. Min. Min. Min.
Vibri 3,5x16 9,5x10 3,0x10 4.4x16¢ 1,1x10
UFCly 3.6x10°%° 411 1,3x16° 33,51 4,7x109 52,62 3,3x10% 78,67 8,3x102 121,59
9 Max. Max. Max. Max. Max.
3,8x10 1,8x1C¢ 7,6x10 5,5x10 1,8x16

Médias seguidas por letras distintas nas colurdasedi pelo teste de Tukey (p<0,05).
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O tamanho da populacéo bacteriana do trato gasttinadl do camar&a vannameimensurado
pela contagem de bactérias heterotroficas totaiesantou comportamento similar nos meios
de cultura TSA e agar marinho, ao se avaliar asatites fases de criacdo. Nao houve diferenca
significativa (p>0,05) entre as contagens de bastdeterotréficas totais nas fasesdPCR2,
CR3 e CR4. As elevadas contagens bacterianasceglds na fase RPdpossivelmente nao
refletem apenas as alteragdes fisioldgicas reladam a fase de desenvolvimento dos animais
(Harris, 1993). Nessa fase, os animais estavamcenbicbes estressantes resultantes das
circunstancias do transporte a que foram submetmiosados de alimentacéo e inseridos em
um ambiente passivel de alteragfes fisico-quimiiéexentes das condicdes ideais para a
espécie, ocasionadas pela ndo renovacdo de agsas BHeracbes no meio ambiente
demandam dos animais um maior gasto energético qeasdaptarem as novas condicoes,
podendo comprometer o sistema imunologico e faeorex proliferacdo de bactérias
oportunistas, como sao os vibrios (Urakawa e R)\2086), o0 que explicaria a maior contagem
desse grupo bacteriano na fasedPL

Na fase CR1 verificou-se uma reducdo significat(pa0,05) do numero de bactérias
heterotréficas totais em relacdo a faseoPRor ocasido da coleta das amostras dos animais
para andlises na fase CR1, as condi¢cdes estressagiege os camardes foram submetidos
durante o transporte (Rd) ndo perduravam. Os animais estavam alojadosngoig¢gbercario -
onde a agua do sistema apresentava parametrog-disimicos adequados a espécie, e
recebendo racdo. Considerando-se ainda que hom teuficiente para recupecacdo dos
animais do estresse sofrido por ocasido do tratespgrara a adaptacao ao sistema de criacao
e a alimentacdo fornecida, pressupde-se que aagemst de bactérias obtidas na fase CR1
podem representar uma comunidade bacteriana dastial mais adaptada as condi¢des
intestinais desta fase de desenvolvimento do anmsabciadas as condi¢cdes fisiologicas do
animal. E interessante ressaltar que a metodolaijiaada para avaliar a microbiota dos
camardes nas fasesigle CR1 foi a mesma: os animais, devido ao pequenartho, foram
macerados apds descontaminacdo da superficie &xtagsumindo que a microbiota
predominante nas amostras, fosse proveniente t desstrintestinal. Assim, ndo se pode

associar a diferenca dos resultados a metodolegindlise, neste caso.

Na fase CR2, os animais foram dissecados e soraérat gastrintestinal foi amostrado para
analise, diferentemente do que foi realizado nasstias das fases Rle CR1. Apesar de a

metodologia de obtencdo do material para a an#dissido distinta, ndo houve diferenca
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significativa (p>0,05) entre as fases CR1 e CRasiderando as contagens de bactérias
heterotroficas totais. Os resultados obtidos nasstias coletadas nas fases CR2, CR3 e CR4
nao diferiram entre si (p>0,05), mas as contagerntsadtérias totais referentes as fases CR3 e
CR4 foram significativamente maiores (p<0,05) de gumédias obtidas em CR1, sugerindo
uma tendéncia de aumento da comunidade bactexdoago do periodo de criagdo, em que,
talvez, a fase CR2 represente um periodo de témsic

Provavelmente, o nimero de bactérias totais erammino trato gastrintestinal dos camardes
foi subestimado. As técnicas dependentes de cultiiaam meios de culturas e condi¢cdes
laboratoriais que possibilitam o desenvolvimentoudea pequena porcentagem do total da
comunidade bacteriana que habita o trato gasttimadslos animais (Harris, 1993; Amaah

al., 1995). Apesar das limitacfes inerentes a metgaobte enumeracao bacteriana em placas,
a determinagdo da densidade populacional de bast@itrato gastrintestinal de camardes, em
diferentes fases de criagao, pode ser justificatda fins comparativos e fornecer informacdes
valiosas neste estudo. As pesquisas que envolvéatdobegias independentes de cultivo para
a avaliacdo da comunidade bacteriana do tratoig@stinal de camardes em diferentes idades
(Rungrassameet al, 2013; Huanget al.,2016 Zenget al, 2017) descrevem a composi¢éo e

a diversidade dessa microbiota, ndo apresentand@sale concentracdo da populagéo total.

A literatura cientifica envolvendo a enumeracadaletérias totais no trato gastrintestinal dos
camardes peneideos é escassa, descrevendo apenéssearde criacdo ou idade do animal.
Mosset al.(2000) avaliaram a microbiota gastrintestinal damardes juvenis de vannamei
pela contagem de bactérias totais em amostras zés. f&sses autores obtiveram valores
variando entre 2,5xPOUFC/g e 1,9x18 UFC/g. Beardsleyet al. (2011), utilizando
microscopia de epifluorescéncia, relataram valpaga contagem bacteriana total em fezes dos
camardes juvenis dé. vannamei recém produzidas, entre 0,6X1G 6,6x18° células
bacterianas/g (em peso seco). Shakibazateth. (2012), trabalhando com sistema de agua
clara e pesquisando a microbiota do trato gasstingd dos camardes juvenis ldevannamei,
registraram valores médios de 1,1%WFC/g para a contagem de bactérias totais em easost
de trato gastrintestinal. As diferengas observadaselacdo as contagens bacterianas no trato
gastrintestinal dos camardes neste trabalho e sdtados relatados pelos autores supra

mencionados, podem ser atribuidas, entre outrosefgtao sistema de criacao.
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De acordo com Mosst al.(2000), a qualidade da agua pode interferir naagmrh bacteriana
do intestino dos camardes juvenis ldevannamei Esses autores observaram uma menor
contagem e uma maior diversidade de bactérias iasrédram negativo em intestinos de
animais criados em ambiente eutrofico (heterotodfiguando comparado aos intestinos dos
animais criados em ambiente oligotréfico (ambiama baixo enriquecimento de nutriente e
elevado teor de oxigénio dissolvido — &gua claviysset al. (2000) atribuiram as diferencas
verificadas na microbiota gastrintestinal dos cd@msicriados em ambientes distintos ao tempo
de passagem. A quantidade de bactérias presentasiviente eutrofico € maior, assim, 0s
camardes criados nesse meio tém constante acesgionaato, mesmo néo sendo fornecida
racdo, devido aos agregados microbianos, o queofmopa uma frequente ingestdo de
bactérias (alimento), diminuindo o tempo de passage maneira que as bactérias intestinais
sejam eliminadas com as fezes antes de serem sag@ze dividir. No ambiente oligotrofico,

o tempo de passagem é extremamente longo e o dmligestinal € mais estavel para a
proliferacdo de micro-organismos. Isso pode tedigapdes importantes em relacdo a saude
dos camarbes, pois a transmissdo de patdégenosngessinais, comoVibrio, ocorre
principalmente por via oral. Segundo os autorggpssivel que o maior tempo de transito

intestinal predisponha o camaré&o as infec¢des fimtas.

Consistente com outros estudos (GomezeG#l., 1998; Oxleyet al, 2002; Mende®t al,
2009), os resultados obtidos neste trabalho suggoena agua do tanque de criacdo apresenta
uma menor densidade populacionaMierio do que o ambiente intestinal dos camardes. Os
valores das contagens Wirio nas amostras de agua obtidas dos tanques forandeta de
grandeza de £0a 1@ UFC/mL, enquanto as contagens desse grupo de ibactér trato
gastrintestinal dos animais criados nesses mesmqaés variaram entre18 10 UFC/g. De
acordo com Urakawa e Rivera (2006), as espéci¥#de sado potencialmente importantes no
ambiente aquatico, pois como bactérias hetero&®fiquitinoliticas, possibilitam a
restruturacdo dos niveis de carbono pela degraddgaguitina presente nos residuos do
exoesqueleto dos crustaceos liberados na colurgual’&, consequentemente, atuam na
decomposicdo e mineralizacdo do nitrogénio orgapiesente na agua do sistema de criacéo
dos camardes. No trato gastrintestinal dos camaadisponibilidade de matéria organica para
os vibrios € maior, além de se aderirem as supesfittestinais revestidas por quitina por meio
de proteinas de ligacdo (Montgomery e Kirchman, 319Gildemeisteret al, 1994;

Montgomery e Kirchman, 1994).
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Em relacdo a contagem dkbrio, a fase de criacdo dos camardes CR2 apresentoeyalor
significativamente menores (p<0,05) que as demaaissf ocorrendo um aumento da populagéo
nas fases subsequentes (CR3 e CR4). Nao houverdiesignificativa (p>0,05) entre as
contagens dé&/ibrio nas amostras de camarbes das fases PIR1 e CR3. As elevadas
contagens d&ibrio na fase Plo podem, como explicado anteriormente, estar asiagiao
estresse a que os animais foram submetidos duramémsporte, refletindo também na fase
subsequente, CR1. Isso, possivelmente explicagdugao significativa (p<0,05) da contagem

Vibrio da fase CR1 para a CR2, com aumento significafiw0,05) na fase posterior, CR3.

Os resultados referentes as contagens de ente¥obact bactérias 4cido-laticas presentes no
trato gastrintestinal dos camar@esyannamenas diferentes fases de criacdo sdo apresentados
na tabela 5. Houve diferenca significativa (p<0,@d¢nas entre as amostras das fasesePL
CR3, para as contagens de enterobactérias, comemaaiores sendo verificados nas amostras
de camardes advindos do transportejoPProvavelmente, os fatores estressantes e o
comprometimento do ambiente no qual estavam iregriwbmo ja relatado, possam justificar

as diferencas observadas.

As enterobactérias e as bactérias acido-laticas@dcomumente quantificadas nas pesquisas
envolvendo a microbiota do trato gastrintestinalcdenarbes, possivelmente porque estéo
presentes em concentracdes muito baixas. Shakidaeaal. (2009) e Shakibazadedt al.
(2012) relataram n&o terem isolado enterobactétiBgsando o meio de cultura MacConkey,

mesmo meio utilizado neste experimento para onsefdo de enterobactérias.

Em relac&o as bactérias acido-laticas, as pesgasamais direcionadas ao isolamento dessas
bactérias do trato gastrintestinal de camardesa pasterior avaliacgdo do seu potencial
probidtico (Kongnum e Hongpattarakere, 2012; Masad, 2014). Os relatos de quantificacao
das bactérias acido-laticas no trato gastrintdstioa camardes foram, na maioria das vezes,
associados a verificacdo do efeito probidtico damiastracdo dessas bactérias aos animais
(Vieira et al, 2010; Nafigohet al, 2011; Buglione-Netoet al, 2013). Kongnhum e
Hongpattarakere (2012) isolaram e quantificaramtées acido-laticas de camarbes das
espéciesMatapenaeus brevicornis e Peneaus merguiegsigturados na natureza Le
vannameproveniente de sistema de cria¢do, obtendo camgagaiando entre 1,5x10FC/g

a 1,3x18 UFC/g. Esses valores sdo superiores aos obtigts tnabalho, no entanto, Kongnum

e Hongpattarakere (2012) destacaram que a maiosardcro-organismos isolados foram
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obtidos de camardes adultos capturados na natiNeste estudo, foram avaliados camardes
da espécit. vannameicriados em cativeiro, nas fases de pés-larva enjyvéio atingindo o
estagio adulto. Albinati (2012), também trabalhamdon camardes adultos capturados na
natureza, da espécieéenaeus schimittirelatou uma populacdo de bactérias acido-laticas
(1,6x1¢ UFC/mL) presente em maior concentracdo do quepalagio de vibrios (1,5x40
UFC/mL). Para a obtencdo desses resultados, fotdimados tratos gastrintestinais de dez
animais em 9mL de salina para perfazer a dilui@@h & fim de que os resultados fossem
expressos UFC/mL. A populacéo de bactérias aciittatasuperior a populacao de vibrios, no
trato gastrintestinal de camardes diverge das whs@es relatadas neste trabalho e de outros
pesquisadores (Mendestal.,2009; Vieira, 2010; Kongnum e Hongpattarakere, 2012

Tabela 5. Mediana, médiag)( coeficientes de variacdo (CV) e valores minimomaximos dos
resultados da enumeracéo de enterobactérias eigsctéido-laticas presentes no trato gastrintastin
de camardekitopenaeus vannameiiados em sistema de bioflocos, em diferentesfdseriacéo

Fase de

O Enumeracao Mediana x CV (%) Minimo Méaximo
criacao

Enterobactérias
(UFClg) 1,4x162  1,6x1¢ 62,38 7,2x1¢  2,7x10

Bactérias
acido-laticas 4,0x1C¢ 3,7x1¢ 15,75 3,0x1¢  4,0x1C
(UFClg)

Enterobactérias
(UFC/g) <1x1C <1x1CG 0 <1x1G <1x1C@

PLio

CR1 Bactérias

acido-laticas <1x1C <1x1C@ 0 <1x16G <1x1@
(UFClg)

Enterobactérias
(UFC/g) <1x1C <1x1C 0 <1x1C <1x1C

Bactérias
acido-laticas <1x1C@ <1x1CG 0 <1x1C@ <1x1C@
(UFC/g)
Enterobactérias

(UFClg) <1,0x1¢° 22x1¢ 9532  <1x1®  4,7x1G

CR2

CR3 Bactérias

acido-laticas 4,0x16¢ 5,8x1G¢ 58,36 3,7x1d  9,7x1G
(UFC/g)

Enterobactérias
(UFC/g) 5,4X1@ 2,2X10L 149,75 7,0X1@ 6,1X10l

Bactérias

acido-laticas 6,7x1¢ 4,5x16 147,51  6,7x1G 1,2x10
(UFClg)

CR4

Medianas seguidas por letras distintas nas lintfiaeth pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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4.5. Microbiota nas diferentes por¢des do trato gasntestinal dos camardes

Os resultados das anélises dos segmentos ant@mioespondendo ao intestino anterior e 0
hepatopéncreas, intestino médio e intestino postdds animais coletados nas fases CR3 e
CR4 sao apresentados na tabela 6.

A contagem das bactérias heterotroficas totaigp tatilizando o agar TSA quanto o agar
marinho (AM), e a contagem débrio spp. na porgédo anterior do trato gastrintestinal do
camardes nas fases CR3 e CR4 foram significativeemaanores (p<0,05) que as contagens
para essas bactérias verificadas no intestino méditsetanto, ndo diferiram das contagens
bacterianas referentes ao intestino posteriortex@aga bactérias heterotroficas totais em CR3
utilizado agar marinho. Nao houve diferenca sigativa (p>0,05) entre as contagens
bacterianas dos intestinos médio e posterior, toa@s 0s grupos de bactérias avaliadas. Esses
resultados indicam que, quantitativamente, a pgaoldacteriana no intestino do camarao nao
€ uniformemente distribuida, sendo que a porcaeriantalberga uma menor quantidade de

bactérias que o intestino medio.

Esses resultados corroboram com os descritos dey @ixal. (2002) e Johnsoet al. (2008),
que verificaram que as regides anteriores do gastrintestinal dos camardes (o intestino
anterior e o hepatopancreas) possuem menores ddesitlacterianas, sendo o maior nimero
de bactérias verificado na regido posterior, cpordendo ao intestino médio e intestino
posterior.

Gomez-Gilet al. (1998), pesquisanddibrio em diferentes por¢des do trato gastrintestinal dos
camardes juvenis de. vannamei constataram que o hepatopancreas apresentou easenor
contagens d¥ibrio (p<0,01) quando comparado ao estdmago e ao mggtdr¢des meédia e
posterior), sendo que nao houve diferenca sigtiviz€p>0,05) entre o estdmago e o intestino.
Associando os resultados descritos por GomezGdl. (1998) aos obtidos neste trabalho,
pode-se depreender que ao reunir 0 hepatopanweast@mago para compor 0 seguimento
anterior, analisado neste estudo, tenha-se aatifieinte promovido um aumento da carga
bacteriana que poderia ser associada ao hepatepandessa forma seria interessante realizar

a analise desse 6rgao separadamente.
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Tabela 6. Médiasx), coeficientes de variacdo (CV) e valores minimosaximos dos resultados da enumeracéo de bagiéesentes nas diferentes
porcdes avaliadas do trato gastrintestinal de daeshitopenaeus vannameriados em sistema de bioflocos, em diferentesfdseriacdo

Por¢céo Anterior Intestino Médio Intestino Posterior
Fase Enumeracédo cVv . . — CcVv - o — CVv - ..
(%) Minimo Maximo X (%) Minimo Maximo X (%) Minimo  Maximo
1,95x10
E(‘S;C’Z';’)' 11x10P 5452 48x10 1,7x10 26x102 51,08 1,1x10 35x10 17x162 12,09 1,510
(UFC/g) 5,8x1¢ 145,76 6,6x10 1,6x10 7,1x102 94,87 1,4x10 1,4x16¢ 5 7x10 8561 2,5x10 9,7x10
Vibrio spp. b a ab
CR3 (UFC/g) 4,4x16 69,67 8,7x1G 6,4x16¢ 55x102 90,83 1,8x10 1,1x16¢ 4,0x10 36,78 2,6x10  5,5x10
E”te(ﬁgg?;‘;”ég 1X1Q? 0 1x160  1x1¢  2,0x16 118,02 1x1®  1x1C° X1 0 X106 1xX1Q
Bactérias
acido-laticas 4,0x1¢ 129,90 1,0x1¢ 1,0x1¢ 9,7x1¢ 83,61 1,0x1G¢ 1,7x1¢  37x16® 103,25 1,0x1¢  8,0x1C
(UFC/g)
BHT AM b a ab
(UFClg) 3,0x10 88,16 1,3x10 6,0x10 6,5x1¢% 123,05 9,2x10 1,6x10 2,7x1¢ 101,65 4,7x16  59x16
BHT TSA Ab a <[5
(UFC/g) 1,4x10 7259 32x10 2,3x10 26x1¢% 84,42 4,7x10 4,9x10 1,1x16 37,99 6,7x10  1,5x16
Vibrio spp. b a ab
CRA4 (UFC/g) 1,1x10 57,59 7,0x16 1,9x10 2,0x16 68,22 4,2x10 2,8x1G0  3,9x10 3759 2,2x10 5,0x10
E”te(ﬁggﬁée;”ész 1,0x1¢ 7423 10x1¢ 1x1¢  4,7x1¢ 5824 27x16 89x1¢  6,6x1G 161,84 14x16G 1,7x10
Bactérias
cido-laticas 6. 7x1GP 82,62 1,0x1® 1,2x1G 67x163 93,58 1,7x1® 1,4x10 12x1¢”® 8539 1,3x1® 2,2x10
(UFC/g)

Médias seguidas por letras mailsculas distintamhaa diferem entre si e médias seguidas posletiatsculas distintas na linha diferem entre ki pe
teste de Tukey (p<0,05).

1Analise pelo teste Kruskal-Wallis (p<0,05)

2 Mediana

BHT: bactérias heterotréficas totais; AM: dgar mhao; TSA: agar triptona de soja
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Os resultados obtidos neste trabalho podem redfleinfluéncia da estrutura e da funcdo do
sistema digestivo do camarao sobre a colonizagéerimna. A cuticula de quitina que recobre
0 intestino posterior tem sido apontada como umoiapte substrato para a colonizagéo e
aderéncia de vibrios (Harris, 1993; McGraw e Cuits 3; Soonthornchat al, 2015). Apesar

de o intestino anterior também ser revestido iat@ente por quitina, as func¢des de trituracao
e filtracdo sugerem impedir uma colonizagao sulesaHopkin e Nott 1980, Oxlegt al.,
2002), o que poderia explicar as menores contduprierianas observadas na porgcao anterior.
Apesar de a mucosa do intestino médio ndo sereetzgbor essa cuticula de quitina, o material
contido no seu interior é revestido pela membras@trpfica, que possui quitina em sua
constituicdo (Wang e Granados, 2001; Magtiml, 2006), o que também poderia favorecer a
aderéncia de vibrios. Outros trabalhos devem sami®lvidos para estabelecer se a microbiota
verificada no intestino médio dos camardes estacasta ou hdo a membrana peritrofica do
intestino médio, pois 0 método de coleta utilizadste trabalho ndo permite fazer essa
distingéo.

N&o houve diferenca estatistica significativa (p5D,entre as por¢cdes do intestino dos
camardes para as contagens de enterobactériamasRaratagens de bactérias acido-laticas, as
diferencas foram verificadas somente na fase CR4edddo anterior — composta pelo
hepatopéancreas e intestino anterior - apresentodagens de bactérias &cido-laticas
significativamente menores (p<0,05) do que as gams do intestino médio, mas que nao
diferiram significativamente (p>0,05) do intestiposterior; também nao houve diferenca
estatistica significativa (p>0,05) entre as comagabtidas nas por¢cées media e posterior do
intestino.

Houve diferenca significativa (p<0,05) na compaoagétre as contagens de bactérias obtidas
nas mesmas por¢coes do trato gastrintestinal, naslifeaentes fases (CR3 e CR4) somente
para as contagens de bactérias heterotroficass tatdizando TSA, na por¢cdo anterior e
bactérias acido-laticas. Em ambos os casos, aggmrd em CR4 foram maiores que em CR3,
sugerindo que possa haver um aumento das bacténaso maior desenvolvimento dos
animais. Nao foram encontradas informacfes naaliiea consultada sobre a avaliacéo de
bactérias 4cido-laticas e enterobactérias nasdifes por¢cdes do intestino para que se pudesse

realizar uma discussao comparativa.
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4.6. ldentificacdo por espectrometria de massa paonizacao e dessorcao a laser
assistida por matriz (MALDI-TOF MS) de bactérias isoladas das amostras de agua

e trato gastrintestinal do camaraoL. vannamei

Ao todo 382 isolados bacterianos provenientes aestias de agua e trato gastrintestinal dos
camardes foram submetidos a analise por espectiamdetmassa (MALDI-TOF MS). Desses,
98 foram identificados ao nivel de género e 21%izel de espécie. As amostras que néo
puderam ser identificadas foram agrupadas e demaol@sn de NI — ndo identificadas,
totalizando 65. No quadro 1 sdo apresentados od#tadss da identificacdo das bactérias,
separadas de acordo com o0 meio de cultura em cara fariginalmente isoladas.

Os meios de cultura agar marinho (AM) e TSA peramti o isolamento de uma ampla
variedade de bactérias, conforme preconizado,qaoéterizam-se como meios ndo seletivos.
Foi constatada a presenca Wério em abundancia como componentes das bactérias
heterotroficas totajcondizente com os resultados obtidos por Gaaesh (2010). Utilizou-

se 0 agar TCBS por ser um meio seletivo para hastérarinhas da familiglibrionaceae
géneroVibrio, no qual também podem crescer espécies bactedasagneroBseudomonas,
Plesiomonas, AeromonasFlavobacterium além de enterobactérias. Os resultados obtidos
permitem inferir que 0 meio atende ao preconizadastrando-se bastante seletivo para o
isolamento deVibrio. Apenas Stenotrophomonas maltophiliapertencente a familia
Xanthomonadaceae, ndo € descrita entre as espéciEsianas passiveis de serem isoladas
nesse meio. Espécies dibrio também foram isoladas do agar MacConkey (MC), camde
com a descricao de utilizacdo do meio, seletiva rlamento de Enterobacteriaceae e outros
bastonetes Gram negativo. No entanto, a presengaisibiliares nao inibiu o crescimento de

amostras dStaphylococcysactérias Gram positivo.

Os resultados obtidos com o agar MRS, descrito cam@® de cultura seletivo para o
isolamento dé.actobacillusspp. e outras bactérias acido-laticas mesofili@gagpseocupantes,
pois a maior parte dos micro-organismos isoladsriale espécies do gén&taphylococcys
nao pertencentes ao grupo de bactérias acidodafsses resultados demonstram que 0 meio

de cultura MRS néo pode ser considerado seletignagppara bactérias acido-laticas.
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QUADRO 1: Micro-organismos identificados por espectetria de massa por ionizagao e dessorgao adssistida por matriz (MALDI-TOF MS), isolados
de amostras de 4gua e trato gastrintestinal deréamem diferentes fases de criacdo e porcOeateg@astrintestinal, de acordo com o meio de aultur

AP?_ulj PL,o[|Pocg Tql| CR1| Tg2| CRZ2 Tqg3 CAR?’ CI\I;?’ CPR3 Tg4 C§4 CI\;M C§4 Total
Aeromonas hydrophila 1 1
Arthrobacter globiformis 1 1
Arthrobacter oxydans 1 1
Arthrobacter spp. 1 1
Bacillus cereus 1 1
Bacillus mycoides 1 1
Cellulosimicrobium cellulans 2 2
o Citrobacter spp. 1 1
< Enterobacter asburiae 1 1 2
= Enterobacter cloacae 1 1 2
S |Enterobacterspp. 1 1
< |Exiguobacterium aurantiacum| 1 1
< |Microbacteriumspp. 1 1
Photobacterium damselae 1 1 2
Serratia marcescens 2 2
V. alginolyticus 1 5 1 1 1 2 2 1 1 15
V. fluvialis 1 1
V. rotiferianus 1 1 1 3
Vibrio spp. 3 1 2 3 1 4 5 4 2 3 3 31
NI 1 3 1 1 1 2 2 3 14
Total identificado no AM 2 9 6 3 10 1| 10 1 6 8 7 2 5 6 8 84

continua....
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QUADRO 1: Micro-organismos identificados por espactetria de massa por ionizacéo e dessorcdo adssistida por matriz (MALDI-TOF MS), isolados
de amostras de agua e trato gastrintestinal deréamem diferentes fases de criacdo e porcbeateg@astrintestinal, de acordo com o meio de aultur

i?—i? PLio|Pocd Tgl| CR1| Tg2| CR2 Tqg3 C§3 CISIB CFng Tqg4 C;M Cl\ljd' CFF,M Total
Aeromonas hydrophila 2 2
Aeromonasspp. 1 1
Bacillus altitudinis 1 1
Bacillus spp. 1 1
Enterobacter asburiae 1 1
Enterobacter kobei 1 1
Enterobater cloacae 1 1
Estreptococcus salivarius 1 1
Exiguobacteriumspp 1 1 2
Photobacterium damseae 5 5 2 1 3 1 17
% Photobacteriumspp. 1 1
 |Serratia marcescens 1 1
Sphingobacteriunspp. 1 1
Staphylococcuspp. 1 1
V. alginolyticus 1 4 1 2 2 3 1 2 2 18
V. fluvialis 1 2 3
Vibrio mytili 1 1 2
Vibrio parahaemolyticus 1 1
Vibrio spp. 4 2 1 2 4 1 2 16
Vibrio vulnificus 1 1
NI 1 3 5 1 2 2 1 1 1 6 23
Total identificado no TSA 4 9 8 6 7 3| 12 3 7 7 7 2 5 7 9 96

continua....
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QUADRO 1: Micro-organismos identificados por espectetria de massa por ionizagao e dessorgao adssistida por matriz (MALDI-TOF MS), isolados
de amostras de 4gua e trato gastrintestinal deréamem diferentes fases de criacdo e porcbeateg@strintestinal, de acordo com o meio de aultur

Agua CR3| CR3|CR3 CR4| CR4 |CR4

PL 1 PL,o|Pocg Tql| CR1| Tg2| CRZ Tq3 A M P Tg4 A M p Total

Acinetobacterspp. 1 1

w

Aeromonas caviae 2

Aeromonas hydrophila 2

Citrobacter freundii

Enterobacter asburiae

RN RN

Enterobacter cloacae

Enterococcus faecalis 3 1

Klebsiella oxytoca 1

R (R [BININRFP(AOoTN

Photobacterium damselae 1

[
o

Shewanella putrefaciens 3 3 1 1 2

Staphylococcus pasteuri 1 2 3

MacConkey

Stenotrophomonas maltophilig 1

Stenotrophomonaspp 1

V. alginolyticus 1 2

=

V. fluvialis

Vibrio spp. 1

0|k |k Wk |~k o

NI 1 2 1 1 3

Total identificado no MC 4 8 10 4 0 1 0 3 0 4 0 2 2 6 9 53

continua....
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QUADRO 1: Micro-organismos identificados por espectetria de massa por ionizagao e dessorgéo adssistida por matriz (MALDI-TOF MS), isolados
de amostras de 4gua e trato gastrintestinal deréameam diferentes fases de criacdo e porcOeateg@astrintestinal, de acordo com o meio de aultur

’Ii?_lij PL1o|Poca Tgl| CR1| Tg2| CRZ Tq3 CES CSS CE 3 Tg4 C§4 C|\|;4 CI§4 Total
Enterobacter cloacae 1 1
Stenotrophomonas maltophilia 1 1
V. alginolyticus 2 3 1 4 2 1 1 2 16
V. fluvialis 4 4
o V. harveyi 1 1 2
m |V. mytili 1 1
8 V. parahaemolyticus 1 1 2
V. rotiferianus 1 1 2
V. vulnificus 1 1
Vibrio spp. 1 2 1 4 1 6 7 3 1 1 1 28
NI 1 2 1 2 3 1 1 1 1 1 2 16
Total identificado no TCBS 4 7 0 4 7 1| 12 4 9 9 6 1 3 3 4 74
Enterococcus casseliflafus 1 1
Enterococcus faecalis 1 9 4 14
Kocuria kristinae 1 1
Lactococcus garvieae 2 5 5 5 17
Lactococcus lactis 1 1
(£ Staphylococcus haemolyticcus 1 1
= |Staphylococcu spp 1 1 1 5 8
Staphylococcus epidermidis 1 4 4 1 2 12
Staphylococcus hominis 2 2
Staphylococcus pasteuri 1 1 5 2 5 14
NI 2 2 4
Total identificado no MRS 3 6 6 3 0 0 0 1 1 10 6 0 9 17 13 75
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As bactérias do génektibrio estdo amplamente distribuidas no ambiente ma(ifih@mpson

et al, 2004a). Embora algumas espéciesMilario sejam relatadas como patogénicas ao
camarédo (Zhoet al, 2012; Kumatet al, 2014; Sivagnanavelmuruganal, 2015), o género

foi identificado como um dos principais constitesida comunidade bacteriana gastrintestinal
de camardes peneideos (Shakibazadei, 2009; Chaiyapechast al, 2012; Rungrassamee
et al, 2014), sendo que algumas espécies tém sidoareéias ao aumento da resisténcia as
doencas em animais aquaticos (Kapareikal, 2011). Portanto, a possibilidade de ocorréncia
de surtos de doencas em uma criacdo de camardelevEiger associada apenas a contagem
deVibrio total na amostra e nem a simples presenca de yréeiesleVibrio especifica (Sung

et al, 2001;Gomez-Gilet al. 1998; Albuquerquet al, 2013).

A figura 13 apresenta a distribuicdo da frequérelativa das espécies ¥ébrio identificadas
nas amostras do trato gastrintestinal dos camaoitislas em diferentes fases da criacdo e
por¢cBes do sistema digestivo, e também para asi@snoe agua.

Vandenberghet al.(1999) identificaranV. alginolyticuscomo a espécie débrio dominante
nos estagios larvais do camatdovzannameitanto de amostras obtidas de animais saudaveis
quanto de animais com sintomas de doencas. Neatgg. alginolyticusfoi identificado em
todas as fases e em todas as porc¢oes do integél@oas, exceto nas amostras obtidas na fase

CR1, em que somente houve identificaca¥iieio ao nivel de género.

Vandenbergheet al. (1999) também isolaran¥. harveyiem pés-larvas do camardo
vannamei predominantemente em animais doentes, uma vezegs® Mmicro-organismo
acomete principalmente os camardes nessa fase,regisiros de mortalidade em massa
(Robertsoret al.,1998). Neste trabalh¥,. harveyifoi identificado no trato gastrintestinal dos
animais somente na fase CR4, que corresponde agiceste juvenil, nas por¢cdes média e
posterior do trato gastrintestinal (CR4M e CR4R). dutro lado, Vandenbergtet al. (1999)
isolaram e associarami. parahaemolyticusomente as fases juvenil e adulta de camardes
saudaveis. Neste estuda, parahaemolyticusambém foi identificado exclusivamente na fase
de juvenil, no intestino posterior de amostras dasti na fase CR3 (CR3P). Os achados
encontrados neste estudo coadunam com relatosoiéhSmchakt al., (2015) que, baseados
em observacoOes feitas a partir de microscopiadelies do epitélio do trato gastrintestinal de

P. monodornnfectados artificialmente cowi. parahaemolyticus V. harveyj descreveram que
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V. parahaemolyticus V. harveyipodem se estabelecer e proliferar na porcadodmattestino
médio e no intestino posterior dos animais semaradeno tecidual.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
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FIGURA 13. Frequéncia de distribuicdo de espé@a&latio em amostras de agua e trato gastrintestinal
de camardek. vannameiem diferentes fases de criagdo em sistema dednef

A comunidade bacteriana gastrintestinal de camad@esarias espécies tem despertado o
interesse de pesquisadores, principalmente devidituéncia dessa microbiota sobre a saude
dos animais. Considerando que grande parte da lmotaogastrintestinal ndo é cultivavel, as

analises metagendmicas, com extracdo do DNA da midaxe microbiana, apesar de mais
onerosas tem sido muito utilizada. Os avancos crolegia do sequenciamento do DNA

promovem a oportunidade de acessar uma maior dlaeesde micro-organismos (Chetral,

2015). Para facilitar a analise e a comparacaoreldtados obtidos neste estudo com 0s
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resultados das pesquisas de outros autores, ntibzassa metodologia, optou-se por agrupar
as espécies identificadas nas amostras em filésergs.

4.7. Diversidade e composicdo das amostras de agudo trato gastrintestinal de

camaroes

Basicamente, as espécies identificadas a partiradasstras do trato gastrintestinal dos
camardes foram agrupadas em dois filos, presemietodas as amostras. Proteobacteria,
corresponde ao filo bacteriano mais frequentemsalado nas amostras do trato gastrintestinal

dos camardes, e Firmicutes (figura 14).
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FIGURA 14. Frequéncia de distribuicdo de filos baenhos em amostras de agua e trato gastrintestinal
de camardek. vannameiem diferentes fases de criagdo em sistema dednef
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Varios estudos abordando a caracterizacdo da cdadabacteriana do trato gastrintestinal de
camardesL. vannameiidentificaram o filo Proteobacteria como predomieamessa
comunidade, com abundancia relativa variando &8%& a 97% (Zhangt al.,2014; Huangpt

al., 2016; Qiacet al, 2016; Sheet al, 2016; Xionget al, 2017; Zenget al, 2017). O filo
Proteobacteria também foi predominante no trattrigéestinal de outras espécies de camarao
como Penaeus monodor{Chaiyapecharaet al, 2012; Rungrassameet al, 2013),

Fenneropenaeus chinenglsu et al, 2011) eLitopenaeus stylirostrifCardoneet al, 2016).

Gainzaet al.(2017), utilizando o sequenciamento das regidesrtépiaveis V2 e V3 do gene
rRNA 16S, identificaram o filo Proteobacteria commais abundante no trato gastrintestinal
apenas em camarodes da especi@nnameobtidos por ocasido da despesca, na fase de juvenil
Nas amostras dos animais coletados na fase deumd@s-b filo Proteobacteria foi o segundo
mais abundante, sendo precedido pelo filo ideatiiiccomo CKC4, composto exclusivamente

por representantes ndo cultivaveis.

Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria foramoosos principais filos identificados no
trato gastrintestinal do camar®o monodonShakibazadelet al, 2009; Rungrassames al.
2013) Zhanget al. (2014) e Cornejo-Granades al. (2017), trabalhando coln vannamei
também relatam esses filos entre os mais abundaatesomunidade bacteriana do trato
gastrintestinal do camarao branco do Pacifico, atasrendo em frequéncias distintas das
relatadas para®. monodonResultados divergentes foram obtidos por Zsrad. (2017), pois

o filo Cyanobacteria figurou como o segundo maignalante na microbiota gastrintestinal de
camarad.. vannameiAs divergéncias observadas entre os filos predam@s sugerem que a
estrutura da populacéo bacteriana esta relacicmadaiaveis ambientais (Zemrg al., 2017).
Relacionado a isso, Targ al. (2014) relataram que o filo Actinobacteria foi doante na
agua de criacdo de. vannameiem sistemas utilizando agua de baixa salinidaddtas

temperaturas.

As bactérias pertencentes ao filo Proteobacteranfodentificadas com maior frequéncia
relativa nas amostras de 4gua dos tanques deada¢d vannameiEsses resultados foram

consistentes com os dados obtidos por Cardbaa (2016) ao caracterizarem a comunidade
microbiana do sistema de bioflocos. As espécietepegntes ao filo Proteobacteria estao
amplamente distribuidas no ambiente marinho, emadvcom a reciclagem de nutrientes e

mineralizacdo de compostos organicos, correspodentlactérias heterotréficas (Kirchman,



94

2002). No sistema de bioflocos, a adicdo de umte fo@ carbono estimula o desenvolvimento
desse grupo de micro-organismos (Avnimeletlal, 1994; Avnimelech, 1999; Mcintost

al., 2000; Avnimelech, 2003; Burfordt al., 2003; Wasielesket al, 2006). Mesmo nos
sistemas de criacdo que adotam agua clara, oroikedbacteria foi o0 mais abundante (Zhang
et al, 2014; Cardonat al, 2016; Zhanget al, 2016).

No que concerne aos filos, a literatura consultsdaite inferir que a composicao bacteriana
no intestino dos camardes é muito semelhante, sendidferencas marcantes observadas entre
0S géneros e espécies. A figura 15 apresenta aéime@ de distribuicdo dos géneros
bacterianos identificados nas amostras do trattig@stinal dos camardes, nas diferentes

fases de criagao.

O géneroVibrio foi 0 mais abundante no trato gastrintestinalatoarad.. vannameem todas

as fases de criacdo e porcdes do sistema digest@itadas. Um padrdo similar para a
composicao da microbiota do trato gastrintestimat@maréao, revelando uma alta densidade
populacional d&ibrio spp., foi relatado por Gomez-@ilal.(1998); Most al, (2000); Oxley

et al, (2002); Liuet al.2011 e Tzuet al. (2014). Resultado oposto foi observado nos estudos
desenvolvidos por Zengt al. (2017), utilizando o sequenciamento da regidorhgével V4

do gene rRNA 16S, em que o gén#&fibrio ndo foi relacionado entre os dez géneros mais
abundantes. Gaingd al.(2017) relataram a presencauderio no trato gastrintestinal em baixa
abundancia relativa, variando entre 0,64% nas aasosbtidas de animais na fase de despesca
e 2,02% para as amostras provenientes de animdas@ale bercario. Gainz al. (2017)
descreveram que os animais estudados foram creaddagoas com baixa salinidade (5%o) e
atribuiram a baixa frequéncia de vibrios no trastgntestinal dos camardes obtidos dessas
lagoas, nas fases de bercario e engorda, as coagiag de salinidade préximas ao limite

minimo de toleréncia para a maioria dos vibrios.

Cornejo-Granadost al. (2017) compararam a composi¢ao bacteriana do gestyintestinal

de camardek. vannametcapturados na natureza e criados em cativeirdgl¢sbde sistemas
de criagdo comercial), utilizando o sequenciamdatsete regides hipervaridveisdo gene rRNA
16S. Esses autores verificaram que a comunidaderiza@ gastrintestinal dos camardes
obtidos na natureza apresentou uma diversidadéisagivamente maior (p<0,05) quando
comparada a comunidade microbiana dos intestinescdmardes oriundos de sistemas de

criacdo comercial. Nas amostras provenientesrdbiente naturalPhotobacteriunf16%),
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Acinetobacter (12%) e Vibrio (8%) foram o0s géneros predominantes, enquanto que
Pseudomonad 8%),Vibrio (3%),e Escherichid3%) predominaram nas amostras dos animais
criados em cativeiro. Em quaisquer das duas siasagpresentadas por Cornejo-Granados

al. (2017), o géner¥ibrio ndo foi predominante, ao contrario do observadtenestudo.

De acordo com Priewgt al. (1990), o ambiente artificial dos sistemas decégados animais
aquaticos, em que a fonte e a qualidade de aglietaa a densidade de estocagem e a estrutura
do habitat sdo diferentes do meio ambiente natural, podear lav estabelecimento de uma
microbiota gastrintestinal distinta em individuo® dima mesma espécie. De fato,
Rungrassameet al. (2014) observaram uma maior diversidade bactermanamicrobiota
intestinal dePenaeus monodarapturados na natureza em comparagao a micrabiesinal
obtida de individuos da mesma espécie criadossansas comerciais. De acordo com Sullam
et al.(2012), as bactérias presentedabitataquatico influenciam a microbiota intestinal dos
animais. Sendo assim, os camardes obtidos em umartaesque de criacdo seriam expostos a
uma populacao bacteriana mais homogénea em cordpaagabitatnaturais, justificando a
maior variacao individual observada nos gruposaeardes que séo obtidos na natureza. As
diferencas observadas na composicdo e na diveesidid comunidade microbiana
gastrintestinal dos camardes criados em sistentifisiais pode, entdo, ser atribuida a grande
diversidade de sistemas de criacdo que podem s&dad para esses animais. Por outro lado,
as alteracdes na populacdo bacteriana intestird@npdornecer informacgdes Uteis sobre o
manejo da criacdo dos camardes, principalmenteiparyitos micro-organismos encontrados

no trato gastrintestinal estdo associados a doéGtasyapecharat al, 2012).

De acordo com Weret al, (2016), além das condicdes ambientais a que insaansao
expostos, a metodologia utilizada para caracteazaymunidade bacteriana pode justificar as
diferencas descritas. Estes autores relataramsvignificativos na estrutura da microbiota

intestinal de camardes, associadas ao método g@atde DNA utilizado.

Consistente com outros estudos (Johretal, 2008; Zhanget al, 2014; Cardonat al. 2016)

os resultados obtidos neste trabalho revelarana@gria do tanque de criacdo apresenta uma
composicao bacteriana distinta da composi¢ao haetedo intestino dos camardes. De acordo
com Johnsoet al.(2008), a microbiota do ambiente influencia a widota intestinal, porém,
nem todas as bactérias presentes na agua podenmgegidas e sobreviver no trato

gastrintestinal dos camardes. Apesar de ser irdlada pelo ambiente de criagdo, existem
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evidéncias de que a comunidade bacteriana dottaiinal de camardes difere da microbiota
do ambiente que os circunda, considerando quersstiggestivo do camarao possui enzimas
necessarias para degradar o alimento e um menamqiaitde oxirreducdo do que a agua dos
tanques de criacdo e, ainda, que existem fatoresaldgicos que podem selecionar as
diferentes bactérias (Johnsetral, 2008).

Resultados obtidos por Cardoetaal. (2016) e Zhangt al. (2016) indicaram que as amostras
de agua da criacdo de camarbes apresentam uma dmnegosidade bacteriana, quando
comparadas ao trato gastrintestinal dos animaés relados. Com base nos resultados obtidos
neste estudo, ndo foi possivel observar maior sivede de bactérias na comunidade aquicola

comparada a populacéo bacteriana do trato gastimaedos camardes.

Em conformidade com as observacdes verificadaZipanget al. (2016), houve variacdo na
composicao e na frequéncia relativa dos génerastitantes da comunidade bacteriana das
amostras de agua do tanque obtidas em diferentaslpg, sugerindo alteracdes dinamicas
nessa populacdo. Independentemente dMgwio foi 0 género bacteriano que apresentou
maior frequéncia relativa nas amostras de aguatatwglies, em todas as fases. Resultado
distinto do obtido por Zhanet al. (2016), que detectaraRseudomonasomo 0 género mais
abundante na agua do sistema de criacdo dos camarfe

Um dos fatores ambientais mais importantes naaafier da comunidade microbiana do
ambiente aquicola é a temperatura da agua. Aguasr@iores temperaturas abrigam maior
diversidade e riqueza bacteriana em relagdo a g&eerspécies, quando comparadas as aguas
com menores temperaturas (Tat@l, 2014). Essa tendéncia de menor riqgueza da pduulac
bacteriana presente na agua em funcdo da reduc@ongaratura pode ser constatada neste
trabalho. A amostra de agua coletada na fase agaoriCR4, correspondente a amostras Tg4,
foi obtida no periodo em que as menores tempemtlaaagua do tanque onde os animais
estavam sendo criados foram registradas (tabelBld)amostra Tg4, somente espécies de
Vibrio foram identificadas, dominando a populacéo bactarda agua. Zhanet al. (2016)
relatam que, embora a temperatura da agua altdineeesidade da populacdo bacteriana, o
namero total de bactérias ndo sofre influénciaetaperatura, como pode ser verificado na

tabela 3, podendo ser alterado por outros fatordsestais, como a presenca de nutrientes.
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Muitas bactérias do trato gastrintestinal dos caesrentre elas as pertencentes ao género
Vibrio, sdo patégenos oportunistas e as interacdes @ntiderentes micro-organismos e a
qualidade da agua podem modificar a patogenicidadsas bactérias (Frey-Klettal, 2011;
Shakyaet al, 2013), de forma que as alteracdes de temperabanamente acarretam surtos
de doencas infecciosa nos camarnbesannamei{Tanget al, 2014). Apesar de se verificar
uma alteracdo na diversidade da microbiota aquitolperiodo em que houve registro de
menores temperaturas, os resultados obtidos nasi#oendo permitem fazer uma correlacao
entre os eventos. Ressalta-se que néo foi regisstatb de doenca nos camardes até o final do
ciclo de producdo. No entanto, em funcdo das oheées verificadas e, considerando que
somente no periodo correspondente as menores &omasre predominio débrio na agua
identificou-se V. harveyi associado ao trato gastrintestinal dos camarGgardf 13), €
extremamente importante o desenvolvimento de estqde contemplem a composicdo e a
diversidade microbiana do trato gastrintestinat@marad.. vannamee suas interagbes com
fatores ambientais, visando também o controle éaghs.

A colonizacdo do intestino de um hospedeiro ndoeterthinada apenas pelos fatores
ambientais, mas também estdo relacionadas a dataves como as intera¢cdes que ocorrem
entre a microbiota e o hospedeiro (Harris, 1993ksiagio de desenvolvimento (Huaal,
2014) e as condic0es fisioldgicas do hospedeiret(hi. 2007).

Zenget al.(2017) avaliando as diferencas da microbiotaao tgastrintestinal de vannamei

em diferentes estagios de criacdo constataram queong@posicdo microbiana altera
significativamente (p<0,01) em funcao do estagior@gao, no entanto, identificaram algumas
espécies de micro-organismos presentes em todesté@gios de criacdo, sugerindo que essa

seja a populacéo funcional e estruturalmente irptgtpara os camaroes.

Estudos envolvendo diferentes fases de desenvaltame&o camardoP. monodon
(Rungrassameet al.,2013) eL. vanname(Huanget al, 2016, Gainzat al, 2017; Xionget

al., 2017; Zenget al., 2017) tém demonstrado que a microbiota do tratérigtestinal é
dindmica, alterando a sua composicéo e diversidadin¢cédo da idade do hospedeiro. Essas
alterac6es verificadas na comunidade bacterianastinal relacionadas as fases de
desenvolvimento dos animais aquaticos podem sbuitas as alteracdes fisiologicas do trato
intestinal (Harris, 1993). Rungrassane¢al.(2013) observaram e monodordiferencas na

comunidade bacteriana intestinal da fase de p@a-lpara a fase de juvenil: espécies de
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Photobacteriunpredominaram durante a fase de pés-larva (80%aenf substituidas na fase
juvenil por espécies ddibrio, que se tornaram dominantes na microbiota dotintesEsses
mesmos autores destacaram que as populacdesdnz@satos intestinos de camardes avaliados
em trés periodos da fase de juvenil foram mais kemies entre si quando comparadas as
populacdes da fase de pos-larva. Sendo assim,rajesapopulacdo bacteriana intestinal de
camardes em suas fases iniciais ser altamentesdjvela torna-se progressivamente menos
variada e semelhante a fase de juvenil. Apesavaeauma espécie diferente, os resultados
obtidos neste estudo sdo, em parte, opostos atade$ por Rungrassameteal. (2013). O
géneroVibrio ocorreu em uma maior frequéncia relativa em todaases €hotobacterium
nao foi identificado nas fases de pés-larvai(RRLCR1), portanto, as maiores frequéncias desse
género ocorreram na fase juvenil. Destaca-se qg@éneroShewanellatambém néo foi

identificado na fase de pos-larva no trato gastsintal dos camardes.

Soonthornchagt al. (2010) destacam que o sistema imune do camardanésnadesenvolvido
na fase de poés-larva quando comparado a fase éeiljuy que poderia explicar as diferencas
em relacdo a diversidade de bactérias no inteston@nimal. A imaturidade do sistema
imunoldgico dos camardes na fase de pés-larva prerundigcdes menos hostis, determinando
uma maior diversidade bacteriana intestinal ness® fde desenvolvimento. O maior
desenvolvimento do sistema imune de juvenis impd& maior pressao seletiva, determinando
a presenca de bactérias altamente adaptadasaimtestinal do hospedeiro (Matamoresal.
2013; Rungrassames al, 2013).

Devido ao numero semelhante de bandas observadagurea 15, sugere-se que nado ocorre
variacao na riqueza de géneros bacterianos dogaatantestinal dos camardes, nas diferentes
fases avaliadas, mas as diferencas no tamanhaddasindicam variacdo da abundancia dos
géneros nas diferentes fases de criacdo. Os gé&taqusylococcus Enterococcusoram mais
abundantes na ultima fase (CR4). Esses resultatiisem conformidade com os dados obtidos
por Shakibazadeht al. (2009), que relataram o génedtaphylococcugomo um dos mais
abundantes entre as bactérias Gram positivo itkatds no trato gastrintestinal do camadrao
vannamejuvenil, e associados aos resultados relatados por AlfRGitR) que isolou espécies

deEnterococcuso intestino do camard®. schimittiadulto.

De acordo com Xiongt al. (2017), a maior diversidade e variacdo de géneasterianos

observados na microbiota intestinal dos estagiwailados camardes devem-se a imaturidade
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do intestino e da prépria microbiota, resultandouana populacao relativamente instavel. Isso
ocorre, de acordo com os autores, quando existenosidesocupados e o epitélio intestinal
nao foi efetivamente colonizado. Além disso, Xi@ial.(2017) relataram que a dieta exerce
forte influéncia sobre a microbiota. Os dois fasodescritos podem explicar os resultados
obtidos neste trabalho. Nos sistemas de criacad@meh durante as fases larvais iniciais, o
camarao se alimenta principalmente de nauplirtiamiae, nas fases juvenil e adulto recebem
uma dieta mais homogénea a base de racdoes comepmbitizadas com formulacao
padronizada (Huanet al, 2016; Cornejo-Granadeg al, 2017). Sendo assim, como as pos-
larvas (Plo) adquiridas e utilizadas na realizacdo deste estustavam recebendo ragéo
comercial como alimento, pode ser que, por ocatadarimeira amostragem realizada para as
analises microbiologicas, a comunidade microbiatestinal desses animais ja se encontrava
estabelecida. Dessa forma, as variagcfes na digdesida comunidade intestinal relatada

anteriormente ndo ocorreram.

Ainda, a andlise da figura 15 permite constatar ajégua do poco utilizada para encher os
tanques e repor a agua perdida por evaporacaceaprasima diversidade maior do que a agua
do tanque de criagdo dos animais, em quaisqudasies avaliadas. A presenca de bactérias na
agua do tanque dos camardes criados em sistemaflbeds é parcialmente dependente da
comunidade bacteriana presente na fonte de adizadidi para abastecer o tanque, das bactérias
presentes na dieta fornecida aos animais (Kesah2017) e, ainda, de bactérias adicionadas
em formulacdes probidticas comerciais (Nimettal, 2012). Os micro-organismos que
predominaram no sistema de bioflocos, e a salieidied agua, alteraram o sistema natural
aquatico e, por sua vez, sofrem influéncia de éstgque predominam nesse sistema, como a
baixa intensidade de luz que penetra na aguata aadcentracdo de matéria organica (Pérez-
Rostroet al, 2014).

De acordo com Cardoret al. (2016), as bactérias presentes na agua do sistemiaflocos
limitam a sobrevivéncia de outras bactérias, inetuas bactérias patogénicas. Esses autores
verificaram que, ao compararem o sistema de biaflaom o sistema de agua clafdorio foi
menos abundante na agua do biofloco (0,01% envbmf 0,73% no sistema de agua clara),
sendo assim, no sistema de bioflocos os animaasiast menos expostos a vibrioses. No
entanto, na amostra de agua coletada na fase CR}ddnstatou-se um aumento da frequéncia
relativa deVibrio. Yasuda e Kitao (1980) também relataram que alpo@a bacteriana da agua

do tanque foi dominada pwibrio na fase final da criacao.
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4.8.Pesquisa de doencgas infecciosas de camarfes

N&o foram detectadas doencas infecciosas nas asdstcamardes coletadas durante todas as
fases avaliadas no trabalho. Durante o periodoiaalal as variaveis fisico-quimicas de
qualidade de &gua do sistema de criagdo com biaflodcrobianos mantiveram-se dentro da
faixa considerada ideal a espécie de camdrdwannamei sugerindo que as bactérias
heterotrdficas do bioflocos foram eficientes em teaa qualidade da agua, o que contribuiu
para a manutencdo da saude dos animais. A troggu#anos sistemas de criacdo de camarao
foi identificada como um importante fator que ctintr na disseminacéo de diversas doenca,
por isso, o sistema de bioflocos, que adota traedsizidas de agua, favorece aspectos
relacionados a biosseguridade, reduzindo o riscontdeducao e disseminacdo de doencas
(Mosset al.,2000; Mcintochet al, 2000). Dessa forma, pode-se inferir que os asifioaam
criados em ambiente adequado, sendo a microbiotatio gastrintestinal avaliada neste
trabalho proveniente de animais higidos.

4.9. Avaliacdo microbiolégica das racbes e do produto owmercial contendo

probidticos

As bactérias do géneBacilluse as bactérias acido-laticas tém sido utilizadasocprobidticas
para animais aquaticos. De uma maneira geral,sodtagos obtidos revelaram elevacdo nas
taxas de sobrevivéncia e aumento da absorcaomderdbs, devido a maior disponibilidade de
proteases, culminando em um melhor crescimentcadwsais (Gucet al, 2009; Liuet al,
2009; Swapnat al, 2015) e manutencdo da qualidade da 4gua do sisteroriacdo (Nimrat

et al, 2012; Kasart al,2017), atuando principalmente no controle da codade deVibrio
(Aguilera-Rivereet al, 2014).

A agua dos tanques de criacdo foi adicionado urdupoocomercial contendo probiéticos
composto deBacillus cereus(4,0x13' UFC/Kg), Bacillus subtilis (4,0x13* UFC/Kg),
Bifidobacterium bifidum(3,5x13* UFC/Kg), Enterococcus faeciur(8,5x13* UFC/Kg) e
Lactobacillus acidophilug3,5x10* UFC/Kg), segundo informacdes do fabricante. Aléssa]
com excecdao da racdo R4, todas as outras rac@esifiteis aos animais possuiam a informacao
nos roétulos da adigdo dRediococcus acidilacticf1,5 x 18 UFC/kg) ouBacillus spp. como

eventual substituto.
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A espécie bacteriana relacionada nos niveis denti@@os rétulos das ragdes fornecidas aos
camardes Rediococcus acidilactiyindo foi isolada nas amostras de agua nem no trato
gastrintestinal dos camarbes em nenhuma das faa#adas. O génerBacillus indicado
como eventual substitutdoi identificado em apenas uma fase, na amostragie Tq3.
Entretanto, esse género também é relacionado mauffagdo do produto comercial contendo
probidticos adicionado a 4gua e também foi idematifo nas amostras de agua do poco da
propriedade, utilizada inicialmente para enchetargues e ocasionalmente para repor as
perdas por evaporacdo. N&o foi detectada a presdagaoutras espécies bacterianas
relacionadas no rétulo do produto comercial. A daspdesse fato, a qualidade da agua do
sistema de criacdo manteve-se dentro dos parameeass, sugerindo que as bactérias
heterotréficas do sistema de bioflocos sejam awxipais responsaveis pela manutencao da

qualidade da agua (Schryver, 2012).

Os resultados encontrados neste trabalho, referantsolamento e identificagéo Blacillus,

podem ser explicados pela baixa concentracdo d®-+miganismos detectados nas amostras
de racdo e no produto comercial contendo probigtiepresentados na tabela 11. Esses
produtos apresentaram uma concentracdo de baa@gasio estavam em conformidade com

o declarado no rétulo.

TABELA 7. Contagens de bactérias totais e bactético-laticas nas ra¢cdes utilizadas nas diferentes
fases da criacdo do camarBibopenaeus vanname no produto comercial contendo probidticos
adicionado a agua

Parametro R1 R2 R3 R4 Probidtico
Coﬁgigle&,?g‘;;‘;”a”‘ 1,2x10 3,7x16 7X10 73x16  1,6x16
Bactérias acido-
laticas (UFC/g) - 5,7x1¢ 3,3x16 6,6x1C Ix1G 1,2x16G
M17
Bactérias acido-
laticas (UFC/g) - <1 1,1x1C¢ 1,4x10 Ix10 1x1C
MRS
Cronobacter  gnptergcoccus
sakazakii gallinarum
Bacillus Staphylococcus ) ) -
Bacillusspp Sonorensis epidermidis Bacillus Bacillus subtilis
Identificacéo Bacillus Bacillusspp. ceren Bacillus spp.
licheniformis ~ Staphylococcus  pegiococcus Bacillus
Spp. acidilactici pumilus

Pediococcus ~ Bacillusspp.

Spp.
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Em relagdo as espécies bacterianas identificadasagées, embordediococcugenha sido
isolado apenas na ragao R3, as racdes R1 e R2esstéonformidade com o declarado, pois
Bacillus spp. podem ser utilizados como substitutos. EmBaillus também tenham sido

isolados na racao R4, no rotulo dessa racao n&tecadicao destas bactérias.

No produto comercial contendo probiéticos foi idiérdado apenaBacillus sendo que nao se
esperava isolaBifidobacterium bifidumcom a metodologia utilizada, pois trata-se de um

micro-organismo anaerobico obrigatorio.
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5. CONCLUSOES

A comunidade microbiana heterotrofica do bioflocmstnou-se eficiente em manter os
parametros de qualidade da agua do sistema deatfaixh adequada para a criagdo de
camardes da espédievannamei.

O trato gastrintestinal dos animais no inicio deefde criagdo, pds-larva, apresentou menor
contagem bacteriana do que o trato gastrintestioslanimais nas fases mais avancadas do
ciclo de producéo, correspondentes a camardesigiwemerindo uma tendéncia de aumento
da comunidade bacteriana ao longo do periodo deawi

A populacdo bacteriana no trato gastrintestinatatoardd-. vannamendao € uniformemente
distribuida, sendo que a porcdo anterior alberga mmanor quantidade de bactérias quando
comparada ao intestino médio.

Proteobacteria e Firmicutes foram os filos bactesaidentificados em todas as amostras do
trato gastrintestinal dos camardes, nas fases sidap@ e juvenis, criados em sistema de
bioflocos, sendo o filo Proteobacteria dominante.

O género bacteriano predominante no trato gasitintd e nas amostras de aguaitirio.

A riqueza bacteriana no trato gastrintestinal dosardes, em relagdo aos géneros, ndo variou
em funcdo da fase de criacdo, mas verificou-se wariagdo na composi¢cao da microbiota,
sobretudo em relagdo a abundancia relativa dosr@gmomponentes da comunidade
bacteriana. Alguns géneros confhotobacterium, Shewanella e Staphylococtusm
identificados somente na fase juvenil enquantoosutomo Enterobacter, ocorreram apenas
nas fases iniciais de criacéo.

A microbiota do trato gastrintestinal dos animasiou com o0 sistema de criagdo, sendo
identificados géneros bacterianos presentes exalmginte nos animais vindos da larvicultura.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem qamanidade bacteriana cultivavel do trato
gastrintestinal do camar&@ovannamecriado em sistema de bioflocos se altera duraniel@

de produgédo, havendo um aumento no niumero de laachér trato gastrintestinal dos animais
nas fases préximas ao final do ciclo, com modificaga composi¢do dos géneros bacterianos.
Essas alteragbes s&o importantes para o hospedei®,vez que a microbiota do trato
gastrintestinal tem sido associada as doencastamdem a producdo de enzimas digestivas.
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As informacdes da composicdo da microbiota gassiimal dos camardes e dos fatores que
alteram a sua diversiadade permitem uma abordageional desses micro-organismos
objetivando melhorias na produtividade.
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