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Resumo

A aquicultura atualmente é um dos principais meios de obtencdo de alimentos de origem
aquéatica no mundo e sua producdo global corresponde a 47% da producdo mundial de
organismos aquaticos, o equivale a mais de 80 milhdes de toneladas. Dos grupos
produzidos, destaca-se a producdo de crustaceos que, em 2016, foi de 7,9 milhdes de
toneladas, com o Litopenaeus vannamei, sendo responsavel por 65,3% deste total. Porém,
essa producdo vem sendo constantemente ameacada por surtos de doencas, fazendo-se
necessaria uma abordagem produtiva que apligue medidas de biosseguridade, nutricdo
adequada, promogéo da imunidade dos animais cultivados e manutencdo da boa qualidade
de agua, para mantimento da homeostase, o que traduz-se no sistema de bioflocos (BFT).
Entretanto, embora L. vannamei mantidos nesse sistema alcangem melhores indices
zootécnicos quando comparados a sistemas tradicionais, pouco se sabe sobre a influéncia
da transferéncia de animais para os diferentes sistemas de cultivo, durante a fase de
bercario, no desempenho zootécnico e resisténcia imunoldgica ao Virus da Sindrome da
Mancha Branca-WSSV. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da
exposicao e alteracdo do sistema de cultivo sob o desempenho zootécnico e resisténcia
imunol6gica ao WSSV de Litopenaeus vannamei, durante a fase de bercario. Foram
avaliados dois sistemas, Bioflocos — BFT e Recirculagdo de Agua Clara — RAC, em trés
etapas: a primeira etapa, onde as pos-larvas de 10 dias (Plwo’s - 290PL/g), foram mantidas
por um periodo de 10 dias nos respectivos sistemas; segunda etapa, com duracdo de 30
dias, que consistiu na redistribuicdo das Pl2o’s para ambos os sistemas, obtendo-se assim
quatro tratamentos (BFT-BFT, BFT-RAC, RAC-BFT e RAC-RAC) e; a terceira etapa,
correspondente ao desafio viral. Foram avaliadas variaveis de desempenho zootécnico;
contagens total e diferencial de hemocitos; determinacdo de taxa de infeccdo e lesGes
sugestivas de WSSV via nested-PCR e histologia, respectivamente e; contagem presuntiva
de Vibrio sp. O sistema BFT quanto ao desempenho zootécnico, de um modo geral,
mostrou-se eficiente, especialmente nas primeiras fazes de vida do animal. com melhores
resultados quando comparado ao RAC. Os resultados da contagem presuntiva de Vibrio sp.
demonstraram crescimento nos tratamentos oriundos ou mantidos em BFT. No que se
refere a resposta imunologica e a influéncia dos sistemas, os parametros hemato-
imunoldgicos ndo foram influenciados, porém observou-se que em um cenario de infecgdo
por WSSV, houve interferéncia na resposta imune do animal, resultando na diminuicdo da
qguantidade de células imunocompetentes. Além disso, entre o0s tratamentos, houve
diferenca na forma de manifestacdo da doenca, como constatado atraves da anélise
histolégica devido a maior concentracdo de lesbes sugestivas registradas em animais
oriundos ou mantidos em BFT. Entretanto, apesar das diferencas nas lesdes encontradas,
todos os animais desafiados foram positivos para WSSV via nested-PCR. Diante disso,
concluiu-se que apesar do BFT ser considerado um ambiente biosseguro para os animais
cultivados, por ser um sistema de troca minima ou nula de 4gua, em um cenario de infeccao
por WSSV, pode induzir a um estado de fadiga dos sistema de defesa dos animais
cultivados decorrente da estimulacdo continua do sistema imunoldgico devido aos
microrganismos constantes nos flocos, podendo levar os animais a uma condigdo de maior
vulnerabilidade. E embora ndo tenha sido avaliado um cenério de co-infecgdo por WSSV e
Vibrio sp., a possibilidade de sua ocorréncia resultaria na potencializacdo da infeccdo por
WSSV, especialmente no sistema com BFT, considerando as altas concentragdes
vibrionaceas contabilizadas.

Palavras-chave: Bioflocos, RAC, Camardo Branco, WSSV
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Abstract

Aquaculture is currently one of the main means of obtaining food of aquatic origin in the
world and its global production corresponds to 47% of the world production of aquatic
organisms, equivalent to more than 80 million tons. Of the groups produced, the production
of crustaceans stood out, which in 2016 was 7.9 million tons, with the marine
shrimp, Litopenaeus vannamei, accounting for 65.3% of this total. However, this
production has been constantly threatened by disease outbreaks, requiring a productive
approach that applies biosecurity measures, adequate nutrition, promoting the immunity of
cultivated animals and maintaining good water quality, to maintain homeostasis, which
translates into if in the biofloc system (BFT). However, although L. vannamei kept in this
system has achieved better zootechnical rates when compared to traditional systems, little is
known about the influence of the transfer of animals to different cultivation systems, during
the nursery phase, on zootechnical performance and immune resistance to White Spot
Syndrome Virus — WSSV. Therefore, the objective of the present study was to evaluate the
influence of Litopenaeus vannamei exposure, during the nursery phase, and the alteration of
the culture system, on zootechnical performance and immunological resistance to WSSV.
Two systems were evaluated, Biofloc - BFT and Clear Water Recirculation - CW, in three
steps: the first step, where the 10-day post-larvae (PL1o’s - 290PL/g), were maintained for a
period of 10 days in the respective systems; second step, lasting 30 days, which consisted,
at the end of the 1st stage, in the redistribution of the Pl2o0’s for both systems, thus obtaining
four treatments (BFT-BFT, BFT-CW, CW-BFT, and CW-CW) and the third step
corresponding to the viral challenge. In these steps, it was determined: zootechnical
performance variables; hematological variables (total and differential hemocyte counts);
presumptive total count of Vibrio sp.; lesions suggestive of WSSV infection via histology
and; infection and survival rate after viral challenge. The BFT system in terms of
zootechnical performance, in general, proved to be efficient, especially in the early stages
of the animal's life, with better results when compared to RAC. The results of the
presumptive count of Vibrio sp. demonstrated growth in treatments originating from or
maintained in BFT. Concerning the immune response and the influence of systems,
hemato-immunological parameters were not influenced, however, it was observed that in a
scenario of infection by WSSV, there was interference in the animal's immune response,
resulting in a decrease in the amount of immunocompetent cells. Also, between treatments,
there was a difference in the form of manifestation of the disease, as evidenced by
histological analysis due to the higher concentration of suggestive lesions recorded in
animals originating or maintained in BFT. However, despite the differences in the lesions
found, all challenged animals were positive for WSSV via nested-PCR. Therefore, it was
concluded that although BFT is considered a biosafety environment for cultivated animals,
as it is a minimal or no water exchange system, in a WSSV infection scenario, it can induce
a state of fatigue in the defense systems of cultivated animals due to the continuous
stimulation of the immune system due to the microorganisms contained in the flakes, which
may lead the animals to a condition of greater vulnerability. And although a scenario of co-
infection with WSSV and Vibrio sp has not been evaluated, the possibility of its occurrence
would result in the potentiation of the WSSV infection, especially in the system with BFT,
considering the high vibrionaceaes concentrations accounted for.

Key words: Biofloc, RAS, White Shrimp, WSSV

7



EVERTON, F. A. Influéncia do sistema de bercario no desempenho zootécnico e resposta...

Lista de figuras

Pagina

Figura 1. Cortes histolégicos de L vannamei, de aproximadamente 1g, 29
coloracdo H.E. 400x. (A) Controle negativo, sem alteracdo aparente
nas branquias; (B) L. vannamei infectado com presenca de ndcleos
hipertroficos com inclusdes centrais basofilas nas branquias; (C)
Controle negativo, sem alteracbes aparentes no epitélio do
estdmago; (D) L. vannamei infectado, com presenca de nucleos
hipertroficos com inclusbes centrais basofilas no epitélio do
estdbmago, (E) Controle negativo, sem alteracOes aparentes, com
orgdo linfoide estruturado e; (F) L. vannamei infectado, com
desorganizacdo do oOrgdo linfoide e presenca de nucleos

hipertroficos com inclusdes centrais basofilas.

Figura 2. Cortes histoldgicos de tecidos subcuticulares de L vannamei 30
infectado por WSSV, de aproximadamente 1 g nos diferentes
tratamentos analisados, Coloracdo H.E. 400x. (A) BFT-BFT:
Aglomerado de nucleos hipertréficos com inclusbes centrais
basofilas em tecido subcuticular e expansdo de cromatoforos; (B)
AC-BFT: Presenca de nucleos hipertéficos com inclusdes centrais
basofilicas bem dilatados (C) BFT-AC: Presenca de nucleos
hipertroficos com inclusdes centrais basofilas, menores e menos
intensos (D) AC-AC. Presenca de nucleos hipertréficos com

inclusdes centrais basofilas de tamanhos variados e menos intensos.



EVERTON, F. A. Influéncia do sistema de bercario no desempenho zootécnico e resposta...

Lista de tabelas

Pagina

Tabela 1. Sequéncias de iniciadores usados para a amplificacdo do WSSV. 23

Tabela 2. Variaveis de desempenho zootécnico de L. vannamei, nos diferentes 25

sistemas de cultivo (BFT e RAC), para cada etapa do experimento.

Tabela 3. Contagem bacteriana total em TCBS dos animais e da &gua 26
coletados dos diferentes sistemas de cultivo (BFT e RAC) ao longo do periodo

experimental.

Tabela 4. Contagem total e diferencial de hemdcitos obtidos nos diferentes 28

sistemas de cultivo (BFT e RAC), pré e pds-desafio experimental.

Tabela 5. Mortalidade cumulativa nos diferentes sistemas de cultivo (BFT e 31
RAC) desafiados via ingestdo com WSSV.



EVERTON, F. A. Influéncia do sistema de bercario no desempenho zootécnico e resposta... 10

Sumario
Pagina

Dedicatoéria 4
Agradecimentos 5
Resumo 6
Abstract 7
Lista de figuras 8
Lista de tabelas 9
1- Introducéo 11
2- Artigo Cientifico 15
3- Consideraces finais 42

4- Referéncias 43



EVERTON, F. A. Influéncia do sistema de bercario no desempenho zootécnico e resposta... 11

1- Introducéo

A aquicultura atualmente é um dos principais meios de obtencdo de alimentos
de origem aquética no mundo e sua producdo global corresponde a 47% da producao
mundial de organismos aquéticos, o equivalente a mais de 80 milhdes de toneladas
(FAO, 2018). Além disso, em contraste com a maioria dos sistemas de producéo de
alimentos agricolas terrestres, mais de 95% da producdo mundial de aquicultura é
realizada em paises em desenvolvimento, com um aumento da produgdo nesses paises
a uma taxa média anual de 6,13% ao ano (TACON, 2019). Avaliada em mais de US$
250 bilhdes de dolares, a producdo aquicola representa um grupo muito diversificado
de diferentes espécies de plantas e animais aquaticos, atingindo em 2016, 598
espécies relatadas (FAO, 2018; TACON, 2019).

Desses grupos produzidos, se destaca a producdo de crustaceos que em 2016 foi
de 7,9 milhdes de toneladas, ficando em 3° lugar no ranking da producéo aquicola,
com um aumento médio anual de 10,76% ao ano desde 2010, com 64 espécies
diferentes, avaliadas em US$ 57,1 bilhGes de dolares (FAO, 2018; TACON, 2019).

Entre essas espécies, atualmente, o camardo marinho, Litopenaeus vannamei, é
0 que domina a producdo na carcinicultura mundial com 5,51 milhdes de toneladas, o
equivalente a 65,3% do total dos crustaceos cultivados, avaliados em US$ 34,2
bilhdes de dodlares (FAO, 2018; TACON, 2019). No Brasil, a carcinicultura é
caracterizada como uma das principais atividades aquicolas, sendo este, o segundo
maior produtor de camardo cultivado das Américas (FAO, 2018). No pais, ha
aproximadamente 2.500 fazendas dedicadas ao cultivo de camardo e, dessas
empresas, 74%, possuem até 10 ha, sendo, portanto, classificadas como de pequeno
porte, enquanto 23% sdo de médio porte (entre 10 e 50 ha) e 3%, de grande porte,
com éarea total superior a 50 ha (ARAUJO, 2015; ROCHA, 2015). Estas, em sua
maioria, adotam regimes de producdo intensivos e semi-intensivos, com uma
produtividade média de 3.500 kg/ha (ROCHA, 2015; VICENTE et al., 2016).

Entretanto, os surtos de doencgas tém sido a principal causa das perdas de
producdo nas ultimas duas décadas, principalmente, doencas virais como a
proveniente do Virus da Sindrome da Mancha Branca-WSSV, sendo este, um fator
limitante para o setor da carcinicultura (THITAMADEE et al., 2016).

O WSSV esté presente na carcinicultura brasileira desde 2004, no entanto, o
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primeiro registro oficial de sua ocorréncia data de 2005, quando foi diagnosticado e
notificado a OIE (Organizagdo Mundial de Sadde Animal) pela primeira vez, em
fazendas do sul do pais, no estado de Santa Catarina (SEIFFERT et. al., 2005). Nos
anos de 2008 a 2011, fazendas localizadas na Bahia e Pernambuco, apresentaram
resultados de sobrevivéncia muito abaixo (5%) do esperado em viveiros comerciais,
decorrente de surtos de Mancha Branca (MULLER et al., 2010; GUERRELHAS e
TEIXEIRA, 2012). Em 2014, fazendas localizadas na fronteira entre o estado da
Paraiba e o sul do Rio Grande do Norte passaram a reportar altos indices de
mortalidades também em decorréncia da Mancha Branca (NUNES e FEIJO, 2016).

Segundo informagcbes da Associacdo Brasileira de Criadores de Camardo-
ABCC, entre 2015 e 2016, novos surtos da doenga ocorreram no oeste do estado do
Rio Grande do Norte, na bacia hidrografica do rio Assu, abrangendo os municipios de
Macau, Pendéncias, Alto do Rodrigues e Carnaubais e, na bacia hidrografica do rio
Apodi, no municipio de Mossor6-RN, sendo também registrados surtos na bacia do
rio Jaguaribe, em Aracati-CE. Estes novos surtos ocorridos entre 2015 e 2016
afetaram a produgéo de camardes no Brasil que, em 2016, foi de 52.119 toneladas,
isto é, 25,39% inferior a 2015 (NEVES, 2018).

Dentre os sinais clinicos de infeccdo por WSSV em L. vannamei, destacam-se:
rdpida reducdo no consumo de alimentos, animais letargicos, cuticula fragil e
manchas brancas de aproximadamente 0,5 a 2,0 mm de didmetro visiveis na parte
dorsal do cefalotorax proximo ao rostro, resultado de depositos anormais de sais de
calcio no epitélio cuticular de animal infectado. Os estoques que apresentam essas
caracteristicas tendem a resultar em altas taxas de mortalidade acumulada, atingindo
até 100% entre 3 e 10 dias, apds os primeiros sinais clinicos serem observados
(PANTOJA e LIGHTNER, 2014).

Porém, os surtos de doencas, ndo resultam apenas da presenca de um patdgeno
no sistema, mas também, do estado de salde comprometido dos animais cultivados
combinado as condicBes ambientais ndo favoraveis dos sistemas produtivos (DE
SCHRYVER et al., 2012). Assim, uma alternativa aos sistemas tradicionais que tem
se mostrado muito viavel, é o sistema de biofloco (BFT) por se acreditar que, quando
bem manejado, 0 mesmo possa promover as espéecies cultivadas: nutricdo adequada,
promogédo da imunidade dos animais cultivados e, manutencédo de boa qualidade da
agua, para a homeostase (EKASARI et al., 2014).

Esse sistema foi proposto, inicialmente, como uma ferramenta para reduzir a
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troca de agua e minimizar a introducdo de contaminantes e patdgenos virais na agua,
baseando-se na manipulacdo de fontes de carbono e nitrogénio, buscando o equilibrio
das comunidades bacterianas (autotroficas e heterotréficas) dentro do sistema
(AVNIMELECH, 2012). A composicdo dos bioflocos consiste, basicamente, em uma
variedade de bacterias, fungos, microalgas, detritos entre outros microrganismos.
Esses microrganismos ndo s6 removem 0 excesso de nutrientes, mas, também, tém
sido aplicados na provisdo nutricional para as espécies cultivadas, incluindo o
camardo, podendo, assim, contribuir para o aumento do crescimento e sobrevivéncia
dos animais cultivados (EMERENCIANO et al., 2012). Além disso, supde-se que 0s
microrganismos abundantemente presentes nos sistemas de bioflocos possam
contribuir para aumentar a atividade imunolédgica do camardo, devido a presenca de
componentes celulares ou de metabdlitos que possam atuar como imunoestimulantes
(EMERENCIANO etal., 2013; KIM et al., 2014).

Ainda sobre os beneficios do BFT na atividade imunolégica do camardo, Xu e
Pan (2013) relatam que a contagem total de hemdcitos e a atividade fagocitica dos
hemdcitos de L. vannamei nas unidades de cultivo contendo bioflocos foram
significativamente mais altas do que as dos camardes no grupo controle cultivado em
agua clara. Além disso, estes mesmos autores também observaram que o camardo
cultivado em um ambiente com biofloco possuia uma maior capacidade antioxidante
total, tanto no plasma quanto no hepatopancreas.

Em termos de aplicacdo do BFT durante a fase de bergério de L. vannamei,
etapa intermediaria entre as fases de larvicultura e engorda para que se atinja 0 peso
médio de 1g, quando comparado ao sistema tradicional (&dgua clara), além dos
beneficios citados acima, possibilita: a otimizacdo das areas produtivas, uma vez que
esse sistema permite a utilizagdo de altas densidades de estocagem e; a oferta de uma
fonte alternativa de nutrientes para os camardes devido aos flocos, refletindo em uma
reducdo no fator de conversdo alimentar (BALLESTER et al., 2010; FOES et al.,
2011; WASIELESKY etal., 2013).

Apesar dos resultados positivos com L. vannamei mantidos nesse sistema,
pouco se sabe sobre a influéncia da alteracdo do sistema de cultivo, durante a fase de
bercario, no desempenho zootécnico e resisténcia imunoldgica ao Virus da Sindrome
da Mancha Branca-WSSV.
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1.2- Objetivos do trabalho
Geral:

Avaliar a influéncia da exposicdo e alteracdo do sistema de cultivo sob o
desempenho zootécnico e a resisténcia imunoldgica ao Virus da Sindrome da Mancha

Branca — WSSV de Litopenaeus vannamei, durante a fase de bercério.

Especificos:

eAnalisar o desempenho zootécnico dos camardes cultivados em sistema de
bioflocos e de agua clara, pré e pds-desafio com WSSV;

eDeterminar 0s parametros hemato-imunoldgicos dos camardes cultivados em
sistema de bioflocos e agua clara, pré e pos-desafiocom WSSV;

eDeterminar a contagem presuntiva total de Vibrio sp. na 4gua e no hepatopancreas
dos animais em ambos os sistemas avaliados;

e Avaliar a presenca de lesdes sugestivas de infeccdo por WSSV via histologia de
animais desafiados;

eDeterminar a porcentagem dos camardes experimentalmente desafiados e infectados

com WSSV cultivados em sistema de bioflocos e em agua clara.
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2- Artigo cientifico

Os resultados obtidos durante o trabalho experimental desta dissertagdo estdo
apresentados no artigo intitulado “Influéncia do sistema de cultivo no desempenho
zootécnico e resposta a infeccdo pelo Virus da Sindrome da Mancha Branca no

camarao marinho Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)”.

Avrtigo cientifico a ser encaminhado a Revista - Aquaculture.
Todas as normas de redacéo e citacdo, deste capitulo, atendem as estabelecidas
pela referidarevista (https://www.journals.elsevier.com/aquaculture)
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Influéncia do sistema de cultivo no desempenho zootécnico e resposta a infecgdo pelo
Virus da Sindrome da Mancha Branca no camardo marinho Litopenaeus vannamei

(Boone, 1931) na fase de bercario

Resumo

Os surtos de doencas, particularmente os causados pelo Virus da Sindrome da Mancha
Branca-WSSV, ainda sdo uma das principais dificuldades enfrentadas pelo
desenvolvimento da industria da carcinicultura e, frequentemente, resultam em graves
perdas econbmicas. Dentre as estratégias que podem auxiliar na mitigacdo dos impactos
dessa doenca esta a utilizacdo da tecnologia de bioflocos-BFT. Entretanto, apesar dos
resultados positivos com L. vannamei mantidos nesse sistema, pouco se sabe sobre o efeito
da transferéncia de animais para os diferentes sistemas de cultivo, durante a fase de
bercario, no desempenho zootécnico e resisténcia ao WSSV. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a influéncia da exposicéo e a alteracdo do sistema de cultivo sob
0 desempenho zootécnico e resisténcia imunolégica ao WSSV de Litopenaeus vannamei,
durante a fase de bercario. Foram avaliados dois sistemas, Biofloco — BFT e Recirculacao
de Agua Clara — RAC, em trés etapas: a primeira etapa, onde as pos-larvas de 10 dias
(Plo’s - 290PI/g), foram mantidas por um periodo de 10 dias nos respectivos sistemas;
segunda etapa, com duracdo de 30 dias, que consistiu na redistribuicdo das Plxo’s, ao final
da 12 etapa, para ambos os sistemas, obtendo-se assim quatro tratamentos (BFT-BFT, BFT-
RAC, RAC-BFT e RAC-RAC) e; a terceira etapa, correspondente ao desafio viral (8 dias).
Foram avaliadas varidveis de desempenho zootécnico (ganho de biomassa, taxa de
crescimento especifico, peso médio final, sobrevivéncia e fator de conversao de alimentar);
contagens total e diferencial de hemocitos; determinacdo de taxa de infeccdo e lesbes
sugestivas de WSSV via nested-PCR e histologia, respectivamente e; contagem presuntiva
de Vibrio sp. O sistema BFT quanto ao desempenho zootécnico, de um modo geral,
mostrou-se eficiente, especialmente nas primeiras fases de vida do animal. com melhores
resultados quando comparado ao RAC. Os resultados da contagem presuntiva total de
Vibrio sp. demonstraram maiores concentragdes nos tratamentos oriundos ou mantidos em
BFT. No que se refere a resposta imunoldgica e a influéncia dos sistemas, 0s parametros
hemato-imunoldgicos ndo foram influenciados, porém observou-se que em um cenério de
infeccdo por WSSV, houve interferéncia na resposta imune do animal, resultando na
diminuicdo da quantidade de celulas imunocompetentes. Além disso, entre os tratamentos,
houve diferenca na forma de manifestacdo da doenga, como constatado através da anélise
histolégica devido a maior concentragdo de lesdes sugestivas registradas em animais
oriundos ou mantidos em BFT. Entretanto, apesar das diferencas nas lesdes encontradas,
todos os animais desafiados foram positivos para WSSV via nested-PCR. Diante disso,
concluiu-se que apesar do BFT ser considerado um ambiente biosseguro para os animais
cultivados, por ser um sistema de troca minima ou nula de 4gua, em um cenario de infec¢édo
por WSSV, pode induzir a um estado de fadiga dos sistema de defesa dos animais
cultivados decorrente da estimulagcdo continua do sistema imunoldgico devido aos
microrganismos constantes nos flocos, podendo levar os animais a uma condicdo de maior
vulnerabilidade. E embora ndo tenha sido avaliado um cenério de co-infecgdo por WSSV e
Vibrio sp., a possibilidade de sua ocorréncia resultaria na potencializacdo da infeccdo por
WSSV, especialmente no sistema com BFT, considerando as altas concentragdes
vibrionaceas contabilizadas.

Palavras-chave: BFT, RAC, WSSV, Nested-PCR
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1. Introducao

Com a expansdo da aquicultura para novas regibes e ambientes para atender a
crescente demanda mundial por alimento, o risco de encontrar novos patogenos também
aumenta, especialmente, quando nos referimos a producdo de crustaceos (THITAMADEE
et al., 2016). Logo, a presenca de agentes patogénicos € uma grande preocupacéo na criacao
desses animais, especialmente, nos primeiros estdgios de vida, quando 0s mesmos Sao
altamente suscetiveis a doencas e a altas taxas de mortalidade (VADSTEIN et al., 2013).

Surtos de doengas, particularmente os causados pelo Virus da Sindrome da Mancha
Branca — WSSV, ainda sdo uma das principais dificuldades enfrentadas pelo
desenvolvimento da indUstria da carcinicultura e, frequentemente, resultam em graves
perdas econémicas (VERBRUGGEN et al., 2016). O WSSV € um dos patégenos mais
virulentos que afetam os camardes, especialmente os do género Penaeus (FLEGEL e
SRITUNYALUCKSANA, 2011) e caracteriza-se por ser um baculovirus com DNA de fita
dupla (YAO et al., 2015) em que a taxa de mortalidade de camardes infectados pode atingir
100% entre 7 e 10 dias apds a observacdo dos primeiros sinais clinicos (PANG et al.,
2019).

Embora tenha sido feito um progresso consideravel para caracterizar o WSSV, no
referente ao estabelecimento de algumas das principais interacbes entre patogeno-
hospedeiro, como a relacdo entre as proteinas do envelope viral e os receptores de células
hospedeiras no inicio da infecgcdo, o envolvimento de varias vias do sistema imunologico
em resposta ao WSSV e os papéis de varios miRNAs na mitigacdo ou progressao da doenga
(VERBRUGGEN et al., 2016), ainda ndo existem produtos terapéuticos disponiveis para
seu controle efetivo em campo.

Neste sentido, quando se pensa em prevencdo e controle de doencgas ndo se deve
concentrar os esforcos apenas na implementacdo de medidas de biosseguridade, mas na
realizacdo de uma abordagem integral que envolva: a preocupacdo com a qualidade da agua
e das pos-larvas utilizadas; fornecimento de alimento de qualidade e nutricdo adequada, de
forma a contribuir para a promocdo da imunidade dos animais e; a adocdo de medidas
preventivas que possibilitem a diminui¢do das vias de entrada de agentes patogénicos no
sistema, sendo o bioflocos (BFT) uma alternativa vidvel aos sistemas tradicionais, por
atender a estas premissas (MARTINS et al., 2010; YANONG, 2013; FERREIRA et al.,
2015; MAGANA-GALLEGOS et al., 2018).

O principio operacional basico desse sistema envolve estimulacdo do crescimento

de bactérias visando a remocdo de compostos nitrogenados, através de uma razdo C:N

17



EVERTON, F. A. Influéncia do sistema de bercario no desempenho zootécnico e resposta...

especifica, por meio da adi¢cdo de uma fonte de carbono organico (AVNIMELECH, 2012),
como por exemplo, 0 melago que ja foi comprovado como uma fonte positiva por induzir a
maior expressdo de genes relacionados a resposta imune, estresse celular e reconhecimento
de patdgenos (XUE et al., 2019).

Assim, os beneficios em potencial da utilizacdo do BFT incluem: a manutencdo da
qualidade de 4&gua; ambiente biosseguro, com reducdo da prevaléncia de agentes
patogénicos devido a baixa ou nula troca de agua e; melhora da resposta imune celular e
antioxidante do camardo cultivado, provavelmente por ser um ambiente com
microrganismos e compostos bioativos (XU e PAN, 2013; EKASARI et al., 2014;
CARDONA etal., 2015; AHMAD et al., 2016; PANIGRAHI et al., 2018).

Durante a fase de bercario de L. vannamei, etapa intermediaria entre as fases de
larvicultura e engorda para que se atinja aproximadamente o peso médio de 1g (MOSS e
MOSS, 2004), o BFT, quando comparado ao sistema tradicional (dgua clara), além dos
beneficios citados acima, possibilita: a otimizacdo das areas produtivas, uma vez que esse
sistema permite a utilizacdo de altas densidades de estocagem e; a oferta de uma fonte
alternativa de nutrientes para os camardes devido aos flocos, refletindo em uma redugéo no
fator de conversio alimentar (BALLESTER et al., 2010; FOES et al., 2011;
WASIELESKY etal., 2013).

Entretanto, apesar dos resultados positivos com L. vannamei mantidos nesse sistema,
pouco se sabe sobre o efeito da alteracdo do sistema de cultivo, durante a fase de bercario,
no desempenho zootécnico e resisténcia ao WSSV. Portanto, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a influéncia da exposicdo e alteracdo do sistema de cultivo sob o
desempenho zootécnico e resisténcia imunoldgica ao Virus da Sindrome da Mancha Branca

— WSSV de Litopenaeus vannamei, durante a fase de bercario.

2. Material e Métodos
2.1. Condigdo Experimental

Foram adquiridas pos-larvas de dez dias (PL1o) de L. vannamei negativas por
diagnostico confirmatério para o Virus da Sindrome da Mancha Branca — WSSV,
provenientes da Aquatec Industrial Pecuaria Ltda, com sede no Rio Grande do Norte,
Brasil. O experimento foi dividido em trés etapas: a primeira etapa consistiu no cultivo das
pos-larvas, com peso médio inicial de 290PL/g, em unidades com volume Gtil de 60 litros a
uma densidade de 1.000 PL10o/m3 e com salinidade de 30 ppt, onde permaneceram por 10

dias, mantidos em duas condigdes distintas de cultivo experimental (dois tratamentos):
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sistema de bioflocos (BFT) e sistema de recirculacdo de agua clara (RAC), com quatro
repeticbes cada. Na segunda etapa, as pds-larvas provenientes de cada condicdo citada
anteriormente, ao final dos 10 dias (1% etapa), foram redistribuidas em unidades com
volume atil de 50 litros, a uma densidade de 300 PL2o/m3, formando, assim, quatro
tratamentos: (1) Pos-larvas provenientes de BFT e mantidas em BFT-BFT; (2) Pds-larvas
provenientes de BFT, transferidas para BFT-RAC; (3) Pds-larvas provenientes de RAC e
transferidas para RAC-BFT e; (4) Pds-larvas provenientes de RAC e mantidas em RAC-
RAC; com trés repeticdes cada, onde foram mantidas até alcangarem o peso medio de 1 g
cada, perdurando 30 dias. E, por fim, a terceira etapa, que consistiu dos mesmos
tratamentos da etapa anterior, porém com quatro repeti¢cbes, com duracdo de 21 dias, 0s
camardes foram desafiados experimentalmente com WSSV, totalizando, assim, 61 dias de
experimento.

Os camardes foram alimentados com ra¢do comercial (InVivo Nutricdo e Saude
Animal LTDA) com 45% proteina bruta e 8% extrato etéreo. As quantidades foram
ajustadas de acordo com a metodologia de Van Wyk (1999) e a frequéncia de fornecimento
foi de quatro vezes ao dia (8, 11, 14 e 17 horas) durante todo o periodo experimental.

Durante o periodo experimental, a temperatura da agua, a salinidade, o oxigénio
dissolvido (OD) e o pH foram monitorados duas vezes por dia (8 e 16 horas)
(multiparametro: AKSO modelo COMBO-5), enquanto que, os solidos sedimentaveis
foram determinados trés vezes por semana (cone Imhoff) (AVNIMELECH, 2009). A
alcalinidade, a amonia total e o nitrito foram aferidos trés vezes por semana, através de kit
colorimétrico comercial (Labcon Test). Todas as variaveis foram monitoradas e mantidas
dentro dos limites ideais propostos por Samocha et al. (2017) para L. vannamei.

O fotoperiodo da sala experimental foi mantido com um regime de 14 h de luz e 10
h de escuro. Todas as caixas foram cobertas com tela plastica para contencéo dos aerossois,
mantidas sob temperaturas de 32 °C (para as duas primeiras etapas) e de 28 °C (para o

desafio viral - terceira etapa) e aeragdo constante e intensa.

2.2. Sistemas de Biofloco (BFT) e Recirculacdo de Agua Clara (RAC)

A agua do mar (30 g L1) utilizada no BFT e no RAC foi filtrada a 30um e clorada a
20 ppm de cloro ativo, e posteriormente declorada, antes de seu uso nas unidades
experimentais.

O biofloco utilizado durante o periodo experimental foi preparado 40 dias antes da

estocagem das pos-larvas, através da adi¢do de uma fonte de carbono orgéanico, o melago de
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cana de agUcar a 30% de carbono e, de nitrogénio, através da utilizacdo de ragdo comercial
com 40% de proteina bruta, visando uma relacdo de carboidrato:nitrogénio (C:N) de 12:1.
Durante o cultivo, a fonte de carbono foi adicionada uma vez ao dia e calculada com base
nos trabalhos realizados por Samocha et al. (2007) e Avnimelech (2009). Para manter a
alcalinidade acima de 150 mg L1 e pH préximo a 7,8 foi utilizado bicarbonato de sédio
(NaHCO3), duas vezes por semana.

Em ambos os sistemas, tanto o de &gua clara, quanto o de biofloco, foi
implementado um sistema de recirculacdo. O sistema de recirculacdo de agua clara foi o
mesmo descrito por Silva et al. (2015), no qual foi instalado um filtro biologico
previamente maturado com recirculacdo de 100 L/h da seguinte forma: na primeira etapa, a
cada quatro repeticdes de um tratamento foi adicionado um filtro biol6gico e; na segunda
etapa, a cada trés repeticdes de um tratamento. Para a terceira etapa, ou seja, durante o
periodo que compreendeu o desafio, ndo se utilizou o sistema de recirculagdo. Nos
tratamentos com bioflocos, ndo houve a inclusdo de filtros bioldgicos, mas o sistema foi

mantido também através de recirculacdo.

2.3. Desempenho Zootécnico dos Camardes

Semanalmente e ao final do experimento, para avaliacdo do desempenho zootécnico
foi realizada a biometria e determinados: o ganho de biomassa (GB = biomassa final —
biomassa inicial), a taxa de crescimento especifico (TCE = 100 X (Lnpeso final — LNpeso inicial/N°
dias), o peso médio final (PMF = biomassa final(g)/n® de individuos ao final do
experimento), a sobrevivéncia (Sob% = (n° final de camardes/n° inicial de camardes) x 100)
e o fator de converséo de alimentar (FCA = alimentag&o fornecida (peso da ra¢do)/ganho de

biomassa).

2.4. Analise Microbiologica

A contagem total presuntiva de Vibrio sp. em TCBS foi realizada para as amostras
de &gua, a partir de 45 ml de agua coletadas na superficie da agua, com auxilio de um tubo
falcon estéril e, de 50 mg de hepatopéancreas de camardo de cada unidade experimental.
Estas amostras foram coletadas em quatro momentos: antes do inicio do experimento e ao
termino das etapas 1, 2 e 3. Uma aliquota de 500 puL da amostra foi diluida em 4,5 ml de
solucdo peptonada alcalina estéril a 1% (pH 8,6).

Ja para a contagem em camardo, inicialmente, um animal de cada unidade

experimental, foi eutanasiado por corte no corddo nervoso e a superficie corporal externa
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foi desinfectada através de imersdo em etanol a 70% (15 segundos), em solugdo de
hipoclorito de sodio (1,5%) com 0,1% de tween-80 (15 minutos) e em agua destilada
esterilizada, por trés vezes. Em seguida, foi pesado 50 mg de hepatopancreas, sendo o
tecido macerado e diluido em 4,5 mL de 4gua peptonada.

Apdbs a homogeneizacgdo e preparo prévio das amostras, de agua e camardo descritos
anteriormente, foram realizadas diluices seriais sucessivas de 102 a 10, as quais foram
semeadas (100 pL) em Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose (TCBS) (KOBAYASH]I et
al., 1963), em triplicata. As placas foram incubadas a 30 °C por 24 horas para posterior
contagem do numero de unidades formadoras de col6nia (UFC/mL ou UFC/g), utilizando o

contador de col6nias.

2.5. Parametros Hemato-Imunoldgicos

A hemolinfa foi coletada para analise dos hemogramas, antes e apds o desafio viral,
seguindo o protocolo descrito por Guertler et al. (2013). Para tanto, a hemolinfa (100 uL),
foi coletada na hemocele, localizada na regido ventral dos camarfes sobreviventes, com o
auxilio de uma seringa (1 mL) contendo solucdo anticoagulante de Alsever MAS (Solucgéo
de Alsever Modificada) (336 mmol L1 NaCl; 115 mmol L-! glicose; 27 mmol L citrato de
sédio; 9 mmol L1 EDTA pH 7,2), na proporcédo de 1:2 (viv). Uma aliquota da hemolinfa

foi separada e armazenada em MAS a 4% de formaldeido (1:3).

2.5.1. Contagem total de hemadcitos (CTH)
A determinacdo da contagem total de hemdcitos (CTH) em camara de Neubauer, foi

de modo semelhante & realizada para globulos brancos, em triplicata (BECAK e
PAULETE, 1976).

2.5.2. Contagem diferencial de hemadcitos (CDH)

A contagem diferencial de hemécitos (CDH), foi efetuada de acordo com protocolo
adaptado de Celi et al. (2013). Resumidamente, a hemolinfa foi depositada em uma lamina
e, depois de seca, a mesma foi fixada através da imersdo em metanol absoluto por 6
minutos, seguido pela remocdo do mesmo. Em seguida, a lamina com material fixado foi
corada com solugdo de Giemsa na diluicdo de 1:10 por 10 minutos, desidratada com etanol
a 70% por 1 minuto e imersa em xilol por 6 minutos para, posteriormente, ser feita a

contagem em microscopia, em triplicata.
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2.6. Material Infeccioso

O material infeccioso utilizado no desafio viral foi preparado conforme descrito por
Pérez et al. (2005). Foi realizada a coleta de camardes L. vannamei durante um surto de
WSSV para a remocdo e utilizacdo de tecido do musculo abd ominal, o qual teve a presenca
do WSSV confirmada por Nested-PCR (LO et al.,1996). Em seguida, o tecido foi cortado e
armazenado a -80°C em aliquotas de 1g. A carga viral do material infeccioso (tecido
cortado) foi quantificada via PCR em tempo real (4,3 x 107 copias do WSSV/ ul de DNA),
segundo metodologia descrita por Durand e Lightner (2002).

2.7. Desafio Viral com WSSV

O desafio viral foi realizado atraves da ingestao de tecido contaminado com WSSV
de acordo com Pérez et. al. (2005). Ao final de 40 dias (primeira e segunda etapas), 0s
animais foram mantidos em jejum por 24 horas e, em seguida, alimentados com o tecido
contaminado duas vezes ao dia com 10% da biomassa, respeitando um intervalo de trés
horas entre as inoculagcdes. Apds as inoculacdes, os animais foram alimentados com racéo
comercial, como descrito anteriormente, sendo monitorados diariamente, durante 21 dias,
para a observagdo da mortalidade e sinais clinicos. Os (quatro) tratamentos foram os
mesmos descritos na segunda etapa: (1) Pds-larvas proveniente de BFT e mantida em BFT-
BFT; (2) Pos-larvas proveniente de BFT, transferida para BFT-RAC; (3) Pos-larvas
provenientes de RAC e transferidas para RAC-BFT e; (4) Pos-larvas proveniente de RAC e
mantidas em RAC-RAC; com quatro repeticdes cada. Durante todo o desafio, 0s animais
mortos e sobreviventes foram coletados e armazenados a -80°C para posterior confirmacéo
de infeccdo por WSSV via nested-PCR.

2.8. Anélises Moleculares

2.8.1. Extracdo de DNA

O DNA foi obtido de acordo com o protocolo de Sambrook et al. (1989) com
algumas modificacGes. Cinquenta miligramas de branquias foram adicionados a 692 pL de
tampéo de extracdo (10 mM NacCl; 10 mM Tris, pH 8,0; 25 mM EDTA pH 7,5), 2 pl de
SDS a 20% e 7 pl de Proteinase K a 10 mg/ml, para maceracdo. Em seguida, foi realizada a
purificacdo do DNA com a adigdo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e 700
ul de cloroformio. O sobrenadante foi precipitado, primeiramente com 1 ml de etanol
absoluto e, em seguida, com 500 pl de etanol a 70%, ambos a -20°C. O DNA foi
ressuspendido em 50 pl de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0) e, apds
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repouso de 24 horas em temperatura ambiente, foi incubado a 60°C por 1 hora. O DNA
total extraido foi avaliado em gel de agarose a 1% e, quantificado e verificada a relagdo
Azeo280 através de andlise em espectrofotdmetro NanoVue Plus™, sendo posteriormente
armazenado a -20 °C até a sua utilizacdo na nested-PCR.

2.8.2. Nested-PCR

Foi adotada a metodologia recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) para diagnostico confirmatdrio de WSSV em camardes, conforme descrito
por Lo et al. (1996). A nested-PCR foi utilizada para duas situacdes: deteccdo de WSSV
nas amostras de tecido usadas para o preparo do material infeccioso e para a determinacao
da infeccdo nos animais desafiados, utilizando pools de trés animais/cada; todos os animais
(mortos e sobreviventes) ao longo do experimento, nos diferentes tratamentos. As reagoes
da PCR foram realizadas considerando as mesmas concentrages e ciclos térmicos descritos
por Lo et al. (1996). As sequéncias dos dois conjuntos de primers sdo mostradas na tabela
1. Em seguida, todos os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose (1%) corado
com brometo de etideo (0,5 pg mL™1) e o tamanho dos fragmentos foi estimado usando um
marcador de peso molecular de 100 pares de base (Invitrogen, USA). Em todas as PCRs

foram inseridos um controle positivo (amostra positiva para WSSV) e um controle negativo
(dgua ultrapura).

Tabela 1. Sequénciasde iniciadores usados paraa amplificagdo do WSSV.

Primer Sequéncia do Primer (5' - 3") Tamanho (pb) Referéncia
146F1 5- ACT ACT AAC TTC AGC CTA TCT AG -3 1447
146R1 5’- TAA TGC GGG TGT AAT GTT CTT ACG A -3’

Lo etal. (1996)
146F2 5’- GTA ACT GCC CCT TCC ATC TCCA -3° 041
146R2 5’- TAC GGC AGC TGC TGC ACC TTG T -3’

2.9. Analise Histopatoldgica

Para a realizacdo de andlise histopatoldgica, foi injetada a solucdo de Davidson
(AFA’s) em 16 animais moribundos, de cada tratamento, apds o desafio viral. Apds 70
horas, as amostras foram transferidas para uma solucdo de etanol a 70%, para posterior
preparo das laminas histoldgicas, coradas em hematoxilina e eosina (HE), de acordo com
procedimento descrito por Lightner (1996). Todas as laminas foram examinadas em
microscOpio Optico, para observacdo da presenca de nucleos hipertroficos com inclusdes

centrais basofilas, cercadas por cromatina marginal em tecidos de origem ectodérmica e
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mesodérmica, caracteristicas de infeccdo por WSSV (WONGTEERASUPAYA et al.,
1995).

2.10. Andlise Estatistica

Os dados amostrados foram previamente analisados quanto a homogeneidade e
normalidade pelos testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Para andlise dos
dados de desempenho zootécnico (primeira e segunda etapas) e do diagnostico
microbioldgico (primeira, segunda e terceira coletas) foram aplicados teste U de Mann-
Whitney para amostras independentes e o teste de Kruskal-Wallis com a correcdo de
Bonferroni (ZAR, 1996).

Ja para analise estatistica dos dados dos pardmetros hemato-imunologicos, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis com a corregdo de Bonferroni (Comparagéo Pairwise).

Todos os dados foram analisados através do software SPSS versao 25.0.

3. Resultados
3.1. Desempenho Zootécnico dos Camardes

Os valores médios do ganho de biomassa (GB), taxa de crescimento especifico
(TCE), peso médio final (PMF), fator de conversdao alimentar (FCA) e sobrevivéncia (S)
dos camardes cultivados ao longo das duas etapas estdo apresentados na tabela 2. Vale
ressaltar que estas variaveis nao foram determinadas para a terceira etapa, uma vez que,
todos os animais desafiados morreram ao 8° dia pds-infecgéo.

O GB diferiu entre os tratamentos em ambas etapas do experimento, onde, na
primeira etapa (10 dias), para o BFT o valor médio foi de 0,09 kg/m3 e no RAC foi de
0,029 kg/m3, e, para a etapa seguinte (30 dias), o valores médios entre os tratamentos
variaram entre 0,268 a 0,334 kg/m3. Os valores da TCE apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos apenas na primeira etapa, onde os valores médios
alcancados foram de 9,144 e 5,558 % dia! para 0 BFT e RAC, respectivamente.

O PMF apresentou diferencas significativas entre os tratamentos em ambas as
etapas. Na primeira etapa do experimento, o valor médio de PMF para BFT foi de 0,104 g e
no RAC foi de 0,035 g e, na segunda etapa, os valores médios de PMF variou entre 0,936 a
1,872 g, com o menor valor obtido no RAC-RAC e o0 maior no RAC-BFT. A variagéo
média do FCA foi de 0,697 a 0,822 na primeira etapa e, ha segunda etapa a variacao foi de
0,88 a 1,65 sendo observadas diferencas significativas entre os tratamentos também nas

duas etapas do experimento (p<0,05). Em relagdo a sobrevivéncia, ndo houve diferengas
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significativas entre os tratamentos em nenhuma das etapas.

Tabela 2. Variaveis de desempenho zootécnico de L. vannamei, nos diferentes sistemas de cultivo

(BFT e RAC), para cada etapa do experimento.

12 ETAPA (10 dias)

Variaveis

Tratamentos

BFT

RAC

Biomassa Inicial

0,0003 +0,00?

0,0003 +0,00?

(kg/m?)

GB (kg/m?) 0,090 +0,0052 0,029 +0,002°
TCE (% dia™) 9,144 +0,203? 5,558 +0,178°
PMF (g) 0,104 +0,006° 0,035 +0,002°
FCA 0,697 +0,028° 0,822 +0,052°
S (%) 95,556 +£1,9242 93,333+3,333"

23 ETAPA (40 dias*)
Varidveis Tratamentos
BFT-BFT BFT-RAC RAC-BFT RAC-RAC

Biomassa Inicial

(kg/m?)

GB (kg/m?®) 0,334 +0,019°  0,332+0,018% 0,302 +0,054® 0,268 +0,020°
TCE (% dia-?) 5,771+1,8100 5,204 +1,375* 3,578 +1,116* 3,298 +0,970?
PMF () 1,588 +0,036 1,824 +0,141*  1,872+0,719® 0,936 +0,041°
FCA 0,880 0,496 0,947 +0,780* 0,943 £0,620® 1,650 +0,1792
S (%) 95,499+3,510* 97,922+2,080° 96,833+4,150° 89,478+10,530°

0,044 +0,0072

0,046 +0,010°

0,014 +0,002°

0,013 +0,003°

Valores médios +desvio padrdo (primeira etapa: n=4, segunda etapa: n=3)

GB - Ganho de Biomassa, TCE - Taxa de Crescimento Especifico, PMF - Peso Médio Final, FCA - Fator
de Conversao Alimentar e S - Sobrevivéncia; BFT - Bioflocos, RAC - Recirculacdo deagua clara.

Letras diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa (p<0,05)

*Dias acumuladosnasduasfases (10 dias + 30 dias)

De modo geral, no que se refere as variaveis de desempenho zootécnico avaliadas,
na primeira etapa o BFT obteve os melhores resultados. Ja na segunda etapa, 0s maiores

resultados estavam entre os animais mantidos ou transferidos para o BFT.

3.2. Andlise Microbiolégica

Os valores médios das contagens presuntivas total de Vibrio sp. em TCBS na 4gua e
nos camardes submetidos aos diferentes sistemas (BFT e RAC) estdo apresentados na
tabela 3, ressalta-se que na coleta zero (Tempo 0), ou seja, em andlise prévia realizada antes

de iniciar o experimento, a média da contagem bacteriana total na agua foi zero,
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demonstrando que o tratamento preliminar foi eficaz, porém, nos camardes foi de 2,00x10°
UFC/g.

Tabela 3. Contagem bacteriana total em TCBS dos animais e da agua coletados dos diferentes
sistemas de cultivo (BFT e RAC) ao longo do periodo experimental.

COLETA1 (10 dias)

Variaveis BFT RAC
Camarao
(x10¢ UFC/g) 2,58 £2,54° 1,75+2,71
HZO a b
(XlOG UFC/mI) 4,73 i7,75 0,00

COLETA 2 (40 dias)

Variaveis BFT-BFT BFT-RAC RAC-BFT RAC-RAC
Camarao b . . .
(Xloe UFC/g) 4,17 +0,83 1,33+1,63 9,17 +1,83 0,00
H,0 b b b
(X106 UFEC/ml) 4,84 £2 57 0,00 0,00 0,01 +1,60

COLETA 3 (48 dias*)

Variaveis BFT-BFT BFT-RAC RAC-BFT RAC-RAC

H.0 221 43,28 2084059 2,46 +0,03 0,07 +1,28°

(x 105 UFC/mI)
Valores médios +desvio padrdo (coleta 1: n=4, coleta 2: n=3, coleta 3: n=4)
BFT - Bioflocos, RAC - Recirculagdo de agua clara.

Letras diferentes na mesma linha mostram diferenca significativa (p<0,05)
*Dias acumuladosnasduasfases +desafio viral (10 dias + 30 dias + 8 dias)

Na coleta 1, equivalente ao ponto amostral de 10 dias de experimento, tanto para a
contagem nos camardes, quanto para a agua, houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos. Nota-se que a contagem média foi maior para os camarfes submetidos ao BFT
com 2,58x10% UFC/g, enquanto que nos animais do RAC, a contagem foi de 1,75x106
UFC/g. Ainda para essa coleta, a contagem nos camardes criados em BF T variou (minimo e
maximo) entre 0,04x10° a 5,12x106 UFC/g, no RAC o maximo e o minimo foram de 0
(zero) e 4,46x10° UFC/g, respectivamente. Ja para as amostras de agua, os valores ficaram
entre 0 (zero) e 12,48x105 UFC/mL no BFT e a contagem no RAC foi de zero, como
indicado na tabela 3.

Na coleta 2, referente ao ponto amostral de 40 dias, houve diferenga significativa
entre os tratamentos, tanto nos animais, quanto na dgua analisados. As maiores contagens
nos camardes foram as obtidas nos tratamentos onde os animais estavam submetidos ao
BFT, ou seja, BFT-BFT e RAC-BFT, os quais contabilizaram 4,17 e 9,17 x10% UFC/g,
respectivamente. J& na agua, a maior contagem obtida foi no tratamento BFT-BFT com
4,84x105 UFC/mL.

J& as menores contagem observadas para os camardes foram as dos tratamentos

BFT-RAC e RAC-RAC, com 1,33x108 UFC/g e zero, respectivamente. Para a contagem na
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agua, os menores resultados foram os observados nos tratamentos BFT-RAC, RAC-BFT e
RAC-RAC, com destaque para o tratamento RAC-BFT, que apesar da quantidade
consideravel de vibrionaceae nos camardes, a contagem na agua, foi de zero UFC/mL
(Tabela 3).

Na coleta 3 (desafio viral), foram feitas contagens apenas da agua, uma vez que
todos os animais morreram ao 8° dia pds-inoculacdo. Para esta contagem, houve diferenca
significativa apenas para 0 RAC-RAC em relacdo aos demais tratamentos, conforme
descrito na tabela 3.

Outro fato constatado no experimento, como pode-se observar na tabela 3, foi que
independente do ambiente ao qual os animais eram provenientes (BFT ou RAC), quando
estes foram mantidos ou transferidos para o BFT a carga vibrionaceae nos animais
aumentou, enquanto que 0 mesmo ndo ocorreu quando os animais foram mantidos ou

transferidos para o RAC.

3.3. Parametros Hemato-Imunoldgicos

Os resultados da contagem total de hemacitos pré e pés-desafio experimental estdo
descritos na Tabela 4, onde se pode observar que houveram diferencas significativas entre
0s tratamentos tanto antes, quanto apés o desafio.

Os valores médios referentes a contagem total de hemdcitos, antes do desafio,
variaram entre 3,19x10° a 7,06x10° células/mL e, para todos os tratamentos, foi observado
uma diminui¢do no numero de hemacitos circulantes apos o desafio.

Os resultados referentes ao percentual de células hialinas, semi-granulares e
granulares, encontradas e identificadas, antes e depois do desafio experimental, estdo
descritos na tabela 4, onde se pode observar que houve diferencas significativas entre 0s
tratamentos (p>0,05) e uma mudanga no padrdo observado quando se compara as coletas
antes e depois do desafio viral.

Os tratamentos BFT-BFT, RAC-BFT e RAC-RAC, antes do desafio, obtiveram uma
maior abundancia de células hialinas, seguidas pelas semi-granulares. No entanto, apds o
desafio, essa relacdo foi mantida para os demais tratamentos, com exce¢do do BFT-BFT
onde o percentual de células semi-granulares foi maior quando comparado aos outros tipos
celulares identificados.

No tratamento BFT-RAC, o percentual médio das células semi-granulares foi
inversamente proporcional aos tratamentos anteriormente citados. Antes do desafio, as

semi-granulares foram, em média, as mais numerosas e, apds, o percentual médio das
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hialinas foi maior, quando comparado tanto a semi-granulares, quanto as granulares.

Em suma, os animais, apds o desafio viral, os tratamentos BFT-BFT, RAC-BFT e
RAC-RAC, apresentaram uma maior proporcdo de células hialinas variando entre 64,14 a
69,85%, seguidas pelas granulares que variaram entre 23,80 e 30,88% e granulares entre
4,98 e 7,55%, com nenhuma diferenca significativa entre os tratamentos para o ultimo tipo
celular (p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Contagem total e diferencial de hemdcitos obtidosnos diferentes sistemas de cultivo
(BFT e RAC), pré e pds-desafio experimental.
Tratamentos (Pré-desafio) (x10°ml?)

Varidveis
BFT-BFT BFT-RAC RAC-BFT RAC-RAC
CTH (Céls/mL) 3,96 £0,16¢ 7,06 £1,112 5,36 +0,16° 3,19 £0,97¢
Tratamentos (Pés-desafio) (x10°>mI?)
Variaveis
BFT-BFT BFT-RAC RAC-BFT RAC-RAC
CTH (Céls/mL) 3,568 +0,412 1,55 +0,59° 1,49 0,470 1,56 +0,330
Tratamentos (Pré-desafio)
Variaveis
BFT-BFT BFT-RAC RAC-BFT RAC-RAC
CDH
%) H 71,84 +10,222 17,53 3,960 75,003,142 64,32 £3,302
0
SG 27,52 410,740 81,08 4,032 23,813,870 29,69 +2,50P
G 0,63 0,55 1,39 +0,07° 1,19 #1,130 5,99 +1,172
Tratamentos (P6s-desafio)
Variaveis
BFT-BFT BFT-RAC RAC-BFT RAC-RAC
CDH
%) 13,32+1,10° 64,14 +3,862 69,85 +3,902 65,07 +1,732
0
SG 79,54 +2,062 30,88 +0,74b 23,80 £3,13¢ 27,3942 ,57¢
G 7,14 £1,582 4,98 +1,25°2 6,35 +0,772 7,55 +1,842

Valores médios +desvio padrdo (CTH e CDH - pré e pos-desafio: n=3)

CTH - Contagem Total de Hemécitos, CDH — Contagem Diferencial de Hemdcitos, BFT — Bioflocos,
RAC - Recirculagio de Agua Clara,H — Hialinas, SG — Semi-granulares, G — Granulares

Letras diferentes na mesma linha mostram diferenga significativa (p<0,05)

3.4. Anélise Molecular

Na 12 PCR, para os tratamentos BFT-BFT, BFT-RAC e RAC-BFT, 25% dos pools
foram positivos, enquanto que para o tratamento RAC-RAC, foram positivos para WSSV
50% das amostras avaliadas. Ja na 22 PCR foram determinados 100% de amostras positivas

para todos os tratamentos avaliados.

3.5. Andlise Histopatoldgica e Mortalidade Cumulativa
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Na analise histopatoldgica, em todos os tecidos analisados - branquia, érgéo linfoide
e estbmago - foram observadas presenca de nucleos hipertroficos com inclusbes centrais
basofilas em animais experimentalmente infectados com WSSV em todos os quatro
tratamentos: BFT-BFT, BFT-RAC, RAC-BFT e RAC-RAC. Para os controles negativos,

ndo foram determinadas quaisquer alteracdes teciduais (Figura 1).

e e o
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Figura 1. Cortes histologicos de L vannamei, de aproximadamente 1 g, Colorac¢do H.E. 400x.(A)
Controle negativo, sem alteragdo aparente nas branquias; (B) L. vannamei infectado com presenga
de nucleos hipertroficos com inclusdes centrais basdéfilas nas branquias; (C) Controle negativo, sem
alteracdes aparentes no epitélio do estbmago; (D) L. vannamei infectado, com presenga de nlcleos
hipertréficos com inclusdes centrais basofilas no epitélio do estbmago, (E) Controle negativo, sem
alteracbes aparentes, com o¢rgdo linfoide estruturado e; (F) L. vannamei infectado, com
desorganizacdo do 6rgédo linfdide e presenca de nucleos hipertréficos com inclus@es centrais
basofilas.

BN — Branquia Normal, EE — Epitéliodo Estdbmago, OL — Orgdo Linfoide, NH — Nucleo
Hipertréfico.

Além disso, os animais submetidos ao sistema BFT, quando comparados ao RAC,
embora estivessem igualmente infectados, apresentaram nucleos baséfilos maiores e em

maior abundancia, indicando caracteristicas distintas da manifestacdo da infeccao (Figura

29



EVERTON, F. A. Influéncia do sistema de bercario no desempenho zootécnico e resposta...

2).
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Figura 2. Cortes histoldgicos de tecidos subcuticulares de L vannamei infectado por WSSV, de
aproximadamente 1 g nos diferentes tratamentos analisados, Coloragdo H.E. 400x. (A) BFT-BFT:
Aglomerado de nucleos hipertroficos com inclusdes centrais basofilas em tecido subcuticular e
expansao de cromatéforos; (B) AC-BFT: Presenca de nucleos hipertoficos com incluses centrais
basofilicas bem dilatados (C) BFT-AC: Presenca de nucleos hipertroficos com inclusdes centrais
baséfilas, menores e menos intensos (D) AC-AC: Presencade nucleos hipertréficos cominclusdes
centrais basdfilas de tamanhos variados e menos intensos.

NH — Nucleo Hipertréfico. CE — Cromatdforo Expandido.

A mortalidade cumulativa encontra-se sumarizada na Tabela 5, onde, com excecéao
do RAC-BFT, todos os demais tratamentos iniciaram as mortes a partir do 3° dia pds-
infeccdo. O RAC-BFT, manteve-se ao longo do experimento, com as taxas mais baixas de
morte, no entanto, do 4° para o 5° dia pos-infeccdo, quando ocorreu mortalidade massiva,
passou de 22,22% para 72,22% de mortalidade em um Unico dia. Ao 6° dia pds-infeccéo, a
maior parte dos tratamentos se encontrava com mortalidade acima de 90%, assim ao final
do 7° dia de desafio, restou apenas o tratamento RAC-RAC. O desafio foi encerrado ao 8°

dia apds 100% de mortalidade em todos os tratamentos.
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Tabela 5. Mortalidade cumulativa nos diferentes sistemas de cultivo (BFT e RAC) desafiados via

ingestdo com WSSV.
N°. de Mortalidade cumulativa no decorrer dos dias de desafio (%)
Tratamentos

animais 1° 2° 3° 40 50 6° 7° 8°
BFT-BFT 18 0 0 6 39 44 94 100 100
BFT-RAC 18 0 0 6 39 56 100 100 100
RAC-BFT 18 0 0 0 22 72 94 100 100
RAC-RAC 18 0 0 6 56 56 72 94 100

BFT - Bioflocos , RAC — Recirculagcdo de 4gua clara

4. Discussao

O desempenho zootécnico do camardo pode diferir de acordo com 0 manejo,
densidade de estocagem, peso inicial e condicBes fisico-quimicas da dgua de cada estudo
(GAONA et al., 2016). Tendo em vista que mantiveram-se 0s parametros de qualidade de
agua dentro dos limites ideais propostos por Samocha et al. (2017) para L. vannamei, no
referente ao desempenho zootécnico, os diferentes sistemas (BFT e RAC) empregados
neste estudo, apresentaram influéncia em ambas fases do experimento, onde se observa,
com excecdo da sobrevivéncia, diferencas significativas nos demais parametros analisados
em, pelo menos, uma das etapas do experimento.

Demonstrando que, apesar da frequéncia de alimentacdo ser a mesma em ambos 0S
sistemas, o alimento natural presente no BFT, serve como fonte suplementar de nutrientes
para 0 camardao nos primeiros dias de vida, refletindo o desempenho zootécnico no ganho
de peso e de biomassa (WASIELESKY et al., 2006; BECERRIL-CORTES et al., 2018), 0
que corrobora com estudos que mostram a capacidade, do L. vannamei, de aproveitamento
da produtividade natural do BFT (EBELLING et al., 2006; LARA et al., 2017). Na etapa
seguinte do experimento, das variaveis de desempenho analisadas, foram observadas
diferencas significativas apenas para o0 ganho de biomassa e peso médio especifico.

No presente estudo foram encontradas diferencas para o FCA para os tratamentos
com BFT quando comparados ao RAC, o que difere dos resultados encontrados para esse
parametro, em estudo realizado por Guemez-Sorhouet et al. (2019), que avaliaram as
respostas zootecnicas e fisiologicas de pds-larvas de L. vannamei cultivadas em BFT e
RAC, mas corrobora, igualmente, ao estudo feito por Wasielesky et al. (2006), onde
avaliaram os efeitos da producdo natural em BFT para L. vannamei, podendo estas
diferencas serem atribuidas aos ajustes semanais da quantidade de racéo, influenciados
pelos percentuais de biomassa adotados.

A sobrevivéncia foi semelhante a de outros estudos com o sistema BFT, conforme
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encontrado por Peixoto et al. (2018) ao avaliar o desempenho zootécnico de juvenis de L.
vannamei em BFT com diferentes frequéncias de alimentacdo; por Abreu et al. (2019) e
Brito et al. (2016) ao estudar a influéncia da inclusdo de microalgas e rotiferos ao sistema
BFT no desempenho zootécnico de L. vannamei; e ao trabalho de Guemez-Sorhouet et al.
(2019), que ao avaliar o desempenho zootécnico e fisiologico de pos-larvas de L. vannamei
durante a fase de bercério submetidas a diferentes sistemas de cultivo, obtiveram taxas de
sobrevivéncia semelhantes ao do presente estudo quando as pos-larvas foram mantidas em
agua clara sob a mesmas condicfes de estocagem empregadas neste trabalho.

Em relacdo a contagem bacteriana tanto para os camardes, quanto para agua, houve
variagdo significativa, entre os tratamentos, na primeira e segunda etapas. Observou-se, ao
40° dia de cultivo, aumento da contagem bacteriana (TCBS) nos camarfes para 0S
tratamentos BFT-BFT e RAC-BFT e, na agua, apenas para o tratamento com BFT. Esse
aumento apds o desafio, de acordo com Selvin e Lipton (2003), sugere que uma infeccéo
primaria por virus, como o WSSV, pode enfraquecer o camarao, pois a mesma acarretaria
em lesGes no hepatopancreas do animal, aumentando sua susceptibilidade a infeccBes
bacterianas secundarias. A influéncia desse fator & suscetibilidade ao Vibrio sp. poderia
explicar a mortalidade altamente variavel no camarao nos diferentes tratamentos estudados.

Tal fato é reafirmado por outros estudos, como o realizado por Gomez-Gil et al.
(1998), ao avaliar o nimero e as espécies de Vibrio (V. alginolyticus, V. vulnificus, V.
parahaemolyticus e V. damsela) que podem estar presentes em juvenis de L. vannamei,
onde os mesmos foram detectados em camarGes saudaveis sem sinais graves de doenca e
Flegel et al. (2004) gue encontraram camardo positivo para WSSV sem sinais clinicos e
histologicos expressivos da doenca.

No presente estudo, o aumento da contagem presuntiva de Vibrio na dgua pode
refletir o maior aporte de matéria organica decorrente do acréscimo da biomassa final, que
proporcionam maiores entradas de racdo ao sistema de cultivo, além das minimas trocas de
agua. Tal fenbmeno também foi observado por Panigrahi et al. (2018) quando avaliaram
diferentes relacdo C/N na &gua de cultivo. Entretanto, estudos com aplicacdo de probidticos
demostram uma diminui¢cdo da carga de Vibrio no sistema, sugerindo a presenca de
microrganismos benéficos que passaram a competir por nutrientes (HOSTINS et al., 2017).
Ao final dos 48 dias de cultivo, observou-se diminuicdo da contagem total de Vibrio em
TCBS nas amostras de agua de todos os tratamentos analisados, provavelmente devido a
reducdo da carga organica do sistema, mortalidade dos animais e reducdo do input de racéo

nas unidade de cultivo.
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Quanto aos parametros hemato-imunologicos, no presente estudo houveram
diferencas significativas entre os tratamentos, para a contagem total de hemdcitos (CTH),
tanto antes, quanto apos o desafio. Os tratamentos se comportaram de forma distinta: no
BFT-BFT, houve uma diminuicdo no ndmero de hemdcitos circulantes, ap6s o desafio,
porém, o valor, foi maior em comparacdo com os demais tratamentos avaliados.

Considerando que os hemadcitos sdo um dos principais sitios de replicacdo do WSSV
(WANG et al., 2002) e diversos trabalhos ja mostraram que ocorre diminuigéo significativa
no hemograma em camardes infectados (SARATHI et al., 2008; YEH et al., 2009), a
diferenca nos hemogramas pode estar relacionada a acdo do virus, associada tanto a lise,
quanto a apoptose celulares e/ou a alteracdo na producdo dos hemdcitos pelos 6rgdos
hematopoiéticos (GUERTLER et al., 2013). Como em estudo realizado por Van de Braak
et al. (2002) e Wongprasert et al. (2003) que observaram um declinio significativo no
numero de hemdcitos circulantes em P. monodon apds a infeccdo do WSSV. Além disso,
pode-se supor também que a queda nos hemécitos em circulacdo de camardes infectados
com WSSV permitiu a proliferacdo dos vibrios nos camardes, uma vez que 0s hemaocitos
sdo responsaveis pelo encapsulamento e fagocitose de bactérias, fato esse também
constatado em estudo realizado por Phuoc et al. (2009), onde observaram que a infecgéo
prévia por WSSV permitiu 0 aumento na contagem de V. campbellii.

Apesar dos registros de diminuicdo do CTH apds o desafio em todos os tratamentos
analisados, o BFT-BFT, em comparagdo com os demais tratamentos apresentou quantidade
maior, estando de acordo com resultados encontrados em estudos feitos por Zhao et al.
(2016), ao avaliarem os efeitos de diferentes fontes de carbono na resposta imune do L
vannamei cultivados em BFT e, a Panigrahi et al. (2019), ao verificar a influéncia das
fontes de carboidratos na dinamica microbiana e nas respostas imunomoduladoras em L.
vannamei cultivados em &gua inoculada com cepa de Vibrio parahaemolyticus em uma
concentracdo de 1x10* UFC/mL. Em ambos os estudos, observou-se que a CTH do animal
cultivado em BFT foi aumentada quando comparada aos seus respectivos tratamentos
controle. De acordo com Panigrahi et al. (2017), esse efeito de estimulacdo do sistema
imunol6gico do camardo parece ser uma caracteristica geral do BFT. Se observarmos a
tabela 3 de contagem bacteriana e correlacionarmos aos valores de CTH obtidos no
tratamento BFT-BFT (tabela 4), observaremos um aumento da carga bacteriana, com uma
menor reducdo do CTH quando comparada aos demais tratamentos.

Tendo em vista que, os hemdcitos circulantes desempenham um papel central na

sistema imunoldgico celular e humoral (BACHERE et al., 2004), esses resultados, estdo em
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conformidade com o que é descrito ainda por Panigrahi et al. (2017), quando 0s mesmos
relataram que 0s constituintes das paredes celulares bacterianas podem desencadear a
resposta do sistema imunologico em camardes.

Os resultados referentes a contagem diferencial de hemdcitos, obtiveram uma
mudanca no padrdo observado quando se compara as coletas antes e depois do desafio
viral. Os tratamentos BFT-BFT e RAC-BFT antes do desafio, obtiveram uma maior
abundancia de células hialinas, seguidas pelas semi-granulares, padrdo que se manteve
mesmo ap6s o desafio. Apds o desafio, com excecdo do BFT-BFT que apresentou células
semi-granulares em maior abundancia do que os outros tipos celulares observados, para 0s
demais tratamentos, as células hialinas mantiveram-se em maior abundancia, seguidas pelas
semi-granulares. De um modo geral, a0 compararmos o0s percentuais de células de defesa
antes e apos a infeccdo, estas tenderam a diminuicéo ap6s o desafio.

Segundo Yeh et al (2009), ao avaliar a resposta imune do L. vannamei apds uma co-
infeccdo pelo WSSV e IHHNV, verificaram que a diminuigdo das atividades enzimaticas
ligadas ao sistema imunoldgico em camardes infectados pelos virus pode estar atrelada a
diminuicdo das células semi-granulares e granulares.

Em termos de infeccdo, apesar de terem sido observados sinais de WSSV em varios
tecidos (branquias, epitélio do estdmago e 6rgdo linfoide dos animais infectados), nas
branquias foram observadas maior concentragdo de lesdes sugestivas da doenga. Estes
resultados s@o similares aos descritos por Valente et al. (2019), que ao avaliar a resisténcia
de L. vannamei cultivados em BFT e agua clara ap6s desafio com WSSV, encontraram
sinais da infeccdo, especialmente, nas branquias, pois além do virus apresentar tropismo
por esse tipo de tecido, as mesmas estdo mais expostas por terem contato constante com a
agua e por isso, contribuem de maneira importante na defesa de crustaceos (BURGENTS et
al., 2005), podendo servir como um local de acumulacdo e encapsulamento de particulas
estranhas (MARTIN et al., 2000).

No que se refere a influéncia dos sistemas na infeccdo, acredita-se que as condigdes
ambientais e o sistema de producdo empregado podem modular as respostas moleculares
distintamente, refletindo em uma sobrevivéncia diferente entre os tratamentos. Tendo em
vista que os animais do presente estudo mantidos em BFT, quando comparados ao RAC,
embora estivessem igualmente infectados, apresentaram maior abundancia de ndcleos
basofilos, fato que se refletiu nos resultados da mortalidade cumulativa ao final do
experimento, uma vez que, apenas o tratamento RAC-RAC ainda manteve animais vivos.

Em estudo conduzido por Valente et al. (2019), onde foram compararadas as taxas de
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sobrevivéncia de Litopenaeus vannamei cultivados em BFT e agua clara, foram observadas
maior mortalidade cumulativa entre os animais mantidos em BFT em comparagdo com
aqueles mantidos na agua clara ap6s desafio com WSSV. Esse fato, como observado na
tabela 3, pode ser atribuido a baixa carga vibrionacea observada no RAC-RAC durante todo
0 experimento em comparacdo com os demais tratamentos analisados.

Alem disso, tal fato estd relacionado a influéncia do sistema na forma de
manifestacdo da infeccdo, que segundo este mesmo estudo (VALENTE et al., 2019), pode
estar associado a ndo ocorréncia de troca de agua no BFT, o que poderia acarretar em um
numero de particulas virais maior do que no sistema de agua clara, em que a troca de agua
ocorre com frequéncia ou através de fluxo continuo. Além disso, de acordo 0s mesmos
autores, essa hipdtese também estaria apoiada em um estado de fadiga do sistema de defesa,
considerando que um ambiente como o BFT, exibe um nimero abundante de bactérias,
benéficas ou patogénicas e outros microrganismos, que pode atuar como um fator de
estresse ambiental, com estimulagdo continua do sistema imunolégico.

No referente aos microrganismos presentes na agua de cultivo, neste trabalho, os
valores altos da contagem bacteriolégica de vibrio pés-desafio viral apoiam a hipotese
supracitada. Em estudo realizado por Phuoc et al. (2009), onde analisaram a co-infec¢do
com V. Campbellii e WSSV em L. vannamei em condi¢des experimentais, observaram que
a mortalidade cumulativa nos grupos de co-infeccdo aumentou significativamente em
comparacdo com a mortalidade nos grupos infectados isoladamente por V. campbellii ou
WSSV. J& Selvin e Lipton (2003) isolaram uma cepa virulenta de V. alginolyticus de
camardo proveniente de um surto de WSSV, e afirmaram que o camardo positivo para
WSSV fica mais passivel de infeccdo secundéria por Vibrio, ou seja, todas as observacdes
acima sugerem que multiplas infeccdes ocorrem regularmente e os camarfes ficam mais
susceptiveis em condicfes de multiplas infecgdes.

No que se refere a multiplas infeccdes, alguns estudos sugerem que os efeitos de
multiplas infecgBes na mortalidade ndo esta apenas relacionado a infec¢do pelo WSSV, mas
muito mais a carga do WSSV. Em estudo feito por Jang et al. (2014), ao avaliar o efeito de
multiplas infeccBes na mortalidade e na defesa do L. vannamei, constatou-se que a carga e a
forma como o animal é exposto aos patdgenos podem determinar a curva de infeccdo e
mortalidade do hospedeiro.

No presente estudo observou-se o inicio da mortalidade cumulativa no 3° dia apos a
infeccgéo, isso esta de acordo com resultados encontrados no estudo realizado por Jang et al.

(2014) em uma condicdo de co-infec¢do, com uma cepa virulenta de Vibrio anguillarum na
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ordem de 10% UFC/ml, que foi a mesma ordem contabilizada no decorrer do presente
estudo e, um indculo de WSSV com carga viral menor do que a usada no presente estudo.
Ressalta-se que nessas condicfes de co-infeccdo, Jang et al. (2014) obtiveram até o 7° dia
pos-infecdo 87,5% de mortalidade, porém ao infectar os animais primeiramente com
WSSV e somente 24h depois com V. anguillarum, teste denominado pelos autores de
superinfecgdo, nas mesmas condicdes supracitadas, obteve 100% de mortalidade, resultado
este, similar ao que foi obtido no estudo atual, indicando a possibilidade de uma co-
infeccdo nos animais avaliados.

Os resultados de mortalidade cumulativa obtidos no RAC-RAC, onde este manteve
0S animais vivos por mais tempo do que os demais tratamentos analisados, apresentou
carga vibrionacea nos animais menor no inicio do desafio, o que segundo Jang et al. (2014),
pode refletir um cenario de infec¢do Unica, uma vez que a mortalidade cumulativa é maior
em grupos de infeccdo maltipla. Assim, embora ndo tenha sido avaliado um cenario de co-
infeccdo por WSSV e Vibrio sp. no presente estudo, a possibilidade de sua ocorréncia
resultaria na potencializacdo da infeccdo por WSSV. Efeito esse, também foi observado por
Qiao et al. (2015) ao comparar a resposta imune do L. vannamei apds infeccGes multiplas e
Gnicas com WSSV e Vibrio anguillarum.

Para o controle dessas multiplas infeccdes comumente observadas em BFT, futuros
estudos devem ser conduzidos visando alternativas que minimizassem os efeitos da carga

vibrionacea naturalmente encontradas nesse tipo de sistema.

5. Conclusoes

Embora o sistema BFT tenha resultado em melhores indices zootécnicos,
especialmente nas primeiras fases de vida do animal, foi determinada a influéncia do
sistema produtivo e sua respectiva transferéncia em uma condigéo de infecg¢do experimental
por WSSV.

Ao analisar as lesdes encontradas nas analises histologicas constatou-se maior
concentracdo de lesBGes sugestivas da doenga, refletindo na mortalidade cumulativa dos
animais mantidos ou transferidos para o BFT que demonstraram menor resisténcia a
infeccdo, o que reafirma o possivel desgaste do sistema imunoldgico dos animais
submetidos a esse sistema, indicando o claro efeito do sistema nos animais. E embora nédo
tenha sido avaliado um cenario de co-infeccdo por WSSV e Vibrio sp. no presente estudo, a

possibilidade de sua ocorréncia resultaria na potencializacdo da infeccdo por WSSV,
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especialmente no sistema com BFT, considerando as altas concentracdes vibrionaceas
contabilizadas.

Constatou-se, ainda, que mesmo o BFT ndo se mostrando eficiente frente a uma
infeccdo, ndo é interessante, caso isso ocorra, a transferéncia para outro tipo de sistema,
pois essa mudanca pode acarretar em estresse e esgotamento energético ainda maiores para

0 animal.
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3- Consideracdes finais

o0 alimento natural presente no BFT, serve como fonte suplementar de nutrientes
para 0 camardao nos primeiros dias de vida, refletindo em desempenho zootécnico
superior a0 RAC. No entanto, alguns parametros podem ser fortemente afetados
qguando o animal € transferido para outro sistema com dinamica diferente;

eH4a um crescimento na contagem presuntiva total de Vibrio sp. nos tratamentos
oriundos ou mantidos em BFT;

e O sistema ndo influenciou os parametros hemato-imunolégicos, mas a infec¢éo viral
resultou na diminuicdo da quantidade de células imunocompetentes;

eTodos os animais desafiados por WSSV foram infectados, embora maior
concentracdo de lesdes sugestivas (significativamente maiores tanto em tamanho,
guanto em quantidade dos nddulos identificados) tenham sido registradas em
animais oriundos ou mantidos em BFT, indicando o claro efeito do sistema nos
animais.

eEmbora ndo tenha sido avaliado um cenario de co-infec¢do por WSSV e Vibrio sp.
no presente estudo, a possibilidade de sua ocorréncia resultaria na potencializacdo
da infecgdo por WSSV, especialmente no sistema com BFT, considerando as altas

concentragdes vibrionaceas contabilizadas.
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