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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de suplemento prebidtico, probidtico e simbidtico, na
dieta de camardes marinhos (Litopenaeus vannamei) ¢ seus efeitos sobre o crescimento, a microbiota intestinal,
a resposta imune ¢ a resisténcia ao desafio experimental com Vibrio alginolyticus. Foram utilizados quatro
tratamentos: prebidtico inulina; probidtico Lactobacillus plantarum; simbiotico Lactobacillus plantarum ~+
inulina; e controle. Os camardes foram distribuidos em 16 tanques de dez mil litros de agua, povoados com 200
camardes cada, cultivados por seis semanas. Avaliaram-se a microbiologia do trato intestinal dos camardes ¢ a
reposta imune, antes ¢ apos o desafio com V. alginolyticus. A concentragdo de Vibrio spp. no trato digestorio foi
menor em camardes alimentados com dieta suplementada com prebiotico, probidtico e simbidtico, enquanto
a concentragdo de bactérias acidolaticas foi superior somente nos camardes alimentados com probidtico e
simbiotico. O titulo aglutinante do soro contra V. alginolyticus aumentou no grupo probidtico e simbiotico,
antes da infecgdo, ¢ foi maior em todos os tratamentos ap6s infecgdo com V. alginolyticus, em comparag@o ao
controle. Néo foi observada diferenga entre os tratamentos quanto aos demais parametros avaliados. As dictas
probidticas, prebioticas e simbidticas alteram a microbiota intestinal e aumentam o titulo aglutinante do soro
contra V. alginolyticus; contudo, ndo alteram a resisténcia ao desafio nem o crescimento dos camardes.

Termos para indexacdo: Lactobacillus plantarum, Litopenaeus vannamei, Vibrio alginolyticus, desafio
experimental, inulina, resposta imune.

Prebiotic, probiotic, and symbiotic-supplemented
diet for marine shrimp farming

Abstract — The objective of this work was to evaluate the use of prebiotic, probiotic, and symbiotic supplements,
in the diet of shrimp (Litopenaeus vannamei), and their effects on growth, intestinal microbiota, immune
response, and resistance to experimental challenge with Vibrio alginolyticus. Four treatments were used:
prebiotic (inulin); probiotic (Lactobacillus plantarum); symbiotic (Lactobacillus plantarum + inulin); and
a control. Shrimp were distributed in 16 tanks with ten thousand liters of water, stocked with 200 shrimp
each, cultivated for six weeks. Microbiology of the intestinal tract and the immune response of shrimp were
evaluated before and after the challenge with V. alginolyticus. The concentration of Vibrio spp. in the digestive
tract was lower in shrimp fed prebiotic, probiotic, and symbiotic-supplemented diet, while concentration of
lactic acid bacteria was higher only in shrimp fed probiotic and symbiotic-supplemented diet. The title of
agglutinating serum against V. alginolyticus increased in shrimp fed the probiotic and symbiotic-supplemented
diet prior to infection, and was higher in all treatments after infection with V. alginolyticus, in comparison to the
control. No difference was observed between treatments for the remaining parameters. Probiotic, prebiotic, and
symbiotic diets change intestinal microbiota, and increase the agglutinating serum title against V. alginolyticus;
however, they change neither the shrimp resistance to challenge by V. alginolyticus nor shrimp growth.

Index terms: Lactobacillus plantarum, Litopenaeus vannamei, Vibrio alginolyticus, experimental challenge,
inulin, immune response.

Introducao As doencas causadas por bactérias oportunistas

também causam perdas importantes na carcinicultura

As perdas de produgdo de camardes pelo efeito das  marinha. Diversas espécies ja foram reportadas como

doengas, principalmente as de origem viral como o  patogénicas, ¢ as de maior importincia sdo as do
WSSV, TSVe YHV (Lightner, 2011), sdo incalculdveis.  género Vibrio (Pasharawipas et al., 2005).
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Para o controle de Vibrio spp. e outras bactérias
patogénicas, a utilizagdo profilatica e terapéutica de
antibioticos t€m sido a estratégia mais utilizada na
aquicultura (Gatesoupe, 2008). Porém, esses antibioticos
sdo fonte de poluicao ambiental, e as bactérias patogénicas
podem facilmente desenvolver resisténcia.

Como alternativa, o uso de probioticos, prebidticos
e simbioticos tem chamado a atengdo da industria
aquicola (Gatesoupe, 2008). Probioticos sdo definidos
como microrganismos vivos que colonizam o trato
digestivo e melhoram a satde do hospedeiro (De Vrese
& Schrezenmeir, 2008). Os prebiodticos sdao ingredientes
nao digeriveis da dieta, que afetam beneficamente o
hospedeiro ao selecionar e estimular o crescimento de
bactérias benéficas no trato intestinal. A combinacao de
probidticos e prebidticos, em um mesmo alimento, ¢
chamada de simbidtica (Collins & Gibson, 1999).

Entre as bactérias probidticas utilizadas na aquicultura,
destacam-se as acidolacticas, pois sdo de facil
multiplicagdo, produzem compostos antimicrobianos
(bacteriocinas, peroxido de hidrogénio, acido latico e
acidos organicos), e estimulam a resposta imune nao
especifica nos hospedeiros (Gatesoupe, 2008). Chiu
et al. (2007) mostraram que dietas suplementadas com
Lactobacillus plantarum, para camardo (Litopenaeus
vannamei), induziram a modula¢ao imune e melhoraram
a capacidade imunologica, além de terem incrementado
a resisténcia a Vibrio alginolyticus. Outros trabalhos
também relatam o beneficio para L. vannamei, pelo uso
destas cepas suplementadas a dieta. (Ramirez et al., 2006;
Vieira et al., 2007, 2008, 2010).

A inclusio na dieta de pequenas quantidades de
prebidticos, como o polissacarideo inulina, pode estimular
o crescimento de bactérias benéficas, como as acidolaticas
(Macfarlane et al., 2006). Em espécies aquaticas, o uso de
inulina na dieta vem sendo estudado em diversas espécies
de peixe como tilapias (7ilapia aureus) e carpa-capim
(Ctenopharyngodon idellus) (Wang & Wang, 1997),
linguado-europeu (Psetta maxima) (Mahious et al., 2006)
e surubim hibrido (Pseudoplatystoma sp.) (Mourifio
et al., 2012). Contudo, nenhum estudo foi encontrado
sobre a utilizagdo de inulina em camardes marinhos.
Os simbio6ticos vém sendo muito utilizados em mamiferos
(Mussato & Mancilha, 2007), porém, pouco se sabe sobre
os possiveis beneficios de seu uso na aquicultura.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de
suplemento prebidtico, probidtico e simbidtico na dieta
de camardes marinhos (Lifopenaeus vannamei), € seus
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efeitos sobre o crescimento, a microbiota intestinal, a
resposta imune e a resisténcia ao desafio experimental
com Vibrio alginolyticus.

Material e Métodos

O experimento foi realizado de junho a agosto de 2010,
no Laboratorio de Camardes Marinhos, da Universidade
Federal de Santa Catarina, SC. Foram utilizados
camardes marinhos da espécie Litopenaeus vannamei
com 6+1,3 g. Como probidtico utilizou-se uma cepa de
bactéria acidolatica Lactobacillus plantarum, isolada de
camaroes cultivados (Vieira et al., 2007) e mantida na
colecdo de microrganismos do Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA),
da Universidade Estadual de Campinas, com o nimero
de acesso Cpgba 007-07 DRMOI. O prebidtico utilizado
foi inulina da marca comercial Orafti HPX.

Foram utilizados 16 tanques com dez mil litros de agua,
povoados com 200 camardes cada, em delineamento
inteiramente ao acaso, com quatro tratamentos e
quatro repeticdes. Durante seis semanas, os animais
de cada tanque foram alimentados de acordo com os
seguintes tratamentos: racdo comercial, suplementada
com 0,5% inulina; racdo comercial, suplementada
com 10" UFC g' de Lactobacillus plantarum; ragao
comercial, suplementada com 0,5% de inulina +
10"UFC g'! de Lactobacillus plantarum; e ragdo-controle
(sem suplementagdo). Os probidticos foram incluidos
na dieta pela inoculagdo de 10% da bactéria latica na
racdo (Vieira et al., 2008). Na inclusdo do prebidtico,
a dieta comercial foi previamente moida e a inulina foi
aplicada a concentracao de 0,5%, para homogeneizacao.
Posteriormente, as misturas passaram por um processo
de peletizagdo e secagem por 18 horas, a 45°C, com
circulagdo de ar. Para a preparagdo do simbidtico, 10%
do probiotico foi incluido na ragdo com inulina a 0,5%.

A temperatura da agua foi mantida a 26£1°C, ¢ a
salinidade a 30 %o. A 4gua dos tanques foi renovada todos
os dias até¢ que fossem removidos os restos de alimento,
fezes e mudas. O pH e a amodnia dos tanques também
foram mensurados uma vez por semana, para monitorar
a qualidade da agua. Assim, o pH se manteve entre 7,1
e 7,3, a concentracdo de amonia sempre apresentou
valores abaixo de 1 mg L, e a concentragdo de oxigénio
se manteve entre 5,40 mg L' e 6,1 mg L, valores
adequados para o cultivo de camardes marinhos (Vinatea
Arana, 2010).
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A racdao foi fornecida quatro vezes ao dia, em
quantidade equivalente a 3% de biomassa, e foi ajustada
semanalmente, de acordo com as biometrias (15 animais
por tanque).

Para as analises da microbiota intestinal, foram
amostrados tratos digestivos de 10 camardes por tanque
(dois conjuntos com cinco camardes), apos 30 e 45 dias.
Os tratos intestinais foram homogeneizados e diluidos
serialmente (1/10), em solucdo salina estéril a 3% (SSE),
e semeados nos meios de cultura dgar marinho, agar
TCBS (tiossulfato, citrato, bile e sacarose) e agar MRS,
para a contagem de bactérias heterotroficas viaveis,
vibriondceas e laticas respectivamente. Os intestinos
semeados nas placas de Petri foram incubados em estufa
¢ a temperatura foi mantida a 30°C.

Foram efetuadas contagens totais de unidades
formadoras de colonias (UFC), apds 24 horas de incubagao
nos meios de cultura 4gar marinho e agar TCBS. No meio
agar MRS, as contagens foram feitas apos 48 horas de
incubacgdo. Das colonias cultivadas em MRS foi feita a
coloracao de Gram para comparacao morfologica da cepa
probidtica.

Para as analises imunologicas, realizadas antes do
desafio, a hemolinfa foi obtida do sinus ventral de dois
conjuntos com cinco camardes de cada tanque (cerca de
300 pL por animal). As amostras foram coletadas com
seringas estéreis de 1 mL de agulha 21G resfriadas a 4°C.

Da hemolinfa coletada, 10 pL foram fixados em
solucdo anticoagulante Alsever modificado (MAS) —
citrato de sddio 27 mmol L', EDTA 9 mmol?, glicose
115 mmol L', NaCl 336 mmol L', pH 7,2 — a 4% de
formaldeido, para contagem total de hemocitos (THC).
O restante foi deixado a coagular a 4°C e, posteriormente,
foi centrifugado repetidamente a 10.000 g por 10 min,
para obtencao do soro que foi separado em aliquotas e
estocado a -20°C.

O ntimero de hemocitos por mililitro de hemolinfa foi
estimado por contagem direta em cdmara de Neubauer.
A concentragdo de proteina na hemolinfa foi estimada
pelo método de Bradford (1976), tendo-se utilizado
soro-albumina bovina como padrao.

A atividade da fenoloxidase (PO) foi determinada
por espectrofotometria (490 nm), pela formagdo do
pigmento Dopa-cromo, apés a oxidagdo do substrato
L-dihidroxifenilalanina (L-Dopa). As amostras do
soro foram diluidas (1:9) em TBS-1 (1 mmol L' Tris,
336 mmol L' NaCl, 5 mmol L' CaCl,, 10 mmol L'
MgCl,, pH 7,6). Desta solug@o, 50 pL foram incubados

em volume igual de tripsina (Sigma, 1 mg mL™"), indutor
enzimatico em microplacas de 96 pogos (fundo chato) por
5 min a 25°C. Apos a incubagdo, adicionou-se o volume
de 50 pL de L-Dopa (Sigma, 3 mg mL") a cada pogo.
Nos controles, o soro ou a tripsina foram substituidos
por TBS-1. A formagdo do Dopa-cromo foi monitorada
em leitora de microplaca (490 nm) apds 5, 10, 15 e 20
min. A atividade da PO foi expressa em unidades de
atividade da enzima (U), por meio da variacao de 0,001
de absorbancia min"' mg"' de proteina (Sdderhall & Hall,
1984), por 15 min a 20°C. Os ensaios foram realizados
em triplicata.

Para a atividade aglutinante do soro, foram utilizados
o V. alginolyticus (Gram-negativa) e L. plantarum
(Gram-positiva), inativados com 0,5% de formalina
como bactérias-padrio e ajustados a concentragdo de
0.4 nm, em comprimento de onda de 550 nm. Amostras
de 50 pL de soro foram diluidas serialmente em TBS-2
(50 mmol L' Tris, 150 mmol L' NaCl, 10 mmol L™
CaCl,, 5 mmol L' MgCl,, pH 7.4), em placas de
96 micropogos com fundo concavo. A cada amostra de
soro, foram adicionados 50 pL de bactéria inativada,
para avaliar a capacidade aglutinante contra cada bactéria
(V. alginolyticus e L. plantarum). As amostras foram
incubadas durante 18 horas a 25°C em camara umida.
O controle foi feito com a substituicdo do soro por
TBS-2. O valor aglutinante foi definido como o reciproco
da ultima dilui¢ao que teve a capacidade de aglutinar as
bactérias inativadas.

Para determinar a atividade antimicrobiana do soro,
o V. alginolyticus com 24 horas de crescimento teve
sua concentragdo ajustada a 10° UFC mL", em leitor
de microplaca (densidade optica de 630 nm), com
dilui¢do em meio PWS ("peptone water saline") a 1,5%
de peptona e 1,5% de NaCl, pH 7,4. Em placas de 96
micropogos (fundo chato), amostras de 100 pL de meio
PWS foram colocadas em todos os pogos das linhas
utilizadas da microplaca. Posteriormente, 100 pL de
amostra do soro foram adicionados ao primeiro pogo
e diluidos serialmente. A cada poco, foram colocados
20 pL da solucdo diluida de V. alginolyticus. As placas
foram incubadas por 24 horas a 30°C. Para os controles,
as amostras de soro foram substituidas por SSE (2%).
A densidade optica (DO) das amostras foi feita a 630 nm,
e os resultados foram expressos por miligramas de
proteina.

Ao final do experimento, os camardes de todos
os tanques foram pesados individualmente, para
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determinagdo do peso final nos tratamentos de acordo
com a seguinte equacgdo: peso final dos camardes =
(biomassa total/numero final de camardes).

Depois de seis semanas de alimentagdo, 15 camardes
de cada tanque foram transferidos para caixas com 40 L
de agua (com salinidade a 30 %o) e desafiados contra
V. alginolyticus. Injetaram-se 25 pL de V. alginolyticus,
diluidos em solugdo salina a 10® UFC mL", nos sinus
ventrais dos camardes de todos os tratamentos. Como
controle do desafio, injetaram-se 25 pL de SSE em um
grupo de camardes, com o objetivo de descartar causas de
mortalidade por estresse da injecdo. A sobrevivéncia foi
avaliada 48 horas apo6s a infec¢@o. Posteriormente, cinco
camarodes de cada tanque foram retirados para coleta de
hemolinfa, para analises dos pardmetros imunologicos
(THC, atividade da PO, titulo aglutinante do soro e
atividade antimicrobiana do soro).

Os valores das contagens totais de hemocitos e
contagens bacterianas foram transformados em log
(x + 1), para normalizagdo e homogeneizacdo das
variancias. Os valores da atividade antimicrobiana e
atividade aglutinante do soro foram transformados em
log,(x), € os de sobrevivéncia em arcoseno(x). A analise
de variancia foi feita em parcelas subdivididas no
tempo, a 5% de probabilidade, para os dados obtidos
durante o cultivo do camardo. Para os dados obtidos
apos o desafio experimental, realizou-se a analise de
variancia unifatorial, a 5% de probabilidade. Em caso
de diferencas significativas, foi utilizado o teste de
Student-Newman-Keuls (SNK) de separagdo de médias.

Resultados e Discussao

Apo6s seis semanas de cultivo, o crescimento dos
camardes atingiu as médias 12,6+0,22 g, 12,7£0,45 g,
12,5+£0,33 g e 12,6+0,35 g, nos tratamentos prebiotico,
probidtico, simbidtico e grupo controle, respectivamente,
e ndo se observaram diferengas significativas entre eles.
A suplementacdo da dieta com prebidtico, probidtico e
simbiodtico ndo influenciou o peso final dos camardes, o
que corrobora os dados de Vieira et al. (2010), em que
camardes alimentados com probidtico (L. plantarum)
também ndo apresentaram diferencas significativas
quanto ao ganho de peso.

Nas coletas aos 30 e 45 dias, o trato digestorio
dos camardes apresentou contagens de Vibrio spp.,
no grupo controle, superiores as dos demais
tratamentos (Figura 1 A). A concentracdo de bactérias
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acidolaticas foi superior no trato digestorio dos
camardes alimentados com simbidtico e probidtico
(Figura 1 B). Nao houve diferenga entre os tratamentos
quanto a concentracdo de bactérias heterotroficas
viaveis. A maior concentragdo de Vibrio spp., encontrada
no trato digestério dos camardes do grupo controle,
em comparacdo a dos outros tratamentos, pode estar
relacionada a concentragdo de bactérias acidolaticas no
intestino. Estas bactérias possuem agdes inibitorias, seja
por competigdo, por produgdo de peroxido de hidrogénio
ou por producao de acidos organicos, como o acido latico
ou o acido acético, que inibem o crescimento de muitas
bactérias patog€nicas Gram-negativas (Gatesoupe, 2008).
Trabalhos prévios, realizados por Vieira et al. (2007),

Vibrio spp. (Log CFU g")

Bactérias acidolaticas (Log CFU g")

30 . 4
Dias 3

| O Controle [ Prebidtico M Probidtico M Simbidtico |

Figura 1. Concentragdo de Vibrio spp. (A) e bactérias
acidolaticas (B), no trato digestorio de Litopenaeus
vannamei alimentados com dietas suplementada com
probidtico (Lactobacillus plantarum), prebidtico (inulina),
simbidtico (L. plantarum + inulina) e controle, nos dias 30
¢ 45. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si,
pelo teste SNK, a 5% de probabilidade.
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mostraram que L. plantarum tem capacidade inibitéria in
vitro € in vivo contra Vibrio spp.

No caso do grupo alimentado com prebiotico,
0s intestinos apresentaram um escasso crescimento
de bactérias laticas, na primeira coleta e, a partir da
segunda coleta, a concentragdo destas chegou a zero.
O prebidtico prové nutrientes limitados a mucosa
intestinal, o que pode ter favorecido o crescimento de
outro tipo de bactérias capazes de fermentéa-lo e de atuar
contra bactérias patogénicas, com reducdo do numero
de Vibrio spp. (Collins & Gibson, 1999). Assim como o
grupo probidtico, a concentragao de Vibrio spp. também
foi inferior a do grupo controle.

A adigdo de inulina ao probidtico (simbidtico) ndo
influenciou a concentragdo das bactérias acidolaticas
no intestino, comparada a dos tratamentos em que 0s
camardes foram alimentados apenas com o probiotico.
Neste caso, a inulina e L. plantarum nao mostraram um
efeito sinérgico, o que indica que este ndo € o prebidtico
ideal para ser usado conjuntamente com esta cepa de
bactéria probidtica. Contudo, alguns trabalhos relatam
que cepas de bactérias laticas como L. plantarum e
Lactobacillus paracasei sdao capazes de fermentar
fruto-oligossacarideos e inulina e incrementar a produgao
de acidos organicos, o que indica que elas tém um efeito
sinérgico (Makras et al., 2005).

A analise microbioldgica dos intestinos dos camaroes
alimentados com probidtico e simbidtico mostraram
o crescimento de bactérias laticas em dagar MRS.
A coloragdo de Gram das coldnias cultivadas revelou
bacilos Gram-positivos em pares, morfologia que ¢
semelhante a do L. plantarum usado como probidtico na
alimentacdo.

O titulo aglutinante do soro contra V. alginolyticus
foi significativamente superior no grupo probidtico e
simbiotico, antes da infecgdo (Tabela 1), o que indica
que os tratamentos, possivelmente, atuaram como
imunoestimulantes, ¢ os camardes foram capazes de
produzir maior quantidade de lectinas. As lectinas sao
proteinas de reconhecimento de padrdes moleculares
que estdo presentes na hemolinfa e sdo capazes de
causar aglutinacdo celular, ao se ligar especificamente a
carboidratos da superficie de diferentes células, inclusive
microrganismos (Barracco, 2004). Consequentemente,
as lectinas tém func@o de opsoninas, pois facilitam o
processo de fagocitose (Barracco, 2004). Nao houve
diferencas entre os tratamentos quanto ao titulo aglutinante

do soro contra L. plantarum, durante as seis semanas de
alimentagdo, ¢ nem apds a infeccao.

Os invertebrados tém um sistema imunoldgico
inato, que usa barreiras fisicas e componentes celulares
¢ humorais como armas de defesa (Barracco, 2004).
A estimulag¢@o de mecanismos de defesa ndo especificos,
com compostos bioldgicos especificos chamados
imunoestimulantes, pode aumentar a resisténcia do
hospedeiro contra enfermidades (Bachére, 2003).
Probidticos e prebidticos podem ser usados como
imunoestimulantes, ao desempenhar o papel de moléculas
de alarme para ativar o sistema imunologico (Lopez et al.,
2003). Compostos microbianos como os peptidoglicanos,
presentes na parede de bactérias Gram-positivas, sdo
estimulantes das funcdes celulares e atuam diretamente
sobre as proteinas do plasma, melhorando a eficiéncia
da resposta imune (Bachére, 2003). A imunoestimulacao
pelo uso de cepas probidticas tem sido reportada por
varios autores (Gullian et al., 2004).

Tabela 1. Contagem total de hemocitos (THC), atividade
da enzima fenoloxidase (PO), titulo aglutinante contra
Vibrio alginolyticus ¢ Lactobacillus plantarum ¢ atividade
antimicrobiana do soro contra V. alginolyticus de
camardes alimentados (Litopenaeus vannamei) com dieta
suplementada com probidtico (L. plantarum), prebidtico
(inulina), simbiodtico (L. plantarum + inulina) e controle,
nos dias 30, 45, e apés infecgdo com V. alginolyticus™.

Coleta (dias) Controle Prebidtico Probidtico  Simbidtico
THC (x10° mL™)
30 272+72a  32,1+19a  154+2.1a  20,245,1a
45 48,1+8,6a 28,0+2,8a 23,8+3.3a 26,0+3,7a
Infecgao® 27,6£5,7a 23,9+3,7a 33,6+5,3a 26,0+1,7a
Atividade da PO (U min"' mg™)
30 242+12,8a  22,048,1a 16,5+3.4a 30,3421,0a
45 27,3+8,8a 20,345,22a  22,447.9a 26,6+2,4a
Infeccao 43,8+13,3a  20,6+4,46a  31,6+10,5a  43,3+£22,5a

Titulo aglutinante do soro contra V. alginolyticus (Log,)

30 6,6+0,2a 6,7+0,5a 8,5+0,7b 8,6+1,2b
45 4,6+0,2a 5,0£0,5a 7,6+£0,47b 8,0+0,9b
Infec¢ao® 0,3+0,6a 1,7+1,5b 2,2+1,5b 3,2+0,9b
Valor aglutinante do soro contra L. plantarum (Log,)
30 3,3+0,5a 3,140,2a 3,1+0,2a 3,6+0,5a
45 2,0+0,4a 3,0+0,4a 3,340,3a 3,6+0,5a
Infeccao 3,3+0,6a 2,5+0,6a 3,5+1,3a 3,0+0,0a
Atividade antimicrobiana no soro (mg por proteina)
30 59,1+84,8a  51,4+6,7a 31,1+8,0a 27,2+8,9a
45 133,5472,6a 153,9+76,7a  83,3+51,6a 135,3+£90,0a
Infecgao 89,9+51,8a  91,1+77,6a  29,1£10,0a  67,3+51,8a

(UMédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, nas linhas, pelo
teste SNK, a 5% de probabilidade @Infec¢do observada 48 horas apos o
desafio.
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A THC, a atividade antibacteriana do soro dos
camardes contra V. alginolyticus ¢ a atividade da
enzima fenoloxidase (PO) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos antes ou apds o desafio.
Resultados variaveis t€ém sido reportados quanto a estes
dois parametros, em relagdo a utilizagdo de prebioticos e
probioticos em camardes. Li et al. (2007) reportaram que
L. vannamei alimentados com fruto-oligossacarideos de
cadeia curta como prebidticos, além de apresentar aumento
da THC, tiveram maior atividade da PO. Em contraste,
em camardes alimentados com L. plantarum, a atividade
da PO aumentou, mas houve diminui¢ao do ntimero de
hemdcitos circulantes (Chiu et al.,, 2007). Em estudo
similar, realizado por Vieira et al. (2008), o nimero de
hemocitos em camardes alimentados com L. plantarum
foi superior ao do grupo controle, depois de serem
infectados com V. harveyi. Contudo, também ndo foram
encontradas diferencas na atividade da PO.

Na atividade antimicrobiana do soro, ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos e o grupo
controle antes ou apds infeccdo. Contudo, Rodriguez et al.
(2007) mostrou que o uso de probiodtico teve resultado
positivo e aumentou a atividade antibacteriana do soro de
camardes L. vannamei. Estudos ja mostraram que varios
peptideos antimicrobianos, presentes na hemolinfa,
apresentaram atividade antimicrobiana in vitro € mataram
diretamente o patogeno (Hancock et al., 2006).

A sobrevivéncia dos camardes, apos 48 horas de desafio
com V. alginolyticus, ndo diferiu entre os tratamentos
(Tabela 2). Chiu et al. (2007) reportam que L. plantarum
teve resultado positivo em camardo branco, quanto a
resisténcia ao desafio com V. alginolyticus. Vieira et al.
(2007) relatam que o uso de L. plantarum aumentou a
sobrevivéncia em larvicultura e a resisténcia das larvas
contra a infeccdo com V. harveyi.

Tabela 2. Sobrevivéncia de camardes (Litopenaeus
vannamei) alimentados com prebidtico (inulina), probiodtico
(Lactobacillus  plantarum), simbidtico (inulina + L.
plantarum) e controle, apds 48 horas de infec¢ao com Vibrio
alginolyticus™.

Tratamento Sobrevivéncia (%)
Controle 84,4+10,1a
Prebiodtico 91,6+12,6a
Probidtico 93,3+5,4a
Simbiotico 95,0+6,3a

(WMédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste SNK, a
5% de probabilidade.
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Conclusoes

1. O uso de dietas suplementadas com o prebiotico
inulina, o probidtico Lactobacillus plantarum e o
simbidtico inulina + L. plantarum ndo altera o
crescimento dos camardes, porém diminui a contagem
de Vibrio spp. ¢ aumenta a contagem de bactérias
acidolaticas em camardes alimentados com probidtico
e simbiotico.

2.0 titulo aglutinante do soro contra FVibrio
alginolyticus aumenta, antes da infec¢do, em camardes
alimentados com probidtico e simbidtico, ¢ em todos
os tratamentos, apds a infec¢ao.

3. O uso de dietas suplementadas com prebidtico,
probidtico e simbidtico ndo altera a resisténcia ao
desafio por V. alginolyticus.
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