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RESUMO

Com o objetivo de reduzir perdas nos cultivos de surubins hibridos com
sintomas de bacteriose, surgiu a necessidade de estudos de monitoramento
microbiolégico e dedesenvolvimento de produtos preventivos a estas doencas e
que aumentasse a imunocompeténcia dos peixes. O objetivo do trabalho foi
implantar um laboratério de microbiologia, para monitoramento microbiolégico e
producao intensiva de probidtico em uma fazenda de larvicultura e alevinagem de
surubins hibridos (P.corruscans X P. fasciatum). Através do monitoramento foram
realizadas contagens de bactérias das larvas, sistema de abastecimento de agua,
aeracao e outros acessorios para estabelecer os criticos para a larvicultura. Além
disso, o probidtico foi inoculado na racdo na concentracdo de 100mL para cada
quilograma de racdo. O experimento teve duragao de sete dias e contou com dois
tratamentos, o suplementado com probidtico e o ndo suplementado com
probiético, alimentando peixes na larvicultura e em sistema de raceyays. Foi
mensurado o ganho em peso e taxa de sobrevivéncia dos animais A colonizacao
por parta das bactérias &acido-lacticas ficou evidente, tanto na racdo quanto no
trato intestinal das larvas, chegando a 8x10° e 2,15x10’UFC/mL, respectivamente.
Os juvenis nos raceways apresentaram, também, boa colonizacdo, com cerca de
9,16x10%. O tratamento suplementado com probiético apresentou menor ganho
em peso, porém uma maior homogeneidade de crescimento dos animais, da
mesma forma que apresentou maior sobrevivéncia quando comparado ao
tratamento ndo suplementado. O mesmo aconteceu no sistema de raceways onde
se constatou maior sobrevivéncia dos animais suplementados, Foi possivel
verificar a eficiéncia da utilizacdo de probiético a campo como suplemento
alimentar de surubins hibridos, onde se obteve um crescimento mais homogéneo
dos lotes. O monitoramento se mostrou uma ferramenta muito util para
padronizacdo de manejos na fazenda, se tornando fundamental para prevencgéo

de enfermidades e garantia de peixes mais saudaveis.

Palavras-chave: Probiotico, Wisella cibaria, Pseudoplathystoma sp.,
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1. INTRODUCAO

A aquicultura é o ramo do agronegoécio mundial que vem se desenvolvendo
continuamente. De acordo com Organizacado das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacéo (FAO, 2010) a producdo mundial de pescados em 2008, envolvendo a
pesca extrativa (90.800.160 t) e a aquicultura (68.348.943 t), foi de 159.149.103 t.

Na composicdo da producdo mundial da aquicultura destacam-se quatro
grandes grupos: peixes (49,9%), plantas aquaticas (23,09%), moluscos (19,16%) e
crustaceos (7,33%), ficando os outros organismos aquaticos com 0,95%. Em relacéo
a receita, os produtos advindos da aquicultura renderam US$ 105,8 bilhdes, cuja
participacdo do segmento da piscicultura foi de aproximadamente 57% (FAO, 2010).

De acordo com o MPA (2010), a producdo de pescados no Brasil foi de
1.240.813,1 t, sendo a producédo aquicola de 415.649 t (cerca de 33,5% do total). A
producdo brasileira da aquicultura continental foi de 337.353 t, 0 que representa
81,16% da aquicultura do pais.

Segundo dados da empresa Mar & Terra, especializada na criacdo e
processamento de espécies de peixes nativos brasileiros, como o pintado e o pacu,
provenientes da regido do Pantanal; pirarucu e o tambaqui, da Amazobnia. Foi
fundada em 2003 e sua sede localiza-se no estado do Mato Grosso do Sul, na
cidade de Itapora, a 230 km de Campo Grande. O setor de larvicultura da empresa
localiza-se na cidade de Bandeirantes (MS), a aproximadamente 80Km de Campo
Grande.

As espécies Pseudoplatystoma corruscans e P. fascitum apresentam
variagcbes no nome e correspondéncia nas diferentes regibes de ocorréncia, sendo
mais conhecidos como pintado e cachara, respectivamente. O P. corruscans possui
um padrdao de manchas pretas circulares sobre todo o corpo, enquanto o P.
fasciatum apresenta um tipo mais variado, frequentemente, formado por faixas
pretas irregulares que lembram o padrdo tigrado de pigmentacdo. Pertencem a
familia Pimelodidae, a qual compreende os maiores bagres de agua doce da
América do Sul. (Zaniboni, 2003).

Esses peixes apresentam excelente qualidade de carne, pouca presenca de
espinhos, alto valor no mercado e a vantagem de serem espécies nativas bastantes

procuradas pelos exportadores. O pintado apresentou um incremento no volume de
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producéo de 821,51t (2003) a 2.126,70 t (2009), representando 120% de crescimento
gue visa atender a demanda nacional e internacional (MPA, 2010).

Em muitas espécies nativas, como: o pacu, o tambaqui e o matrinxa, as larvas
sdo povoadas em viveiros apds quatro a cinco dias de idade até se tornarem juvenis
prontos para a engorda. Por sua vez, as larvas do surubim e do cachara necessitam
ser criadas em laboratério e tanques tipo raceway até que se tornem juvenis, ja que
os melhores resultados em viveiros de engorda estdo sendo obtidos quando séo
estocados peixes entre 12 e 20cm de comprimento. Apesar das técnicas
empregadas, a sobrevivéncia média de juvenis prontos para a comercializagdo é
aproximadamente de 30 a 40% (INOUE et al.,, 2002). Estudos relacionados a
larvicultura de peixes nativos do Brasil vém se desenvolvendo rapidamente, no
entanto, ainda sdo poucos os relacionados com o surubim (CAMPAGNOLO&
NUNER, 2006).

Segundo Kubitza et al. (1998), a complexa reproducédo, larvicultura e
alevinagem dos surubins restringe o0 numero de produtores de juvenis. Além de
aspectos de qualidade e demanda nutricional relacionado as fases iniciais do cultivo,
uma série de enfermidades pode acometer o cultivo, como surtos, principalmente, de
aeromoniose e columnariose.

Durante surtos de enfermidades, diversos agentes quimicos podem ser
utilizados como tratamentos profilaticos e remediadores as enfermidades, tais como
acido acético, aménia quaternaria, cal, cloreto de sddio, formol, iodo, metrifonato,
sulfato de cobre, verde malaquita, acido oxolinico, sulfamerazina, sulfato de
magnésio e especialmente os antibidticos. Estes ultimos, diversas vezes, sao
utilizados indiscriminadamente e de maneira errénea.

O uso inadequado destes agentes normalmente ocorre quando nao se
conhece o agente causador do surto de enfermidade e/ou mortalidade, obrigando
produtores a utilizar antibidticos com grande espectro de atuacdo. Alguns desses
agentes sdo, tanto as bactérias Gram positivas, quanto as negativas, além de alguns
protozoarios. Medidas inadequadas podem provocar a selecdo e a resisténcia dos
patogenos (KLAENHAMMER & KULLEN, 1999), além de serem uma fonte de
poluicdo ambiental (BOYD & MASSAUT, 1999) e poderem prejudicar a
comercializacdo e salude humana devido a presenca de residuo nos tecidos dos
animais tratados (SAPKOTA et al., 2008).
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No cenario mundial atual, onde a producédo sustentavel é indispensavel,
buscam-se solucdes alternativas para o combate as enfermidades, modificando o
pensamento, de remediativo para preventivo. Dessa forma, estaremos descartando
a utilizacdo de quimicos e adotando medidas que visam a prevencdo enfermidades,
melhorando a saude do animal, trabalhando com o manejo adequado, alimentacéo

de qualidade e utilizacdo de probiético.

2.DEFINICAO DE PROBIOTICO

De acordo com Gatesoupe (1999), probidtico para aquicultura sédo: “células
microbianas que séo adicionadas de maneira que entrem no trato digestivo dos

animais, mantendo-se vivas, com o objetivo de melhorar a saude do animal’.

Microorganismo Vivo &{9\

. ‘Antagonista d
Melhoria na qualidade  patégenos :
de dgua ou ¥
decomposicio de Coloniza o trato digestivo
matéqa orglnka : — .

.......

Biorremediagdo

w =
B 37
-
Figura 1: Desenho e esquema da definicdo de probidtico, biocontrolador, e bioremediador.
(Adaptado de Gatesoup, 1999).

Segundo Gatesoupe (1999), micro-organismos que apenas melhoram a
qualidade do ambiente de cultivo (biorremediadores ou bioaumentadores) e
diminuem a carga de bactérias patogénicas na agua (biocontroladores) ndo atuando
diretamente nos organismos cultivados, ndo séo considerados probidticos (Figura 1).
Porém, alguns poucos micro-organismos podem ser adicionados de diferentes
maneiras aos tanques de cultivo atuando diretamente nos animais.

Com o aumento na producdo de rejeitos resultante da intensificacdo dos

cultivos, os ambientes saem de seu equilibrio e sofrem modificacdes que podem
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trazer prejuizos ao produtor. Dessa forma, segundo Moriarty (1998), para minimizar
essas alteracbes no meio, a aplicacado de microrganismos (utilizados para melhorar a
qualidade de agua) sao considerados biorremediadores.

J& os micro-organismos biocontroladores, possuem a capacidade de reduzir a
concentragéo dos agentes patogénicos no ambiente de cultivo. Entre esses estdo os
do género Vibrio (ndo patogénicos) e as microalgas. Os mesmos podem ser
ministrados diretamente nos tanques de cultivo ou em forma de alimento vivo,
reduzindo a carga de bactérias patogénicas presentes na agua e no biofilme
(MAKRIDIS et al., 2006 e KARUNASAGAR et al., 2007).

Uma cepa candidata a probidtica deve apresentar uma série de
caracteristicas especificas favoraveis de maneira que, quanto maior o nuamero
dessas caracteristicas, maior € a eficiéncia do probiético (MERRIFIEL, 2010). Dessa
forma, um microrganismo probidtico deve:

- Ser apatogénico, ndo apenas para espécies de animais aquaticos,
mas também para os humanos consumidores;

- Nao deve apresentar genes de resisténcia a antibioticos;

- ser resistente aos sais biliares e baixo pH;

- aderir-se a mucosa intestinal e apresentar um bom crescimento;

- ser capaz de colonizar a superficie do epitélio intestinal;

- ser registrado como um aditivo alimentar;

-atividade antagbnica aos principais patdgenos da espécie. No exemplo
dos surubins, principalmente a Aeromonas hydrophila;

- produzir enzimas digestivas e/ou vitaminas;

- Ser enddgena do hospedeiro, apresentando maior especificidade;

- Apresentar certa resisténcia para procedimentos normais de inclusédo
em dietas e/ou processamentos industriais.

Segundo Copolla e Gil-Turnes (2004), os probidticos, além de sua atividade
como promotores de crescimento e reguladores de microbiota das mucosas, tém
efeito imunomodulador. Em organismos aquaticos, ha interesse especial em
aumentar a resisténcia as doencas, aumentando a eficiéncia do complexo hemato-

imunoldgico do animal.
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3. OBJETIVO DO TRABALHO

O objetivo do trabalho foi implantar um laboratério de microbiologia, para
monitoramento microbiologico do sistema de cultivo e producdo intensiva de
probidtico em uma fazenda de larvicultura e alevinagem de surubins hibridos

(P.corruscans X P. fasciatum).

4. JUSTIFICATIVA

Para reduzir perdas nos cultivos de surubins hibridos com sintomas de
bacteriose, surgiu a necessidade de estudos que fortalecessem a atividade através
de métodos de prevencéo frente aos patdgenos. Dessa forma, em 2007, foi iniciado
um trabalho para sele¢do de uma cepa probiética capaz de diminuir as mortalidades
na fazenda de piscicultura Mar & Terra Ltda, além da realizacdo de analises para
monitoramento dos peixes. O investindo da empresa em sanidade manteve o
laboratério de microbiologia atrelado a producao, visando uma maior produtividade

através de ferramentas microbioldgicas que garantem maior salude aos peixes.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 CEPA PROBIOTICA

A cepa probidtica utilizada no trabalho foi isolada por Mourifio et al. (2010). ,
de surubins hibridos sadios provenientes do cruzamento entre pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) e cachara (Pseudoplatystoma fasciatum).

Mourifio et al.(2011), triou uma série de cepas candidatas a probioticas de
surubins hibridos sadios. Através de uma série de analises microbiolégicas e
fisiol6gicas, pdde-se selecionar a cepa que apresentou os melhores resultados nos
mais diferentes testes “in vitro”. Apds isso, foram realizados testes “em vivo” (escala
laboratorial) que apresentaram oOtimos resultados dos peixes alimentados com a
cepa probiotica selecionada.

A cepa selecionada foi a que apresentou um dos melhores resultados nas
avaliacdes in vitro de halos de inibicdo frente a bactéria Aeromonas hydrophila e
outros patdégenos conhecidos. Nos ensaios de viabilidade de producéo in vitro, a

cepa selecionada (Weissella cibaria) apresentou os melhores indices de colonizacao
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da dieta (rac&o), sendo capaz de reduzir o pH do meio para 3,85. No ensaio in vivo,
foi possivel detectar a alteracdo na microbiota intestinal causada pela cepa
probiodtica, demonstrando a sua capacidade de colonizacdo e potencial probiotico
para surubins hibridos. Porém, ainda faltavam os testes a campo em grande escala.

A cepa avaliada no ensaio de colonizacdo foi identificada molecularmente
como W. cibaria (CPQBA 001-10 DRM 02).

5.2 INSTALACAO DO LABORATORIO

A instalacdo de um laboratério de microbiologia foi na fazenda de reproducéo,
larvicultura e alevinagem da empresa Mar & Terra, localizada na cidade de
bandeirantes no Mato Grosso do Sul, a 80km de Campo Grande.

O laboratério conta com diversos equipamentos para realizacdo dos
processos microbioldgicos. Dentre eles destacamos: autoclave, incubadora,
geladeira, freezer, bico de Bulsen, entre outros.

Com isso, o laboratério produziu cerca de 20 litros de probidtico diariamente,
atendendo uma demanda de 200Kg de racdo/dia. Essa racao foi fornecida nos
estagios iniciais da larvicultura, at¢é o momento em que o0s animais foram
encaminhados para a engorda, com o comprimento médio de 14 cm.

Além da produgcdo massiva de probiotico, o laboratério foi utilizado para o
controle da qualidade da &gua do cultivo, qualidade das larvas e alevinos,

diagnésticos de enfermidades, controle de desinfeccao e boas praticas de manejo.

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento da larvicultura teve duragdo de sete dias, onde dez calhas
foram utilizadas com surubins hibridos de aproximadamente 2,5cm. Cinco calhas
foram alimentadas com a racdo contendo probidtico (tratamento) e as outras cinco
sem suplementacao de probidtico (controle).

Foram realizadas duas pesagens para estimativa de ganho em peso: uma no
inicio do experimento e outra no final. Os animais mortos eram retirados trés vezes
ao dia, para verificacdo da sobrevivéncia apos os sete dias de experimento.

A renovacao era constante, de aproximadamente 400-500% ao dia, quanto

nas calhas.
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A racdo umida fornecida aos animais era confeccionada diariamente, onde. A
alimentagdo dos animais era realizada de hora em hora, alimentando-se
primeiramente 0os animais do controle e, em seguida, os do tratamento, evitando a
contaminacgéo da racao.

Animais foram coletados antes do inicio do experimento e ao final do
experimento (sétimo dia), para analise de ganho de peso, contagem e verificacdo de
bactérias no trato intestinal.

No experimento de engorda dos juvenis em sistema raceway, a metodologia
de confeccéo da racao, alimentagéo e parametros analisados, foram os mesmos do
experimento na larvicultura.

Os parametros de qualidade de &gua nos raceways também ndo se
mantiveram constantes, porém as variacdes naturais existentes ocorriam em todos
as calhas, ja que a origem da 4gua era a mesma para todas as unidades. As médias
dos paramentros analisados foram: oxigénio dissolvido 4,93+1,43; temperatura de
27,8%0,56; pH de 7,2+0,28. Os niveis de amo0nia, nitrito e nitrato foram mantidos em
concentracfes muito baixas.

Os parametros de qualidade de 4gua ndo se mantiveram constantes, porém
as variagfes naturais existentes ocorriam em todos as calhas, ja que a origem da
agua era a mesma para todas as unidades. As médias dos paramentros analisados
foram as seguintes: Oxigénio dissolvido 5,05+1,06; temperatura de 27,5+1,04; pH de
7,0£0,33. Os niveis de amobnia, nitrito e nitrato foram mantidos em concentracées

muito baixas.

.4 MONITORAMENTOS MICROBIOLOGICOS

5.4.1 AGUA

Para conhecer o estado microbiolégico da agua que abastece os laboratorios
de producdo de larvas, foi necesséario realizar, quinzenalmente, analises
microbiolégicas no sistema hidraulico. Esta metodologia consiste no monitoramento
através da contagem total de bactérias em Agar TSA, Agar TCBS e CETRIMID Agar,
de pontos estratégicos do sistema e o diagnostico bacteriolégico da agua, onde os

animais foram cultivados.
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As amostras para andlise foram representativas obedecendo as normas para
tomada de amostras, segundo sua procedéncia (filtros, tanques, cisternas e
tubulacbes). Os frascos utilizados foram esterilizados em autoclave, as amostras
foram semeadas logo apos a coleta. Quando né&o foi possivel semear as amostras
neste periodo de tempo, as amostras foram mantidas a 4°C por no maximo 24
horas.

A contagem das placas levou em consideracdo todas as bactérias
heterotréficas, aerdbias e anaerdbias facultativas, mesofilas e psicrofilas capazes de
crescer em meio de Agar nutritivo. Para fazer esta contagem, utilizaram-se placas
com meio de cultura solido Agar TSA, TCBS, e CETRIMID nos quais foram
semeados volumes conhecidos de agua. A temperatura e o tempo de incubacéo
utilizado foram 30°C por 24-48horas.

A fazenda conta com um sistema de distribuicdo de agua (Figura 2), o qual foi
monitorado, a fim de se padronizar concentracdes ideais de bactérias que

apontaram a qualidade da agua no cultivo e dos animais que ali estavam.

Recolast

Viveiro de abastecimento Filtro de areia

-

Filtro UV

T

Incubac&o Il

Incubacdo | Laboratério de microbiologia

Figura 2: Esquema do sistema de distribuicdo de agua e pontos de coleta para monitoramento da
agua.
Para realizacdo da contagem de bactérias totais nas amostras de agua,

seguiu-se o protocolo. Primeiramente, foi realizada a homogeneizacdo da amostra

de agua recém coletada em tubos estéreis, para posterior diluicdo seriada. Em
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seguida, plaqueou-se as diluicbes desejadas em meios especificos (TSA,
CETRIMID, TCBS). As amostras foram incubadas a 30°C por 24 horas.

5.4.2 PEIXES

Para a realizacdo de um diagndstico dos animais cultivados é necessario a
utilizac&o de técnicas bacteriolégicas, as quais consistem no macerado de larvas, ou
de 6rgdos dos animais. Para isso, realizaram-se as contagens totais de bactérias em
diferentes meios de culturas, semeadas com o macerado de larvas, para as larvas
no sistemas de calhas, e dos 6rgdos, nos sistemas de raceways.. Os meios de
cultura utilizados foram: Agar sangue para bactérias hemoliticas totais, TCBS Agar
para Vibrio, KF Agar para Streptococcus, entre outros.

Em seguida foi feita verificacdo da concentracdo de bactérias acido lacticas
no trato intestinal dos animais. Dessa forma, foi quantificado o nimero dessas
bactérias e verificado se a morfologia e as caracteristicas das mesmas

assemelhavam-se com a utilizada no probiético.

5.5 PROCESSOS PARA PRODUCAO DO PROBIOTICO

5.5.1 PRODUCAO ESCALONADA DE PROBIOTICO

Todo material antes de ser utilizado para producdo do probiotico foi
esterilizado utilizando autoclave. Para producdo de bactérias acido-lacticas e para
manutencdo da cepa utilizou-se caldo MRS. A confirmagdo do crescimento das
colbnias era realizado através de plagueamento e contagem das amostras.

Para producdo de maiores volumes de probiotico foi utilizado um meio mais
econdmico e de 6tima eficiéncia para o crescimento das bactérias. Tratou-se de um
meio a base de soro de leite e aclcar, nas concentracbes de 80g/L e 20g/L,
respectivamente. A bactéria ja ativada e crescida foi inoculada em tubos com 9mL
de meio MRS caldo. Os tubos recém-semeados foram incubados por 24 horas a
uma temperatura de 35°C. Esses tubos, com bactérias ja crescidas, foram
inoculados em pequenas garrafas de 500mL de volume contendo meio de soro de
leite com acucar, na propor¢cao de 2 tubos (20mL) por garrafa de 500mL. Essas

garrafas foram incubadas seguindo os padrdes da incubac&o anterior. Por fim, as
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garrafas com bactérias ja crescidas, foram inoculadas em bombonas de 20 litros,
contendo meio de cultura de soro de leite, nas mesmas propor¢cdes ja
citadas(Figuras3 e 4).

Figura 3: Incubadora com exemplo de escalonamento de producéo

E valido ressaltar, que apds qualquer um dos processos de incubacgido e
verificacdo de crescimento das bactérias, foram realizados testes Gram para
cerificacdo de pureza da cultura. Na ultima etapa, para controle antes da inoculagéo
do probiético na racdo, avaliou-se a pureza da cultura via Gram, cheiro e sabor,
sendo os dois ultimos parametros para facilitar a interpretacdo do produtor sobre a
cultura.

Apbs a verificacdo de pureza da cultura probiético na bombona, foi inoculado
0 probidtico na racdo. Dessa forma, a racdo foi aspergida com cerca de 100mL/Kg
do in6culo de W. cibaria. A ragdo que néo utilizada foi mantida na geladeira para

evitar a acdo fermentativa das bactérias.
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Incubaco de 24h a Incubacdo de 24h a
35°C, e consequente 35°C, e consequente

inoculacdo . . . inoculacdo

)y -

Cultura de bactérias Cultura de bactérias
pura em MRS agar pura em MRS broth Garrafinha de Teste Gram para
(10mt) 500mL com meio verificagdo de
de soro de leite pureza

B

Incubacdo de 24h a
35°C, e consequente

inoculagdo
Teste Gram para ¢

verificagdo de
pureza

[ ¢

Teste Gram para
verificagdo de
pureza

-

Racdo comercial aspergida Bombona de 20L com meio de
com probidtico soro de leite.

Figura 4 : Escalonamento da producéo de probidtico

5.5.2 CONTAGEM TOTAL DA RACAO, DAS LARVAS E DO TRATO INTESTINAL
DOS PEIXES.

A metodologia para contagem de bactérias da racdo, do trato, e das larvas foi
semelhante, mudando apenas a forma de coleta da amostra. Para contagem da
racao, foi coletado 1g de amostra da dieta; para contagem do trato, foi coletado 1g
do trato intestinal do animais; e para contagem das larvas foi coletado 1g dos
animais. Apos isso, as amostras foram maceradas e as diluicbes foram realizadas
consecutivamente em tubos com solugédo salina 0,65%. Em seguida, as solucdes
foram plaqueadas nas diluicbes desejadas e homogeneizadas em placas de Petri
contendo MRS Agar, TCBS Agar, TSA Agar, e Cetrimid.

A contagem do numero de coldnias no trato intestinal das larvas foi procedida
de maneira especial para a andlise da amostra, devido ao pequeno tamanho dos
animais e dificil coleta do trato. A quantidade igual a 1g de larvas foi coletada lavada
em alcool 70% para desinfeccdo externa e, em seguida, em agua destilada para
retirada do alcool. Apds, a amostra foi macerada e realizou-se o processo

microbiolégico descrito anteriormente.
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5.5.3 COLORACAO DE GRAM

A coloragédo de Gram foi utilizada para a visualizagdo da morfologia da
bactéria e para a verificagdo da pureza da cultura (Figura 5). De acordo com esta
técnica foi necessaria a utilizacdo de varias solugdes. A primeira foi um corante,
geralmente cristal violeta, o qual se aplica sobre a amostra reagindo com as células
carregadas negativamente. Em seguida aplicou-se lugol sobre a amostra .O lugol
combina-se com o corante para formar um composto insolivel que aumenta a
afinidade entre o corante e o interior da célula. ApGs esse processo, utilizou-se um
agente descolorante como o alcool e a acetona, 0s quais sdo solventes organicos
capazes de eliminar o corante de algumas bactérias, descorando-as. A fucsina é
uma solucao contraste, de carater basico e coloracdo distinta do primeiro corante,
corando apenas as bactérias tingidas pelo passo anterior.

Os microorganismos que resistiram a descoloracdo e retiveram o cristal
violeta foram classificados como Gram positivos. Aqueles que perderam a coloragao
inicial do cristal violeta, foram classificados como Gram negativos. ApGs a coloracao
de Gram, as bactérias foram observadas em microscopio através da imersdo de

6leo.

Figura 5: Morfologia da bactéria Weissella cibaria vista através da coloragdo Gram
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5.7 BOAS PRATICAS DE MANEJO

Com o intuito de otimizar a produgcao na fazenda tanto no aspecto econémico
guanto no sanitario, boas praticas de manejo foram passadas aos funcionarios da
fazenda. Através de demonstracfes praticas, do crescimento de bactérias em
placas, do cheiro de podriddo em determinados lugares e da conscientizacao
utilizando exemplos do cotidiano, as informacdes puderam ser passadas e
absorvidas pelos trabalhadores.

Foi realizada uma raspagem com Swab nas maos dos funcionarios e posterior
plagueamento. O mesmo procedimento foi realizado nos isopores de armazenagem
e transporte de racao, nas tubulacdes de ar que aeravam incubadoras e caixas da
larvicultura e nos peixes mortos em processo de decomposicéo. Os resultados foram
comparados com peixes sadios, entre outros pequenos testes que apresentavam
novas informacdes que tornam o cultivo o mais limpo possivel.

Melhorias nos procedimentos de biosseguranca puderam ser notadas:
limpeza e desinfeccdo da caixa de armazenamento e transporte da racao, utilizacao
de pedilivio na entrada e saida de todos os setores, utilizacdo de alcool 70% para
desinfeccdo das méos antes de qualquer manejo, secagem de tubulacbes 24 horas
antes de seu uso, utilizacdo de materiais exclusivos para cada unidade de producéo
(calha, raceway, caixa), retirada de animais mortos ou moribundos do ambiente de

cultivo e armazenamento da dieta umida em freezer para evitar seu azedamento.

5.8 ANALISE DOS DADOS ESTATISTICOS

Os dados de ganho em peso e mortalidade foram analisados quanto a
homogeneidade, seguidos de teste t para verificacdo de diferenca de médias entre

os tratamentos.

6.RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. MONITORAMENTO DE AGUA |

No primeiro monitoramento de agua, foram obtidos dados que axiliaram o
controle de alguns parametros de eficiéncia nos sistemas de filtragdo da fazenda.

Outro importante papel desse monitoramento foi o de padronizar concentracdes
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méaximas limites de contaminagéo, onde a partir de um determinado momento torna-
se necessario a limpeza ou desinfec¢cdo doponto critico.

Podemos observar que a retrolavagem mostrou-se eficiente para a diminuicao
de bactérias totais na agua (Figura 6), podendo ser adotada como padrdo de

manejo. Porém, deve-se ainda definir um tempo para realiza¢do desse manejo.
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Figura 6: Contagem de bactérias totais em TSA ( UFC em log). em diferentes pontos de
coleta.

Em contrapartida, a concentragdo de bactérias totais na &agua, apds
passagem pelo U.V. apresentou um aumento quando comparada a carga
bacteriana apds a retrolavagem, sendo necessario definir onde esta ocorrendo essa
contaminacao.

O duto de ar para producdo de artémia encontrava-se contaminado, sendo
necessaria uma desinfeccdo antes do inicio da producdo. Houve crescimento de
fungos na placa indicando a presenca de umidade na tubulacdo. Essa desinfec¢éo
foi realizada pela sua secagem através do funcionamento do “blower” durante 24 e
48 horas.

Para isso, realizou-se a secagem da tubulacdo através do funcionamento do
Blower durante 24 e 48 horas. Obteve-se uma diminuicdo na concentracdo de

bactérias totais de 3x10° para 3x10° (figura 7).
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Figura 7: Concentracédo de Bactérias Totais no Duto de Ar em Log x (UFC/mL)

6.2. MONITORAMENTO DE AGUA I

O segundo monitoramento, foi importante para a verificacdo de outros dados,
além da confirmacgdo da eficiéncia do U.V. e da contamina¢do que ocorre da agua
até o U.V. (Figura 8).
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Figura 8: Concentragéo de bactérias totais em TSA (UFC em log x), em pontos especificos.

Considerando o primeiro e o segundo monitoramento de agua, confirmou-se a
importancia da retrolavagem, a qual pode ser realizada de 2 a 3 vezes na semana.
No primeiro monitoramento, foi possivel certificar a contaminacdo do Recolast

(cisterna) até o U.V., o qual necessitou de uma desinfeccdo na tubulagéo de agua.
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O U.V grande mostrou ser eficiente diminuindo dez vezes a concentracdo de
bactérias totais. Porém, com uma diminuicdo na concentracdo de soélidos em
suspensao, a sua eficiéncia podera ser aumentada.

Ja o cooler de armazenamento da artémia recém-eclodida, apresentou uma
alta concentracdo de bactérias heterotroficas totais, inclusive a presenca de Vibrio
crescido em meio TCBS (colocar no gréafico). Dessa forma, recomenda-se a
desinfeccdo da artémia, evitando a possivel e consequente contaminacdo dos

peixes.

6.3. CONTAGEM TOTAL DO INOCULO

A cultura de 500mL contida na garrafa foi plaqueada para realizacdo de uma
estimativa da concentracdo de bactérias acido-lacticas presentes e confirmacdo de
sua morfologia para sua aspersdo segura na racao, antes de ser inoculado na
bombona de meio probiético (tabelal). Foi verificado que a garrafa inoculada com
20mL de bactéria probidtica apresentou crescimento semelhante ao da garrafa
inoculada com 40mL em 24 h, apresentado valores de 3,7x10° e 6,8x10°
respectivamente. A utilizacdo de metade do meio de cultura para aspersédo na racao
representou uma grande economia na producdo de probidtico na fazenda. Pois as
despesas com o0 meio especifico para o crescimento das bactérias acido-lacticas
(MRS) diminuiram.

Tabela 1: Concentracdo de bactérias &cido-lacticas (UFC) em meio MRS.

Contagem Indculo garrafa 500mL(MRS) 24h 48h
20ml 3,70E+09 6,80E+09
40ml 3,30E+09 6,40E+09

6.4. CONTAGEM TOTAL DA RACAO

Foi confirmada a colonizacdo das bactérias acido-lacticas na racéo inoculada
apresentando valores de 8x108UFC/mL em 48 horas. (Tabela 2) N&o foram feitos as
analises de Cetrimid e TCBS em 48h. Mudar os meios de cultura para os grupos de

bactérias que crescem neles.
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Tabela 2: Contagem de bactérias totais (UFC/mL) na ragdo em diferentes tempos de
inoculacéo.

Acido- Heterotroficas i
Contagem racao colonizacao lacticas Totais Pseudomonas  Vibrio
Contagem na dieta inoculada 24h 1,06E+08 1,00E+08 3,80E+04 -
Contagem na dieta ndo inoculada 24h  3,80E+06 1,00E+08 1,20E+04 -

Contagem na dieta inoculada 48h 8,00E+08 1,00E+09
Contagem na dieta ndo inoculada 48h  3,00E+06 1,00E+09

Diante dos resultados obtidos, ficou evidente uma possivel contaminacdo da
dieta controle, apresentando 3x10°UFC/mL. Porém, com a realizacdo do teste Gram,
foi certificado que a contaminacdo ndo se tratava da bactéria W. cibaria, e sim,
possivelmente, diferentes géneros de bactérias acido-lacticas.(figura 9)

A contaminacéo pode ter sido originada a partir de diversos componentes da
dieta utilizada, como a polpa de peixe, farinha de peixe, entre outros.

%

Figura 9: Coloracéo de Gram das bactérias crescidas em meio de cultura MRS. (A) bactéria
crescida dieta inoculada. (B) e (C), bactérias crescidas em dietas nao inoculadas.

Na coloragdo de Gram das bactérias crescidas na dieta ndo inoculada,
constatou-se a presenca de pequenos bacilos, bacilococos e colbnias de bastonetes
alongados. Ja, no Gram da dieta inoculada com probiético, houve uma grande
quantidade de W. cibaria e outras col6nias com caracteristicas probioticas. As
contagens de bactérias heterotroficas totais mantiveram-se semelhantes nos dois
tempos de coleta, assim como para bactérias do género Pseudomonas. Ndo houve

crescimento de Vibrio nos meios TCBS.
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6.5 CONTAGEM BACTERIOLOGICA DO TRATO DOS ANIMAIS

A colonizacdo das bactérias probitticas foi verificada e quantificada via
contagem bacterioldgica das larvas e juvenis do experimento. Na tabela 3, podemos
visualizar a contagem inicial e final dos animais em diferentes fases do cultivo em
meio TSA Agar (para bactérias totais) e MRS Agar(para bactérias acido lacticas). A
colonizacdo do trato dos animais ficou evidente ao final do experimento, tanto nas
larvas quanto nos juvenis..

Tabela 3: Contagem inicial e final do trato intestinal das calhas e nos Mini raceways (M.RW) em
larvas alimentadas com probidtico e ndo alimentadas com probidtico (algo assim) .

Heterotroficas acido-

Contagem inicial Totais lacticas
Calhas 1,00E+04 1,25E+03
Miniraceway 1,00E+04 1,00E+03
Contagem final TSA MRS
Calha Controle 1,10E+08 5,50E+07
Calha Probiético 1,07E+08 2,15E+07
M.RW Controle 7,14E+08 3,14E+07
M.RW Probiético 9,80E+08 9,16E+08

Nas larvas, a colonizacdo de bactérias 4&cido-lacticas chegou a
2,15x10’UFC/mL no tratamento com probiético, quando comparado ao inicio do
experimento de 1,25x10°UFC/mL, onde os animais ndo receberam suplementacao
de probidtico (Figura 10).

Contagem Bacterioldgica das Larvas

1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04 -
1,00E+03 -
1,00E+02 -
1,00E+01 -
1,00E+00 -

H TSA
= MRS

Concentragdo de bactérias totais
(UFC/mL)

Calhatempo Controle Probidtico
zero

Figura 10: Contagem inicial e final de bactérias totais (TSA) e acido-lacticas
(MRS) no trato das larvas.
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O aumento de bactérias heterotroficas totais também foi significativo,
passando de 10*UFC/mL, no inicio do tratamento, para 1,07x10°UFC/mL, no final do
experimento.

Nos juvenis do mini raceway, também existiu uma colonizacdo de bactérias
acido-lacticas significativa: passando de 10°UFC/mL para 9,16x10°UFC/mL. A
concentracdo de bactérias totais também apresentou incremento: passando de
10*UFC/mL para 9,8x108UFC/mL (Figura 11).

Contagem Bacterioldgica dos juvenis
Mini race-ways

1,00E+08

1,00E+06

1,00E+04

de bactérias totak

(UFC/mL)

1,00E+02

racio

1,00E+00
Miniraceway M.RW Controle M.RW Probiotico

Concent

Figura 11: Contagem inicial e final de bactérias totais (TSA) e acido-lacticas (MRS) de
juvenis do mini raceway.

Assim como no ensaio de colonizacdo da racéo, os resultados de colonizacao
dos animais apresentaram contaminacdo nos tratamentos controles. Porém, nos
testes Gram realizados, verificou-se bactérias de morfologia e arranjo semelhante a
W. cibarianos animais tratados com o probidtico. Enquanto que os animais que nao
receberam a suplementacao probidtica, apresentaram bactérias com morfologia e
arranjo diferenciados, como pequenos bacilococos, bacilos e bastonetes.

A contaminacao pode ter sido oriunda da falta de cuidados por parte dos
alimentadores dos animais, devido a ndo desinfeccdo das méaos antes do manejo,
assim como a nao desinfec¢cdo das bacias e isopores para o transporte da racéo.
Outra fonte de contaminacdo pode ter sido a peletizadora, a qual apresentava uma
estrutura fechada e de dificil desinfeccdo. Esse ultimo pode estar vinculado a

contaminacdao verificada nas contagens bacteriologicas das racoes.
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A utilizacdo errbnea de utensilios (peneira, balde, esponja) em comum a
diferentes calhas pode ter ocorrido e, com isso, a consequente e inevitavel

contaminagéo entre os tratamentos.

6.6. GANHO EM PESO E SOBREVIVENCIA NA LARVICULTURA

Os animais alimentados com probiético obtiveram um aumento de
17,72+2,20g, enquanto 0s animais ndo suplementados obtiveram um incremento de
23,38+8,5¢g no final do sétimo dia (Figura 12). Embora ndo se trate de uma diferenca
significativa (p=0,26), é importante ressaltar a maior homogeneidade do lote (menor
desvio padréo) do tratamento probidtico. Também observado nos experimentos em

laboratorio (mourino, 2010)

Ganho peso (calhas)

10

Ganho em peso (g)

w

Probidtico Controle

Figura 12: Ganho em peso dos animais suplementados e n&o suplementados com
probidtico.

Esse aumento na homogeneidade das larvas permite um crescimento mais
padronizado, com menor mao de obra para selecdo, maior previsibilidade de
manejo, a maior possibilidade de que todas as larvas alimentem-se por igual e,
consequentemente, uma menor taxa de canibalismo.

O mesmo foi observado no grafico de mortalidade, em que as larvas
alimentadas com probidtico apresentaram um total de 183,3+74,15 larvas mortas,
enquanto que as sem suplementacdo de probidtico apresentaram cerca de
266,8+144,97 larvas mortas (p=0,08) (Figura 13).
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Figura 13: Mortalidade total das larvas nas calhas entre os dois tratamentos. P=0,08

O gréfico de mortalidade acumulativa (Figura 13), apresenta uma menor
inclinacdo da reta do tratamento probiodtico, 0 que garantiu maior sobrevivéncia das

larvas suplementadas.
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Figura 14: Mortalidade acumulativa na larvicultura.

6.7. GANHO EM PESO E SOBREVIVENCIA DE JUVENIS EM MINI
RACEWAYS.

Os dados de ganho em peso dos juvenis em mini raceways nao apresentaram
veracidade devido a necessidade de selecdo dos animais por tamanho durante a

producdo. Essa selegcdo acarretou em uma mistura entre os animais alimentados
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com probidtico e os animais ndo alimentados com probiotico. Dessa forma, os dados
nao seréo utilizados.

Quanto a mortalidade média (Figura 15), foi possivel avaliar a sobrevivéncia
dos animais ao longo de 4 dias, onde o0s animais tratados com probiotico
apresentaram uma mortalidade de 11+6,39 peixes, enquanto que o controle teve
uma mortalidade de 59+30,53 peixes.
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Figura 15: Mortalidade média de juvenis em miniraceways alimentados ou ndo com
probidtico.

A mortalidade cumulativa dos peixes suplementados com probidtico mostrou-
se muito menor quando comparada a mortalidade do controle. Podemos verificar
uma crescente mortalidade nos animais nao suplementados com o probiético,
engquanto que a linha de mortalidade dos animais suplementados manteve-se em

constancia (Figura 16).
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Figura 16: Mortalidade cumulativa de juvenis em mini raceways alimentados ou ndo com
probidtico.
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E vélido destacar a maior homogeneidade dos animais suplementados com
probiético nos mini raceways. Embora o experimento tenha sido de curta duracéo, o
desvio padrdo mostrou-se menor quando comparado ao tratamento.

Os dados estatistico no sistema de raceways nado foram realizados devido a
auséncia de repeticbes. Porém é importante considerar essas diferencas como base
nos demais sistemas de producdes, verificando se as mesmas se apresentam de

maneira semelhantes

6.8. CONSIDERACOES FINAIS

Com o presente estudo, verificamos uma possivel eficiéncia da utilizacdo de
probidtico como suplemento alimentar de surubins hibridos.

Novos experimentos podem ser realizados, aumentando o periodo de
duracdo, o numero de repeticbes, as vias de fornecimento do probidtico e a
utilizacdo de aditivos ou técnicas complementares ao mesmo. Um exemplo de
técnica seria a vacinacdo, a qual poderia ser potencializada devido ao estado de
“boa saude” garantido pelo probidtico. Enquanto que um importante aditivo seria o
uso de acidos organicos, que estariam complementando a eficiéncia dos probiéticos
na inibicdo de bactérias patogénicas oportunistas.

A inoculacdo via artémia seria uma forma de encapsular o probidtico,
garantindo sua chegada ao trato intestinal do animal. Outro fator importante seria a
diminuicdo da concentracdo total de Vibrio na artémia, através de competicdo e
producdo de compostos antimicrobianos.

Projetos de producdo massiva de probiotico e vacinacao para atender a total
demanda da fazenda estdo em andamento, buscando maior produtividade através
do cultivo de animais mais resistentes a infec¢cdes de origem bacteriana.

O monitoramento microbiolégico deve continuar sendo utilizado como
ferramenta fundamental nas tomadas de decisbes no cultivo e padronizagdo de
manejo. E através do mesmo que visualizamos, de maneira concreta, o que esta
acontecendo com as larvas e a agua do cultivo no presente momento. Além disso, é
uma forma dos funcionarios, principal mao de obra na fazenda, se conscientizarem e

entenderem a importancia da mantenca de um cultivo limpo e organizado.
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