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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar métodos de controle e tratamento de bacterioses na larvicultura de
Litopenaeus vannamei, avaliando o uso continuo de probidtico e o uso pontual de enrofloxacino 15mg.L" e propionato de
sodio 0,5 mM.L" nos momentos de metamorfose sobre os, pardmetros zootécnicos e microbiologicos (larvas e da agua).
Foram utilizadas 16 unidades de 60L, povoadas na densidade de 325 nauplios.5L"!, divididos em trés tratamentos: enroflo-
xacino, probidtico, propionato de sodio e controle. O enrofloxacino e o propionato foram ministrados em protozoea 3, misis
3 e pds-larva 4 e o probidtico foi ministrado na rag@o ao longo de todo o experimento. O probidtico aumentou as contagens
de bactérias acido-laticas em relagdo aos demais tratamentos na agua de cultivo (p=0,00001) e em relacdo ao enrofloxacino e
o proprionato nas larvas (p=0,0048). A 4gua do tratamento com probiotico apresentou menor contagem de Vibrio spp. que o
enrofloxacino (p=0,0011) e as larvas tratadas com probiotico apresentaram menor contagem de Vibrio spp. que o propionato
(p=0,0158). Contudo, nao foi observada diferenca nos indices zootécnicos avaliados. Assim, os aditivos na dose utilizada ndo
alteram parametros zootécnicos da larvicultura do camardo L. vannamei.

PALAVRAS-CHAVE: Acido Organico. Antibidtico. Litopenaeus vannamei. Profilaxia. Vibriose.

COMPARATIVE USE OF ENROFLOXACIN, PROBIOTIC (Lactobacillus plantarum) AND SODIUM
PROPIONATE IN PACIFIC WHITE SHRIMP LARVAE

ABSTRACT: The purpose of this study was to assess control and treatment methods for bacterial diseases in Litopenaeus
vannamei, evaluating the continuous use of probiotics and occasional use of 15mg-L! enrofloxacin and 0.5-mM.L" sodium
propionate at the morphological change moments on the performance and microbiological parameters of larvae and water. A
total of 16 60-L units were used, stocked with 325 nauplii/5SL", divided into three treatments and one control. Enrofloxacin
and propionate were administered into protozoea 3, misis 3 and 4, and post-larvae 4, while the probiotic was administered
in the feed throughout the experiment. The probiotic increased the counts of lactic acid bacteria in relation to the other treat-
ments in the culture water (p = 0.00001) and in relation to enrofloxacin and propionate in larvae (p = 0.0048). The treatment
water with probiotic had lower counts of Vibrio ssp. than enrofloxacin (p = 0.0011) and larvae treated with probiotic showed
lower counts of Vibrio ssp. that propionate (p = 0.0158). However, no difference was observed in the performance indexes
assessed. Thus, it can be concluded that additives in the assessed doses did not influence the performance parameters of L.
vannamei.

KEYWORDS: Antibiotics. Litopenaeus vannamei. Organic Acids. Prophilaxis. Vibriosis.

UTILIZACION COMPARATIVA DE ENROFLOXACINO, PROBIOTICO (Lactobacillus plantarum) Y
PROPIONATO DE SODIO EN LARVICULTURA DE CAMARON BLANCO DEL PACIFICO

RESUMEN: El objetivo del presente trabajo fue evaluar métodos de control y tratamiento de enfermedades bacterianas en
larvicultura de Litopenaeus vannamei, evaluando el uso continuo de probidtico y el uso puntual de 15 mg.L' de enrofloxaci-
no y 0,5 mM.L"" de propionato de sodio en momentos de metamorfosis sobre los parametros zootécnicos y microbiologicos
(larvas y del agua). Se han utilizado 16 unidades de 60L, pobladas en la densidad de 325 nauplios.5L"!, divididos en tres
tratamientos: enrofloxacino, probiotico, propionato de sodio y control. El enrofloxacino y el propionato fueron suministrados
en protozoea 3, misis 3 y postlarva 4 y el probiodtico suministrado en alimento durante el transcurso del experimento. El pro-
bidtico aumento el contaje de bacterias dcido-lacticas en correlacion a los demas tratamientos en agua de cultivo (p=0,0001)
y las larvas en relacion al enrofloxacino y el propionato en las larvas (p=0,0048). El agua del tratamiento con probidtico
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presentd menor contaje de Vibrio spp. que el enrofloxacino (p=0,0011) y las larvas tratadas con probidtico presentaron menor
contaje de Vibrio spp. que el propionato (p=0,0158). Sin embargo, no se ha observado diferencia en los indices zootécnicos

de larvicultura de camaron L. vannamei.

PALABRAS CLAVE: Acido Orgéanico. Antibidtico. Litopenaeus vannamei. Profilaxis Vibriosis.

Introducao

Atualmente a produgdo mundial de camardes ma-
rinhos supera trés milhdes de toneladas (FAO-FISHSTAT,
2014) e praticamente todo o camardo cultivado provém da
producdo de larvas em laboratorio. Apos a fase de incuba-
¢do, as larvas entre nauplio 3 ¢ 5 s@o povoadas em tanques
com grande coluna de dgua com fundo em formato de U, em
sistema intensivo autotréfico, com troca de agua e aeragdo e
aquecimento constante. Até atingirem a fase de pos larva, as
larvas passam pelos estagios de nauplio, protozoea 1,2 ¢ 3 ¢
misis 1, 2 e 3. A despesca, dependendo da regido e época do
ano, acontece entre cinco e 10 dias ap6s os animais atingirem
o estagio de pos-larva (ANDREATA; BELTRAME, 2004).

Devido a sensibilizacdo organica causada pelas
diversas fases de metamorfose, principalmente na troca de
estagios de protozoea 3/misis 1 ¢ misis 3/pds-larva 1, as bac-
terioses sdo, de forma primaria ou secundaria, causadoras
das maiores mortalidades na larvicultura. Dentre estas, bac-
térias do género Vibrio sdo os principais agentes patogénicos,
como ¢ o caso da Sindrome de protozoea ¢ Sindrome de bo-
litas (VANDENBERGHE et al., 1999).

Os tratamentos a base de antimicrobianos sintéti-
cos, como a tetraciclina, sdo eficazes, porém podem agredir
o ambiente e selecionar bactérias resistentes, além de cau-
sar efeitos organicos adversos, tanto em animais domésticos
como em humanos (SILVA, 1998). Em Pennaeus monodon o
uso de oxitetraciclina, cloranfenicol e diversos outros antibi-
oticos, resultou em deformidade no rostro, carapaca e cerdas
(BATICADOS et al., 1990). De acordo com Soto-Rodriguez
et al. (2006), doses de 20mg.L"! de enrofloxacino na dgua de
cultivo teriam efeito inibitorio contra V. campbellii, porém
apresentaram toxidade para os estadios de protozoea 1 ¢ 2
de Litopenaeus vannamei ¢ ainda uma dose letal 50% (DL
50) com apenas um pouco mais que o dobro da dose medi-
camentosa.

Atualmente formas alternativas de prevengéo e tra-
tamento de bacterioses tem sido desenvolvidas, dentre elas o
uso de imunoestimulantes, probidtico, prebidticos, fitoterapi-
cos, bacteriofagos e acidos organicos (MINE; BOOPATHY,
2011). Entre os probidticos, destacam-se as bactérias acido-
-lacticas. Estas produzem uma gama de compostos antimi-
crobianos, entre eles os acidos organicos (MA, et al., 2009).
Estudos com cepas de bactérias acido lacticas comprovaram
que seu potencial de inibi¢do contra bactérias patogénicas
se deve muito pela producdo de acidos organicos, principal-
mente os acidos acético e lactico (VAZQUEZ et al., 2005).

Assim, o uso diretamente dos acidos organicos
poderia ter um efeito benéfico na larvicultura. Silva et al.
(2013), avaliaram seis diferentes sais organicos e observa-
ram que butirato de sddio, propionato de sodio e acetato de
sodio tiveram os melhores resultados para inibi¢do in vitro
frente a V. alginolyticus, V. harveyi e V. anguilarum, com des-
taque para o propionato de sodio, que apresentou as menores
concentragdes inibitdrias minimas para todos os agentes pa-
togenos testados. Tais resultados sugerem que o propionato

de sodio seja um método de profilaxia e remediagdo contra
microrganismos patégenos e oportunistas. Adicionalmente,
além de proporcionar inibigdo bacteriana, os probioticos, aci-
dos orgénicos e seus sais em camardes marinhos, podem me-
lhorar a digestibilidade por meio do aumento ou da melhoria
de agdo de enzimas digestivas (ZHOU et al., 2009; Nolasco
citado por SILVA et al., 2013). Podem ainda aumentar resis-
téncia ao teste de estresse por alteragdo de salinidade e ainda
podem melhorar a condi¢ao imunoldgica, visto por meio do
aumento da expressao génica de profenoloxidase I e II e lizo-
sima (LIU et al., 2010).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar diferen-
tes mecanismos de controle e tratamento de bacterioses na
larvicultura de Litopenaeus vannamei, avaliando o uso conti-
nuo de probidtico e o uso pontual de enrofloxacino 15mgL!
e propionato de sddio 0,5 mML nos momentos de meta-
morfose sobre os pardmetros zootécnicos e microbiologicos
(larvas e da agua).

Material e Métodos

O experimento foi realizado no laboratorio de Ca-
mardes Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina
— LCM-UFSC, no periodo de 11 de dezembro de 2013 a 24
de dezembro de 2013.

Estabelecimento da dose do sal organico

Para determinar uma dose segura, foi observada a
sobrevivéncia de larvas nos estagios de protozoea 3, misis 3
e pos-larva 7 expostas ao sal organico propionato de sodio’.
Cada estagio larval foi exposto por 24 horas em triplicata nas
concentragdes de 0; 0,1; 0,5; 1; 5 ¢ 10 mM.L"! de propionato
de sodio.

Foram utilizadas unidades cilindro conicas com 1L
de agua marinha povoadas com 50 larvas cada, retiradas de
tanques de larvicultura do LCM-UFSC, e adicionadas da mi-
croalga Chaetoceros mulleri na concentragdo de 5 x 10%cel.
mL". As unidades continham aerac¢ao continua e aquecimen-
to constante (28+1°C). Ao longo das 24 horas do experimen-
to, os animais foram alimentados trés vezes com ra¢do mi-
croparticulada comercial. Ao final do experimento, as larvas
vivas foram contadas, calculando-se a sobrevivéncia final.

Delineamento experimental

Foram utilizadas 16 unidades experimentais com
fundo em U com capacidade de 60L, providas de aeragdo
e aquecimento. Cada unidade foi povoada com 19.500 néau-
plios 5 de Litopenaeus vannamei provenientes de linhagem
livre de patogenos especificos (SPF, do inglés Specified Pa-
thogen Free) provenientes da Aquatec Aquacultura RN, em
agua previamente adicionada de microalgas Chaetoceros
muelleri na concentra¢do 5 x 10*el.mL"'. Os tratamentos
consistiam em alimentac@o suplementada com Lactobacillus
plantarum (1x107 UFC.mL™") adicionados na rag¢do na pro-
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por¢ao de 10mL por gramo de racao, enrofloxacino 15mgL!
na agua de cultivo de forma pontual (protozoea 3, misis 3
e pos-larva 4), propionato de soédio 0,5 mML™' na agua de
cultivo de forma pontual (protozoea 3, misis 3 e pds-larva 4)
e Controle.

As larvas foram alimentadas em quantidade ¢ qua-
lidade pertinente a cada fase larval, com dietas comerciais
microencapsuladas®. A renovagdo de 50% do volume de agua
foi feita por sifonagem, e somente a partir da fase de misis,
uma vez ao dia até o término do experimento. As analises de
amonia total foram feitas por meio da técnica colorimétrica
de APHA (1995), aplicada nas amostras de agua coletada de
cada tanque experimental no dia do inicio do experimento e
24 horas ap0s a aplicagdo dos tratamentos.

Aplicacio dos tratamentos

Em volume de 10 mL.g", o probidtico (L. planta-
rum) na concentragdo média de 1x10” UFC.mL", foi incu-
bado por 24hs na ragdo diariamente para administra¢do no
grupo probiotico. Para os grupos enrofloxacino e propionato
de sddio, as substancias foram diluidas em agua salgada e
administradas nas unidades em dose referente a concentragao
desejada nas fases de principal metamorfose (protozoea 3 e
misis 3) e de estresse de transferéncia para o pré-bercario
(pos-larva 4).

Analise microbiolégica

Em misis 1, pos-larva 1 e pos-larva 5, fragdes de
agua foram coletadas em tubo estéril para analise micro-
biologica em dilui¢cdes de 10! até 10° semeadas em meio
de cultura Agar Marine (contagem total de bactérias), Agar
Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS, para Vibrio spp.) e
Agar de Man Rogosa e Sharpe (MRS, para bactérias 4cido-
-lacticas). As placas ap6s serem semeadas foram incubadas a
30°C. Quando os animais atingiram o estagio de pds-larva 5
uma amostra de larvas foi macerada e também semeada utili-
zando a mesma metodologia utilizada nas amostras de agua.

As colonias bacterianas crescidas em 24hs (TCBS e
Marine) e 48hs (MRS) foram aferidas em unidades formado-
ras de colonia (UFC) e ajustadas para UFC.mL"! no caso da
agua do cultivo e em UFC.g"! no caso do macerado de larvas.

Teste de estresse

Para o teste de estresse foram recrutadas 50 pos-
-larvas cinco, por unidade, e desafiadas em salinidade 19 ppt
por 30 minutos em béqueres de 1L contendo 500 mL de agua,
devolvidas a salinidade de 35 ppt por mais 30 minutos em bé-
queres de mesmo volume. Apds este periodo, foi computada
a mortalidade sobrevivéncia final e comprimento das larvas.

Na despesca final o volume total de larvas foi pesa-
do, uma aliquota de 100 larvas retirada para biometria imida
e entdo extrapolada a quantidade total de larvas de cada uni-
dade experimental. Um total de trinta larvas foram medidas
através de estereomicroscopio? com lente reguada, e ao au-
mento de 1x, no Laboratorio de Peixe Marinho — LAPMAR

SINVE® Spitullina, lansy ZM e lansy MPL (INVE Aquaculture Inc., Salt
Lake City, UT, USA)
‘NIKON® SMZ-745
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- UFSC.
Analises estatisticas

Os dados de sobrevivéncia foram transformados em
arcoseno ¢ os dados de contagem bacterianas transformados
em Log . Todos os dados foram analisados, apos as pre-
missas de normalidade e homocedasticidade (Levene), por
analise de variancia (ANOVA), suplementadas pelo teste de
Tukey de separagao de médias, ambos ao nivel de significan-
cia de 5%.

Resultados e Discussao

No teste para estabelecimento de dose do sal or-
ganico, a mortalidade foi significativa apenas em protozoea
3 com doses de propionato de sédio a partir de 0,5 mML"!
(p=0,0110). Assim, esta foi a dosagem escolhida para a reali-
zacdo do ensaio posterior.

No experimento de larvicultura, os valores de oxi-
génio dissolvido, temperatura e amonia total mantiveram-se
dentro dos parametros aceitaveis para a espécie durante todo
o experimento (BOYD; GAUTIER, 2000).

Como ilustrado na Figura 1, as contagens de bac-
térias acido laticas na agua de cultivo do tratamento com
probiodtico foram superiores em relagdo aos demais trata-
mentos (p=0,000015). J& a contagem presuntiva de bactérias
vibrionaceas foi inferior na agua do tratamento com probio-
tico quando comparada com o tratamento com enrofloxaci-
no (p=0,011503), porém, igualado aos demais tratamentos.
Como o probiotico foi fornecido diariamente, as contagens
de bactérias acido laticas na agua foram possiveis, inclusive
porque L. plantarum ¢ acrotolerante ¢ embora ndo apresente
crescimento significativo, ainda consegue manter fungdes fi-
sioldgicas basicas (MADIGAN et al., 2004). Ja o crescimen-
to de bactérias vibrionaceas elevado na agua do tratamento
com enrofloxacino pode ter ocorrido pela eliminag@o de bac-
térias sensiveis e, por consequéncia, diminui¢cdo de competi-
¢a0 e crescimento das mais resistentes, no caso, crescimento
de vibrides. Adicionalmente, o enrofloxacino pode ter inter-
ferido na comunicagio bacteriana dos vibrides. Isto porque,
moleculas classificadas como quinolonas sdo relacionadas
com o mecanismo de quorum sensing (SOLA et al., 2012).

Figura 1: Crescimento em unidades formadoras de colonia
em por mililitro (Log, JUFC.mL") de bactérias totais e vibrio-
naceas ap6s 24 horas ¢ acido laticas apos 48 horas do na agua
da larvicultura dos tratamentos com Propionato de sodio
0,5mML"!, Enrofloxacino 15mg.L"! e Probidtico 10mL.g" de
racdo em trés coletas de agua de cultivo apos as principais
metamorfoses. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
ao teste de Tukey (p<0,05)
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O enrofloxacino ¢ uma droga antibidtica integrante
do grupo das fluorquinolonas, capaz de interferir na sintese
de DNA-girase. De acordo com Knapp et al. (2005), apos
exposi¢ao de 100% de luz o enrofloxacino tem meia vida
no ambiente aquatico de 0,8 dias, transformando-se em ci-
profloxacina que degrada-se também na presenca de luz.
Compostos provenientes da degradagdo da ciprofloxacina
ndo sdo bem conhecidos e dificeis de caracterizar, podendo
em alguns casos serem ainda toxicos ao ambiente (RODRI-
GUES-SILVA et al., 2014). Estes compostos poderiam ser
semelhantes ou analogos as quinolonas do sistema de quo-
rum sensing, promovendo ou facilitando o crescimento de
determinado grupo bacteriano.

O pH da agua de cultivo ficou em média, acima de
7,6, e como a acdo dos sais organicos, no caso propionato
de sodio, ¢ diferente com a variagdo do pH, talvez a dose
utilizada ndo tenha sido efetiva na inibi¢do de crescimento
bacteriano, tendo em vista que o tratamento com propionato
ndo proporcionou uma contagem de bactérias vibrionaceas
menor em relagdo a nenhum tratamento, incluindo o con-
trole. Em testes de inibi¢ao in vitro, doses de propionato
de sodio quatro vezes menores foram efetivas contra Vibrio
anguillarum ATCC 19264, V. alginolyticus BCCM 2068, V.
harveyi ATCC 14126 em pH 6,2, porém, doses maiores que
0,5 mML"' sdo necessarias para causar efeito inibitorio em
pH 7,1 (SILVA et al., 2013).

Também foram observadas maiores contagens de
bactérias acido-lacticas no macerado de larvas, porém, ape-
nas em relagdo aos tratamentos propionato de sédio e enro-
floxacino (p=0,00485). Maiores contagens de bactérias aci-
do-laticas proveniente do macerado de larvas no tratamento
contendo probidtico condizem com o estudo feito por Vieira
et al. (2010), que apresentou maiores contagens de bactérias
acido-laticas em macerado de larvas alimentadas com ragao
suplementada de L. plantarum.

No macerado de larvas tradadas com probidtico

SANTOS JUNIOR et al.

também foi visualizado menor crescimento de vibrides, po-
rém, apenas quando comparado as larvas tratadas com pro-
pionato (p=0,0158) (Figura 2). Contudo, o tratamento com
probidtico L. plantarum diminuiu a concentragdo de vibrio
no trato intestinal de Litopenaeus vannamei com aproxi-
madamente 12g, de acordo com Ramirez et al. (2013), ¢ na
agua de cultivo de larvicultura, como descrito por Liu et al.
(2010). Em nosso estudo isso nao foi visualizado, ja que ndo
houve diferenga em relagdo ao controle.

Figura 2: Crescimento em unidades formadoras de colonia
em por grama (Log UFC.g") de bactérias totais e vibrio-
naceas ap6s 24 horas e acido laticas apos 48 horas do no
macerado de pds-larvas 5 tratadas com os tratamentos com
Propionato de sodio 0,5mM.L"!, Enrofloxacino 15mg.L! nas
principais metamorfoses ¢ Probiotico 10mL.g"! de ragdo ao
longo de todo cultivo. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica ao teste de Tukey (p<0,05)
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Todos os tratamentos apresentaram contagens de
vibrionaceas na agua superiores a 1x10* UFC.mL"' (Figura
1), porém, nao foi observada diferenga na sobrevivéncia final
(Tabela 1). De acordo com Mourifio et al. (2008) contagens
de vibrides acima de 1x10* UFC.mL" proporcionam altera-
¢des na qualidade larval e morte larval, o que nio foi obser-
vado em nosso trabalho.

Tabela 1: Parametros zootécnicos da larvicultura de camardes marinhos da espécie Litopenaeus vannamei submetida aos
tratamentos propionato de sodio 0,5mM.L"', enrofloxacino 15mg.L"!, probidtico 10 mL.g"' de ragao e controle do estagio de

nauplio 5 até pds-larva 5.

Controle Propionato de sodio Probioético Enrofloxacino p-valor

Sobrevivéncia (%) 60,19+18,14 29,13+14,34 42,80+7,92 44,41+17,90 0,1865

Teste de estresse (%) 95,00+1,00ab 94,97+2,25ab 96,05+1,63a 91,03+1,78b 0,0268

Biometria umida (mg) 0,59+0,09a 0,64+0,12ab 0,63+0,08ab 0,77+0,14b 0,0190

Biomassa (g) 6,83+1,72 3,89+2,17 5,16+£0,47 6,30£1,59 0,2075

Tamanho da larva (mm) 5,19+0,28 5,05+0,28 5,04+0,10 5,32+0,21 0,4571
Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa nas médias pelo teste Tukey (p<0,05).

Diversos outros autores demonstram as vantagens
do uso de diversas cepas probidticas em larvicultura. Entre
estas vantagens estdo o aumento de produtividade em até
15% em relagdo ao controle (J-J GUO et al., 2009), melho-
ra da producdo de enzimas digestivas (CHOU et al., 2009)
e diminuigdo da carga de vibrionaceas na agua (LIU et al.,
2010). Contudo, neste trabalho estes resultados ndo foram
observados.

Ao teste de estresse, o tratamento com probidtico
obteve melhor indice de sobrevivéncia em relagdo ao enro-
floxacino (Tabela 1), porém nenhuma diferenga em relagio
aos outros tratamentos, inclusive o controle.

Conclusao

O uso de probidtico, enrofloxacino e propionato de
sodio na dose utilizada nao influencia nos pardmetros zoo-
técnicos da larvicultura de camardo L. vannamei na fase de
nauplio 5 a pés-larva 5.
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