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SOUZA, R.G.; GONCALVES, F.R.S.de C.; CARDOSO, L.D.; SIGNOR, A. SELECAO DE
BACTERIAS COM POTENCIAL PROBIOTICO PARA O CULTIVO DE PEIXES
MARINHOS. Dissertagao (Mestrado) — Universidade Estadual do Oeste do Parana

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar em dois estudos, o potencial probidtico de bactérias
isoladas do ambiente marinho e do intestino de Rachycentron canadum e Macrobrachium
rosenbergi e verificar sua capacidade de colonizacdo do trato intestinal de robalo-peva
(Centropomus parallelus). Estudo 1 foram utilizados 225 juvenis de robalo-peva (3,08 =1 ge
77,7 = 7,12 mm), distribuidos em 15 tanques de 100 L alimentados duas vezes por dia a 5% da
biomassa total, divididos em 3 tratamentos: probidtico desenvolvido (PRO) multicepa (B21CO,
B21C, MG, MGO, MB e MBO); controle positivo (C+) com probidtico comercial; e controle
negativo (C-) grupo placebo, por um periodo de 65 dias. A atividade antimicrobiana
antagonicas ao patogeno Vibrio parahaemolyticus foram positivas, as cepas bacterianas MBO,
MB, B21C e B21CO tiveram os melhores halos inibitdrios. Todas as cepas foram resistentes a
pH 4cido e sais biliares podendo sobreviver ao processo digestivo até atingir o trato intestinal
do animal. Todas as cepas foram capazes de se autoagregar, sendo a MG e MGO os melhores
resultados de agregacdo. Foram analisadas bactérias totais e Vibrio spp. no intestino ¢ na agua
de cultivo e em ambos os resultados ndo houveram diferencas estatisticas (p<0,05). Estudo II
foram 72 juvenis de robalo-peva (15,47 + 6,59 g e 100,76 + 10,40 mm), distribuidos em 12
tanques de 100 L (6 peixes/tanque) e divididos em 4 tratamentos: Controle (placebo), MBO
(Enterobacter hormaechei), B21CO (Bacillus subtilis) e MBO + B21CO (E. hormaechei + B.
subtilis) pelo periodo de 28 dias. A quantificacdo dos probidticos no intestino e na agua de
cultivo foram maiores no T1 (primeira coleta, no 14° dia de cultivo) do que no T2 (coleta final,
no 28° dia de cultivo) ap6s a inoculagdo do patogeno. Os Vibrio spp. tanto no intestino quanto
na agua de cultivo dos tratamentos com probioticos foram significativamente (p<0,05) menores
comparados ao grupo controle. Conclui-se que as cepas E. hormaechei e B. subtilis tem grande
potencial no antagonismo in vitro frente ao V. parahaemolyticus. Todas as cepas analisadas
sobrevivem as condi¢des do trato gastrointestinal, as cepas E. hormaechei e B. subtilis
colonizaram o intestino de robalo-peva (C. parallelus) em 14 dias, e a cepa S. marcenses em 21
dias. Todas as cepas mostraram capacidade efetiva de se autoagregar. Nos testes in vivo as cepas
B. subtilis e E. hormaechei foram capazes de reduzir significativamente os Vibrio spp. no
intestino e na dgua de cultivo.

Palavras-chave: Antimicrobiano, Bactérias benéficas, Robalo-peva.



SOUZA, R.G.; GONCALVES, F.R.S.de C.; CARDOSO, L.D.; SIGNOR, A. SELECTION
OF BACTERIA WITH PROBIOTIC POTENTIAL FOR THE CULTIVATION OF
MARINEFISH. Dissertation (Master) - State University of Western Parana.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate, in two studies, the probiotic potential of substances
from the marine environment and the intestine of Rachycentron canadum and Macrobrachium
rosenbergi and to verify their colonization capacity in the intestinal tract of fat snook
(Centropomus parallelus). Study I used 225 juvenile fat snook (3.08 £ 1 gand 77.7 £ 7.12 mm),
distributed in 15 100 L tanks fed twice a day at 5% of the total biomass, divided into 3
treatments: multistrain developed (PRO) probiotic (B21CO, B21C, MG, MGO, MB and MBO);
positive control (C +) with commercial probiotic; and negative control (C-) placebo group, for
a period of 65 days. The antimicrobial activity antagonistic to the pathogen Vibrio
parahaemolyticus was positive, the bacterial strains MBO, MB, B21C and B21CO had the best
inhibitory halos. All strains were resistant to acid pH and bile salts, being able to survive the
digestive process until reaching the animal's intestinal tract. All strains were able to self-
aggregate, with MG and MGO being the best aggregation results. Total bacteria and Vibrio spp.
in the intestine and in the culture water and in both results there are no statistical differences
(»<0.05). Study II consisted of 72 juvenile fat snook (15.47 + 6.59 g and 100.76 + 10.40 mm),
distributed in 12 100 L tanks (6 fish / tank) and divided into 4 treatments: Control (placebo),
MBO (Enterobacter hormaechei), B21CO (Bacillus subtilis) and MBO + B21CO (E.
hormaechei + B. subtilis) for a period of 28 days. The quantification of probiotics in the intestine
and in the culture water were higher in T1 (first collection, on the 14th day of culture) than in
T2 (final collection, on the 28th day of culture) after pathogen inoculation. Vibrio spp. both in
the intestine and in the culture water of the treatments with probiotics were studied (p<0.05)
smaller compared to the control group. It is concluded that E. hormaechei and B. subtilis strains
have great potential without in vitro antagonism against V. parahaemolyticus. All strains
analyzed survive according to the conditions of the gastrointestinal tract, as E. hormaechei and
B. subtilis strains colonized the intestine of fat snook (C. parallelus) in 14 days, and the S.
marcense strain in 21 days. All strains with effective ability to self-aggregate. In vivo tests such
as B. subtilis and E. hormaechei strains were able to reduce the benefits of Vibrio spp. without
intestine and in the growing water.

Keywords: Antimicrobial, Beneficial bacteria, Fat snook.
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1 INTRODUCAO

A pesca extrativista se mantém estagnada hd mais de duas décadas, em oposicao, a
aquicultura que vem se intensificando e suprindo a demanda de proteina para a populacao
global. No periodo de 2018, a maricultura produziu cerca de 179 milhdes de toneladas (FAO,
2020). A piscicultura marinha ¢ um dos segmentos que mais crescem no mundo, porém, no
Brasil, apesar das condigdes climaticas serem favoraveis, o cultivo de organismos aquaticos
marinhos ainda ndo ¢ uma atividade consolidada (CAVALLI & HAMILTON, 2009; FAO,
2020).

No Brasil, vem se estudando diversas espécies de peixes marinhos, com foco no
desenvolvimento de tecnologias de cultivo (BALDISSEROTTO & GOMES, 2010). O robalo-
peva — Centropomus parallelus — fo1 observado como um peixe com caracteristicas e resultados
promissores para cultivo em aguas nacionais (LIEBL et al., 2016; PINHO et al., 2016). Entre
essas caracteristicas favoraveis estdo elencados o crescimento equivalente ao de muitas espécies
marinhas ja cultivadas, boa taxa de conversao alimentar, resisténcia a diferentes salinidades e
grandes densidades de estocagem (CERQUEIRA, 2010).

Com a crescente intensificagdo e comercializagdo da produgdo aquicola, as doencas se
tornaram um dos principais obstaculos na industria de cultivo (HAIL 2015). As doengas mais
comuns na aquicultura sdo causadas por patdogenos bacterianos Gram-negativos como os dos
géneros Aeromonas, Flavobacterium, Pseudomonas, Vibrio e Yersinia. Esses patdgenos sao
agentes etioldgicos de vérias patologias como a doenca da boca vermelha entérica, furunculose,
hemorragia, septicemia, vibriose entre outras (CASCALES et al., 2016; PATRA et al., 2016;
WIKLUND, 2016; RONNESETH et al., 2017).

Na aquicultura, os agentes quimioterapicos, como antibidticos e produtos quimicos, sao
a cura cléssica para infec¢oes microbianas (CHAUHAN & SINGH, 2019). No entanto, o uso
extensivo desses quimioterapicos leva ao seu acumulo no habitat aquatico e resulta em
consequéncias prejudiciais como o surgimento de bactérias resistentes a antibidticos, acimulo
de residuos de antibioticos na carne, eliminacao de microbios benéficos do trato gastrointestinal
e alteragdes na microbiota (efeito em micrébios ndo-alvo) do ambiente aquatico (MUNOZ-
ATIENZAL et al., 2013; AZEVEDO et al., 2015).

Uma abordagem alternativa emergente e promissora para prevenir doencas em peixes,
esta no uso de probidticos, que ajudam os peixes a resistir aos patdgenos por varios mecanismos

(CHAUHAN & SINGH, 2019). A importancia dos probioticos usados na aquicultura nao se
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limita apenas ao trato gastrointestinal, mas também desempenha um papel importante na
melhoria da saude geral de um organismo (MEHRABI et al., 2018).

As bactérias do género Bacillus sao as mais estudadas como probidtico, bem como sua
associag¢do com o hospedeiro, entre a grande variedade de animais aquaticos, porém existe uma
gama de bactérias que podem ser utilizadas para a melhoria do cultivo de peixes marinhos. A
introducdo de probidticos na aquicultura comegou com o advento de tecnologias agricolas
sustentaveis e cientificas, como sistemas de recirculacdo de agua (RAS), sistemas de producao
de aquicultura com troca minima de agua e tecnologias de bioflocos (BFT) (JAMES et al.,
2021). Na literatura foram relatados diversos beneficios com a utilizagdo de Bacillus sp. na
suplementagdo de ragdes de organismos aquaticos como: aumento de taxa de sobrevivéncia e
redugdo na conversao alimentar (YANBO & ZIRONG, 2006), capacidade de resistir a doencas
(BALCAZAR et al., 2006; KAVITHA et al., 2018; RAMESH & SOUISSI, 2018; YI et al.,
2018), melhora no sistema imunologico (NAYAK, 2010; ABRIOUEL et al., 2011;
BURUIANA et al., 2014), redugio do estresse em varias espécies de cultivo (SHAHEEN et al.,
2014; ABDOLLAHI-ARPANAHI et al., 2018; EISSA et al., 2018) e também desempenha
papel importante na manutengdo da qualidade de &gua de varios sistemas aquicolas
(CAMARGO & ALONSO 2006; NIMRAT et al., 2012; ZOKAEIFAR et al., 2014).

Grandes variedades de bactérias Gram-negativas também desempenham papel como
probiodticos putativos na aquicultura. Embora as bactérias Gram-negativas ndo sejam
comumente administradas na aquicultura, diversos autores descrevem seus efeitos benéficos na
suplementagdo do animal (HAI, 2015).

Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial probidtico de bactérias
isoladas do ambiente marinho e do intestino de Rachycentron canadum e Macrobrachium
rosenbergi e verificar sua capacidade de colonizagdo do trato intestinal de robalo-peva

(Centropomus parallelus).

2 MATERIAL E METODOS

O projeto do qual esse trabalho faz parte esta registrado na CEUA/Ifes sob o nimero

23185.000445-2018-10.

2.1 CEPAS PROBIOTICAS
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As cepas utilizadas para a formulagdo do probidtico foram previamente isoladas pela
equipe do Laboratorio de Ecologia Microbiana do IFES — Campus Piuma-ES. A cepa
denominada B21CO foi isolada do intestino de juvenis de beijupira (Rachycentron canadum),
a cepa B21C foi isolada da 4gua de cultivo de bejupiras e as cepas MG e MGO foram isoladas
da agua de cultivo de camardes, as cepas MB e MBO foram isoladas do intestino de camarao

da Malasia (Macrobrachium rosenbergii).

2.2 AVALIACAO DO ANTAGONISMO IN VITRO

As cepas selecionadas foram submetidas ao teste de inibi¢do em triplicata, sendo que o
patégeno V. parahaemolyticus (ATCC 17802) foi inoculado com uso de um swab (10°
UFC/mL) em placas de Petri com meio de cultura Agar Nutriente adicionado de 3% de NaCl
(ANS), a bactéria antagonista foi inoculada no centro da placa com o auxilio de uma alga de
platina e as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Os halos de inibi¢do foram medidos

com paquimetro.

2.3 ENSAIOS DE TOLERANCIA AO PH GASTRICO E SAL BILIAR

O teste de resisténcia em pH éacido foi feito de acordo com a metodologia descrita por
Sansawat e Thirabunyanon (2009), a bactéria foi inoculada em caldo nutriente estéril
adicionado de 3% de NaCl (CNS) na propor¢io de 10° UFC/mL verificada em
espectrofotdmetro (Spectro 560 Visible Spectrophotometer - MARTE) e diluiu-se 100 pL da
solucao em 900 pL de tampao fosfato (pH 2,5) e posteriormente incubada por 3 horas a 35°C
em estufa bacteriologica (LUCA 81/180 - LUCADEMA). Logo apds, diluiu-se 100 pL da
solugdo acida em 900 puL de tampao fosfato de potéassio (pH 7,0), homogeneizou-se e plaqueou-
se 50 uL da solugdo em meio ANS e foi incubado por 24 horas a 35°C em estufa bacterioldgica
(LUCA 81/180 - LUCADEMA). Apo6s o periodo de incubagao foi realizado a quantificagdo das
colOnias.

Para o teste de resisténcia a sais biliares, utilizou-se 100 uL da solugdo de cada cepa e
adicionou e diluiu em 900 pL de caldo nutriente (CN) com 0,3% de extrato de bile e incubados
a 35°C por 24 horas em estufa (LUCA 81/180 - LUCADEMA). Em seguida foram plaqueados
50 uL da solugdo em meio ANS, incubados por 24 horas a 35°C em estufa (LUCA 81/180 -

LUCADEMA), e posteriormente, quantificou-se o numero de col6nias formadas.
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2.4 TESTE DE AUTOAGREGACAO

Foi utilizado o método proposto por Grzeskowiak et al., (2012) com modificagdes para
esse teste. As bactérias foram cultivadas em CNS por 24 horas a 37°C em estufa (LUCA 81/180
- LUCADEMA). As culturas foram centrifugadas a 4500 rpm durante 15 minutos e lavadas 2
vezes com tampao fosfato de potassio (pH 7,0). O alimento foi ressuspendido em 4 mL tampao
fosfato e ajustada a concentragio para 10® UFC.g™!, seguindo a escala McFarland 0.5. Os tubos
foram agitados em agitador tipo vortex por 10 segundos e incubados a 35°C em estufa
bacteriologica (LUCA 81/180 - LUCADEMA). A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro (Spectro 560 Visible Spectrophotometer - MARTE), com 600,m. Para a
leitura, 0,1 mL da suspensao bacteriana (por¢ao superior) foi transferido para um tubo contendo
3,9 mL de tampao fosfato, nos tempos 1, 2 e 18 horas ap6s incubagado. O calculo da porcentagem

de autoagregacao foi realizado de acordo com a féormula:

Af
AT = 1—<—,>*100
Ai

AT: autoagregagdo, Ai: leitura anterior a incubagdo. Af: leitura apds 1 hora de incubagdo.

(GRZESKOWIAK et al., 2012)

2.5 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura caldo nutriente, a 35°C/24 horas e
posteriormente transferidas para o kit API20E® ou API50® da Biomerieux para a identificacdo
bioquimica das cepas.

A identificagdo molecular foi realizada através de sequenciamento de alto desempenho

do gene 16S rRNA regido V3-V4, utilizando o MiSeq Sequencing System — lllumina.

2.6 AQUISICAO DOS PEIXES

Os exemplares do robalo-peva (Centropomus parallelus) foram obtidos diretamente da
Maricultura Pandini LTDA localizada ao norte do estado do Espirito Santo no municipio de
Conceic¢do da Barra. Os peixes foram estocados em sacos plasticos oxigenados e transportados

em veiculo terrestre até o Instituto Federal do Espirito Santo (IFES) — Campus Piima, onde
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foram aclimatados e soltos em duas caixas circulares de 2,0 m? provisoriamente, onde ficaram

por um periodo de 30 dias antes do inicio do experimento.

2.7 PREPARACAO DO PROBIOTICO

Uma solucdo contendo as bactérias probidticas foi preparada diariamente, utilizando-se
cada bactéria na concentragio final de 10!' UFC/g de alimento, verificados em
espectrofotometro (Spectro 560 Visible Spectrophotometer - MARTE). A dieta experimental
utilizada foi o filé de peroa (Balistes capriscus) in natura, cortado em pequenos cubos. As cepas
bacterianas foram centrifugadas (DT 4500 — DAIKI) e ap0s as 24 horas de crescimento em caldo
nutriente a 35°C em estufa (LUCA 81/180 - LUCADEMA), ressuspendidas em tampao fosfato
de potassio (pH 7,0), ajustadas a concentragiio de 10!! UFC/mL e aspergidas no alimento (1
mL/g). O grupo controle positivo (C+) foi feito de acordo com as especifica¢des do fabricante,
por diluicdo em 4gua, ajustadas e aspergidas no alimento em propor¢des igual ao grupo

anteriormente descrito. Apos 30 minutos os peixes foram alimentados.

2.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

2.8.1 Estudo I

Cada repeticao foi isolada e mantida em sistema Unico com um filtro adaptado para
particulas fisicas e bioldgicas em cada caixa. As analises de qualidade de dgua foram feitas
diariamente e os parametros avaliados: amonia, nitrito, pH, temperatura (°C), salinidade e
oxigénio dissolvido.

Os juvenis de C. parallelus (n =225;3,08 g+ 1 g; 77,7 £ 7,12 mm) foram distribuidos
em 15 tanques de 100 L (15 peixes/tanque) e alimentados duas vezes ao dia, totalizando 5% da
biomassa total. Foram utilizados trés tratamentos: Probidtico (PRO), composto pelas cepas
selecionadas anteriormente (B21CO, B21C, MG, MGO, MB, MBO); controle positivo (C+),
utilizando-se um probiotico comercial; e controle negativo (C-), grupo placebo. Semanalmente,
os peixes foram deixados em jejum por 24 horas e cinco peixes por tratamento foram
anestesiados utilizando-se eugenol 10% e eutanasiados por insensibilizagdo térmica para

analise de colonizagdo probidtica. O experimento foi realizado por um periodo de 65 dias.
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2.8.2 Estudo 11

Cada repeticao foi isolada e mantida em sistema Uinico com um filtro adaptado para
particulas fisicas e bioldgicas em cada caixa. As analises de qualidade de dgua foram feitas
diariamente e os parametros avaliados: amonia, nitrito, pH, temperatura (°C), salinidade e
oxigénio dissolvido.

Os juvenis de C. parallelus (n=72; 15,47 £ 6,59 g; 10,76 = 1,40 mm) foram distribuidos
em 12 tanques de 100 L (6 peixes/tanque) e alimentados duas vezes ao dia, totalizando 5% da
biomassa total. Foram utilizados quatro tratamentos: controle (C) grupo placebo; MBO (£.
hormaechei) uma cepa gram-negativa; B21CO (B. subtilis) uma cepa gram-positiva; e MBO +
B21CO (E. hormaechei e B. subtilis) um probidtico multicepa composto de uma gram-positiva
e uma gram-negativa. O tempo total de experimento foi de 28 dias (quatro semanas). Ocorreram
duas coletas, uma no 14° dia e outra no 28° dia de experimento. Trés peixes foram deixados em
jejum por tratamento durante 24 horas, e posteriormente, anestesiados utilizando-se eugenol

10% e eutanasiados por insensibiliza¢do térmica para analise de coloniza¢do probidtica.

2.9 AVALIACAO DO POTENCIAL DE COLONIZACAO DAS CEPAS PROBIOTICAS

Foram coletadas amostras de intestino, maceradas em solucdo salina estéril (0,85%) na
proporgdo de 1:10, diluidas serialmente e plaqueadas em meio de cultura Agar Nutriente (AN).
As placas foram incubadas por 24 horas a 35°C em estufa (LUCA 81/180 - LUCADEMA) e o
niimero de UFC.g™! foi determinado. Para a identificaciio das bactérias utilizadas na formulagdo
do probiotico foram utilizados a observagdao morfologica detalhada e posteriormente realizada
a avaliacdo bioquimica com a utilizagdo de sete testes distintos: fermentagdo de glicose e
sacarose, producdo de H»S, producdo de gas, producdo de urease, utilizacdo de manitol e

degradacao de triptofano.

2.10 AVALIACAO DE PROBIOTICOS E VIBRIO NA AGUA DE CULTIVO

As amostras de dgua foram coletadas semanalmente e diluidas serialmente em soluc¢do
salina estéril (0,85%), plaqueadas em Agar Nutriente (AN) para avaliagdo de bactérias totais e
em Agar tiossulfato-citrato-sais biliares-sacarose (TCBS) para avaliagio de vibrios totais e
incubadas em estufa a 35°C durante 24 horas (LUCA 81/180 - LUCADEMA) para posterior

determina¢do do nimero de UFC/mL.
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2.11 INOCULACAO DOS PATOGENOS NOS PEIXES

2.12.1 Inoculagdo do patdgeno nos peixes do experimento 1

A inoculagdo do patégeno ocorreu na sétima semana de suplementacio dos probioticos.
O V. parahaemolyticus foi suspenso em solugio salina estéril (0,85%) na concentragdo 10®
UFC/mL verificado em espectrofotdmetro (Spectro 560 Visible Spectrophotometer - MARTE).
Foram injetados 200 pL da suspensdo bacteriana em cada peixe, por meio de inje¢ao

intraperitoneal.

2.12.2 Inoculagdo do patdgeno nos peixes no experimento 2

A inoculacdo do patégeno ocorreu 21° dia de suplementacdo dos probidticos. O V.
parahaemolyticus foi suspenso em solucdo salina estéril (0,85%) na concentracio 108 UFC/mL
verificado em espectrofotometro (Spectro 560 Visible Spectrophotometer - MARTE). Foram

injetados 200 pL da suspensdo bacteriana em cada peixe, por meio de injecdo intraperitoneal.

2.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo software de andlises estatisticas Statistica® 10. Os
dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de Bartlett, normalidade Shapiro-Wilk e a

analise de variancia, seguido de teste de Tukey em nivel de 5% de significancia.

3 RESULTADOS

3.1 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

De acordo com os resultados das analises bioquimicas, a bactéria B21CO pertence ao
género Bacillus, as bactérias MG e MGO pertencem ao género Serratia ¢ as demais bactérias
foram classificadas como sendo da familia Enterobacteriaceae.

Com o sequenciamento do RNA 168 foi possivel classificar as bactérias como sendo do
filo Proteobacteria. A cepa B21CO pertence a classe Bacilli, ordem Bacillales, familia
Bacillaceae, do grupo dos Bacillus subtilis. As demais bactérias pertencem a classe

Gamaproteobacteria, ordem Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae, sendo as cepas
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MG e MGO identificadas como Serratia marcenses, as cepas B21C, MB e MBO como

Enterobacter hormaechei.

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As cepas selecionadas foram submetidas a o teste de inibigdo para comprovacao do
antagonismo ao patdgeno V. parahaemolyticus. As cepas gram-negativas B21C, MB e MBO
(E. hormaechei) e a B21CO (B. subtilis) uma gram-positiva comumente usada na aquicultura
em probidticos comerciais, diferenciaram significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos,
e obtiveram os melhores resultados de inibi¢ao frente ao patogeno V. parahaemolyticus (Tabela
1). As gram-negativas MGO e MG (S. marcenses) obtiveram halos de 6 e 5 mm

respectivamente, inibindo o mesmo patogeno.

Tabela 1. Diametro médio (mm) do halo de inibi¢do das bactérias probioticas frente ao

antagonismo do patogeno Vibrio parahaemolyticus:

Diametro médio dos halos de inibi¢io
Cepas probidticas
V. parahaemolyticus

B21CO 10?
B21C 112
MGO 06°
MBO 122

MG 05°
MB 112

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Diferentes letras nas colunas indicam diferencas significativas (p>0,05).
B21CO (B. subtilis), MGO e MG (S. marcenses.), B21C, MBO e MB (E. hormaechei).

3.3 TOLERANCIA A PH ACIDO E SAIS BILIARES

Esse teste consiste em avaliar a capacidade da bactéria em sobreviver as condi¢des do
trato gastrointestinal dos peixes. Todas as cepas tiveram resultados satisfatorios diante a analise
de resisténcia ao pH acido, tendo crescimento em toda superficie da placa de Petri, com isso,
impossibilitando a quantificagdo das cepas, mesmo apds dilui¢des seriadas. Diante aos sais
biliares, os resultados evidenciaram positivamente todas as cepas, que obtiveram taxa de
sobrevivéncia superior a 50 %, em todos os tempos analisados, o nimero e/ou crescimento foi

tdo elevado que foi impossivel efetuar a contagem das cepas, com resultados superiores a 9x10°
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UFC.g"!'. Com isso, pode-se supor que todas as cepas analisadas sio capazes de sobreviver a

passagem pelo trato digestorio e podem chegar até o intestino do robalo.
3.4 AUTOAGREGACAO

As cepas MBO e B21CO nao foram capazes de se autoagregar no periodo de 1 hora
(Figura 1). As cepas MGO e MG obtiveram as maiores taxas de 60 e 40% respectivamente, de

autoagregacao no periodo de 1 hora.

Figura 1. Grafico de barras, referente a capacidade de autoagregagdo das cepas
bacterianas.
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* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Nio foram observadas diferengas significativas (p<0,05).
B21CO (B. subtilis), MGO e MG (S. marcenses), B21C, MBO e MB (E. hormaechei).

Apos 2 horas as cepas MBO e MG, obtiveram taxas de 66,67 ¢ 60% respectivamente,
sendo as que mais autoagregam nesse periodo, e as cepas B21CO e MB foram as que menos
autoagregaram nesse mesmo tempo. Depois das 18 horas mais uma verificacdo foi feita, e
constatou-se que as cepas MG e MBO novamente alcangaram resultados superiores as demais

cepas, atingindo as taxas de 60,37 e 60% respectivamente.

3.5ESTUDO1

3.5.1 Bactérias e vibrios totais no trato gastrointestinal de Centropomus parallelus e na dgua

de cultivo

O ntimero de bactérias totais no intestino dos peixes variou entre 9x10* e 9x10° UFC/g

durante o experimento e ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.
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A Figura 2, mostra o nimero de bactérias totais referente ao 07° dia (T1) de suplementagdo com

o probiotico e do 58° (T2 - sete dias ap6s a inoculagdo do vibrio), e 65° dia (T3 - Gltima coleta).

Figura 2. Boxplot do numero totais de bactérias no trato gastrointestinal de robalo-peva
(C. parallelus) representado em Log;o UFC.g"! de cada tratamento, sete dias apés o inicio
da suplementagdo probidtica T1 (07° dia), e as ultimas duas semanas T2 e T3 (58° e 65°

dias) apos a inoculagdo do patogeno V. parahaemolyticus.
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* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Néao foram observadas diferengas significativas (p>0,05).
Tratamentos: grupo placebo (C-) controle negativo; probiotico comercial (C+) controle positivo; e probidtico multicepa (PRO).
T1: primeira coleta apds 7 dias de suplementagdo probidtica; T2: sete dias apos inoculagdo do vibrio; e T3: ltima coleta.

Apos observacao morfologica, isolamento de cada cepa em cultura pura e realizagao de
provas bioquimicas, foram identificadas as cepas componentes do probidtico experimental
(PRO). A colonizagdo observada durante o experimento teve comportamento heterogéneo em
relagdo ao periodo de adesdo das cepas ao intestino. B. subtilis (B21CO) e E. hormaechei
(B21C, MBO e MB) colonizaram o trato gastrointestinal do robalo no 14° dia ap6s o inicio da
suplementagdo do probidtico multicepa e se manteve estavel até o final do experimento. Ja a S.
marcenses (MGO e MQG) s6 colonizaram o trato gastrointestinal ap6s 21 dias de suplementagao

do probiotico multicepa.

Para os vibrios totais no intestino, ndo foram observadas diferencas significativas entre
os tratamentos (p<0,05). Na coleta do 7° dia (T1) de cultivo, pode-se observar na Figura 3,

valores de vibrios totais de 9x10? para os tratamentos controle negativo (C-) e positivo (C+).
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Figura 3. Grafico em barras evidenciando o quantitativo total de vibrio no trato
gastrointestinal de robalo-peva (C. parallelus) entre os tratamentos, referentes a primeira

coleta T1 (07° dia) e apds a inoculacdo do patdogeno T2 e T3 (58° e 65° dia).
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* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05)
Tratamentos: grupo placebo (C-) controle negativo; probiotico comercial (C+) controle positivo; e probidtico multicepa (PRO).
T1: primeira coleta apds 7 dias de suplementagio probiotica; T2: sete dias apds inoculagéo do vibrio; e T3: Gltima coleta.

Nao houve diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre os tratamentos

relacionado ao quantitativo total de bactérias na agua.

Figura 4. Boxplot do niimero totais de bactérias na agua de cultivo representado em Logjo
UFC.g"! de cada tratamento, sete dias apds o inicio da suplementagdo probidtica T1 (07°
dia), e as ultimas duas semanas T2 e T3 (58° e 65° dia) ap0s a inoculacdo do patdgeno V.

parahaemolyticus.
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* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Nao foram observadas diferengas significativas (p<0,05)
Tratamentos: grupo placebo (C-) controle negativo; probiotico comercial (C+) controle positivo; e probidtico multicepa (PRO).
T1: primeira coleta apos 7 dias de suplementagdo probidtica; T2: sete dias ap6s inoculagdo do vibrio; e T3: Gltima coleta.

O quantitativo das cepas manteve-se entre os niveis 9x10* e 9x10° UFC.g"! para o probiotico
experimental desenvolvido (PRO), os tratamentos controle negativo (C-) e controle positivo
(C+) nao obtiveram diferencas significativas entre si.

Para o quantitativo de vibrios totais na agua, ndo houve diferencas significativas entre

os tratamentos (p<0,05). Na primeira semana, observou-se valores superiores de vibrios totais
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na agua de cultivo. Ao passar das semanas, até o fim do experimento, esses valores foram

diminuindo até zerarem na ltima coleta para todos os tratamentos (Figura 5).

Figura 5. Grafico em barras evidenciando o quantitativo total de vibrio na dgua de
cultivo entre os tratamentos (PRO, C- ¢ C+), referentes a primeira coleta T1 (07° dia)

e apo6s a inoculacdo do patdogeno T2 e T3 (58 e 65° dia).
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* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Nao foram observadas diferengas significativas (p<0,05)
Tratamentos: grupo placebo (C -) controle negativo; probidtico comercial (C +) controle positivo; e probidtico multicepa (PRO).
T1: primeira coleta apds 7 dias de suplementagdo probidtica; T2: sete dias ap0s inoculagdo do vibrio; e T3: lltima coleta.

Os parametros de qualidade de 4gua dos tratamentos mantiveram os niveis médios de:
amonia (0,10 + 0,1), nitrito (1,29 £+ 0,03), pH (7,77 + 0,02), salinidade (7% = 0,0), temperatura
(22,63° C £ 0,01) e oxigénio dissolvido (5,1 mg/L™'+ 0,21). Foram monitorados diariamente e

permaneceram em valores proximos entre os tratamentos.

3.6 ESTUDO 11
3.6.1 Colonizagdo probiodtica gastrointestinal e da agua de cultivo

Para os resultados de colonizacdo probidtica, foram quantificados apenas as cepas
selecionadas e isoladas do montante total. O total de cepas probidticas encontradas no trato

gastrointestinal variou de 9x10% a 9x10° UFC.g"! entre os tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios e desvio padrao de colonias probiodticas no trato gastrointestinal
de robalo-peva (C. parallelus) nos tratamentos representados em Logjo UFC.g!, referente ao

14° dia (T1) e no 28° dia (T2).

Tratamento T1 (14 dias de cultivo) T2 (28 dias de cultivo)
Controle 0° + 0,00 0b + 0,00
MBO 4,62° + 0,66 2,232+ 1,60
B21CO 2,67°+0,43 3,00* + 0,00
MBO + B21CO 5,222+ 0,72 3,832+ 0,83

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Diferentes letras nas colunas indicam diferengas significativas (p<0,05).
MBO: Enterobacter hormaechei, B21CO: Bacillus subtilis e Controle: grupo placebo.
T1: primeira coleta 14 dias apos a suplementagdo probiotica; T2: coleta final, uma semana apds a inoculagio do patogeno V. parahaemolyticus.

Nao houve diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos com probidticos
desenvolvidos. Na primeira coleta (T1) em niimeros absolutos, o grupo multicepa (MBO +
B21CO) teve desempenho melhor frente aos outros tratamentos. Ao observar cada cepa
separadamente, a cepa MBO (E. hormaechei) teve mais sucesso na colonizagdo gastrointestinal
do que a cepa comumente utilizada em probiodticos comerciais B21CO (B. subtilis). Na Gltima
coleta (T2), sete dias apds a inoculagdo do patdogeno, nao houve diferencas significativas entre
os tratamentos experimentais (p<0,05). Ap6s a inoculagdo do vibrio, observou-se uma queda
em todos os tratamentos contendo a cepa MBO (E. hormaechei), essa possivelmente, foi afetada
diretamente apos a inser¢ao do patdgeno, apesar da eficiéncia antagdnica nos testes in vitro ao
mesmo, anteriormente descrita. Nao foram encontradas colonias probidticas no trato
gastrointestinal do tratamento controle.

Nos valores de cepas probioticas contidas na dgua de cultivo, observou-se que em todos
os tratamentos, mantiveram o quantitativo similar entre 9x10* UFC.g"! (Tabela 3). Nao foi
observada diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos de probitticos desenvolvidos

nos dois periodos analisados (T1 e T2).

Tabela 3. Valores médios e desvio padrdo de coldnias probidticas na agua de cultivo nos

tratamentos representados em Logio UFC.g™!, referente ao 14° dia (T1) € no 28° dia (T2).

Tratamento T1 (14 dias de cultivo) T2 (28 dias de cultivo)
Controle 0°+ 0,00 0b + 0,00
MBO 2,352+ 0,28 2,26+ 0,47
B21CO 2,47*+ 0,08 2,00%+ 0,53
MBO + B21CO 2,57*+ 0,64 2,77* £+ 0,05

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Diferentes letras nas colunas indicam diferencas significativas (p<0,05).
MBO: Enterobacter hormaechei, B21CO: Bacillus subtilis e Controle: grupo placebo.
T1: primeira coleta 14 dias apos a suplementagdo probidtica; T2: coleta final, uma semana apds a inoculagéo do patogeno V. parahaemolyticus.
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Os tratamentos experimentais com cepas solitarias (MBO e B21CO) desenvolvidas
apresentaram reducao do quantitativo de colonias probidticas na agua de cultivo apos o segundo
periodo (T2). O tratamento multicepa (MBO + B21CO) apresentou aumento posterior a
inoculacdo do patégeno. Nao foram encontradas colonias probidticas na agua de cultivo do

tratamento controle.

3.6.2 Vibrios totais no trato gastrointestinal e na agua de cultivo

Os vibrios totais contidos no trato gastrointestinal foram coletados e quantificados,
observaram-se diferengas significativas (p<0,05) entre os tratamentos experimentais nos dois

periodos de coleta em comparagdo ao tratamento controle (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios e desvio padrdo de vibrios totais contidos no trato gastrointestinal

nos tratamentos, representados em Logjo UFC.g"!, referente ao 14° dia (T1) e no 28° dia (T2).

Tratamento T1 (14 dias de cultivo) T2 (28 dias de cultivo)
Controle 2,36*+ 0,47 3,47* £ 0,34
MBO 0,14°+ 0,43 1,23*+ 1,18
B21CO 0,17°+ 0,41 1,62°+ 1,30
MBO + B21CO 0,51°+0,80 1,24°+ 1,28

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Diferentes letras nas colunas indicam diferengas significativas (p<0,05).
MBO: Enterobacter hormaechei, B21CO: Bacillus subtilis e Controle: grupo placebo.
T1: primeira coleta 14 dias apos a suplementagdo probidtica; T2: coleta final, uma semana apds a inoculagdo do patogeno V. parahaemolyticus.

Em todos os tratamentos antes da inoculagdo do vibrio pode-se observar um quantitativo
de vibrios endogenos oportunistas. Os tratamentos de probiodticos desenvolvidos tiveram
valores aproximados quando comparados ao grupo controle. Com isso, fica evidente a
eficiéncia de ambas as cepas, tanto no controle de vibrios totais, quanto aos pos inoculados,
obtendo uma infec¢do do vibrio mais branda, quando comparado ao tratamento placebo.

Os vibrios totais na agua de cultivo foram quantificados, e na primeira coleta ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05), ja na ultima coleta, os tratamentos com
probidticos desenvolvidos diferenciaram significativamente (p<0,05) do tratamento placebo

(Tabela 5).
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Tabela 5. Valores médios e desvio padrdo de vibrios totais na agua de cultivo nos tratamentos

representados em Log;o UFC.g"!, referente ao 14° dia (T1) e no 28° dia (T2).

Tratamento T1 (14 dias de cultivo) T2 (28 dias de cultivo)
Controle 1,862+ 1,26 2,97+ 0,77
MBO 1,22* + 0,80 1,80°+ 0,57
B21CO 0,74*+ 0,90 1,68+ 0,81
MBO + B21CO 1,40* £ 0,87 1,32°+0,88

* Os dados foram submetidos a ANOVA e teste de tukey (p<0,05). Diferentes letras nas colunas indicam diferengas significativas (p<0,05).
MBO: Enterobacter hormaechei, B21CO: Bacillus subtilis e Controle: grupo placebo.
T1: primeira coleta 14 dias apos a suplementagdo probidtica; T2: coleta final, uma semana apds a inoculagéo do patogeno V. parahaemolyticus.
No primeiro tempo (T1) a suplementacao probidtica dos tratamentos desenvolvidos nao
foi suficiente estatisticamente para o controle dos vibrios totais, mas quando observamos o
momento pds inser¢ao do vibrio (T2) nos robalos, os tratamentos de probidticos desenvolvidos

tiveram eficéacia significativa (p<0,05) na reducdo de vibrios totais quando comparados ao

tratamento placebo.

Os parametros de qualidade de 4gua dos tratamentos mantiveram os niveis médios de:
amonia (0,12 £ 0,2), nitrito (1,20 = 0,12), pH (7,61 = 0,01), salinidade (7 % + 0,0), temperatura
(23,10° C + 0,22) e oxigénio dissolvido (5,3 mg/L™! + 0,12). Foram monitorados diariamente e

permaneceram em valores proximos entre os tratamentos.

4 DISCUSSAO

Os testes in vitro de antagonismo diante de patdgenos, fundamentado na competi¢ao por
nutrientes e na produgao de compostos inibitorios, sao premissas cruciais para a selecdo de uma
potencial cepa probidtica (GILDBERG et al., 1995; HUYS et al., 2001). Nesse estudo podemos
observar um antagonismo interessante da cepa B. subtilis diante do V. parahaemolyticus, o
mesmo obteve um didmetro expressivo na inibicdo do patdégeno. O género Bacillus sdo
amplamente relatados na literatura pela sua produg¢do de compostos antimicrobianos que
incluem peptideos e antibioticos lipopeptidicos, bacteriocinas e inibidores semelhantes (STEIN,
2005; ABRIOUEL et al., 2011; SUMI et al., 2015). A gram-negativa E. hormaechei ¢é
relativamente nova nas pesquisas com suplementacdo probiodtica. Um estudo in vitro liderado
por Gosh et al., (2011), demonstrou capacidade inibitoria frente a Aeromonas hydrophila,
Vibrio corallilyticus, Vibrio fluvialis, Vibrio hollisae e Vibrio metschnikovii, e no presente
estudo, pode-se observar a eficiéncia na inibi¢do de crescimento do Vibrio parahaemolyticus.

Diante disso, podemos afirmar que a gram-negativa E. hormaechei tem grande potencial
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combativo in vitro ao género Vibrio, que € um dos principais causadores de enfermidades nos
empreendimentos aquicolas.

Para a selecao de uma cepa bacteriana como potencial probiotico, € fundamental que ela
sobreviva os transitos da alimentacdo, até atingir o intestino do animal. Partindo desse
pressuposto, diversos autores selecionam bactérias autdctones para elaboragdo de possiveis
probioticos (COSTA et al., 2013; GHANEI-MOTLAGH et al., 2019; KAKTCHAM et al.,
2017; LINH, SAKAI & TAOKA, 2017). Nesse estudo, ambas as cepas tiveram sobrevivéncia
superior a 50 % quando testadas nos sais biliares, ¢ o pH acido ndo inibiu o crescimento das
cepas, pelo contrério, tiveram um crescimento exacerbado impossibilitando a contagem. Assim,
pode-se afirmar que as bactérias t€ém potencial probidtico, por suportarem as adversidades do
trato digestorio, e dessa maneira, poder atingir o intestino do animal.

A autoagregagdo ¢ uma forma indireta de determinar a capacidade de aderéncia das
bactérias (COLLADO, MERILUOTO & SALMINEN, 2008). As bactérias responsaveis pela
agregacao formam um precipitado e, portanto, produzem uma solugdo superior limpida em
comparagdo com as cepas nao agregadoras que produzem uma suspensdo turva
(BALAKRISHNA & KUMAR, 2012). No presente estudo foi observada capacidade positiva
de autoagregacdo em todas as cepas analisadas, sendo o periodo de 2 horas o de maior sucesso
entre os tempos examinados. A cepa Serratia sp. (MGO e MQG), foram as que tiveram melhor
taxa de autoagrega¢do, de acordo com Clements et al. (2019), o gé€nero Serratia sp. sio uma
fonte predominantemente inexplorada de metabolitos secundarios antimicrobianos, produtora
de compostos biossurfactantes, esses compostos tem alta capacidade de emulsificacao que pode
ser interessante para o hospedeiro, mas ainda deve ser estudada mais profundamente.

Probioticos, muitas vezes referidos como promotores da vida, sdo os suplementos
microbianos vivos que melhoram o equilibrio da flora intestinal e conferem beneficios a satde,
melhorando naturalmente o estado geral de satde do hospedeiro (FULLER 1989; GISMONDO
et al., 1999; FAO & WHO, 2002). As espécies de Bacillus frequentemente exercem efeitos
sinérgicos sobre a microbiota intestinal nativa do hospedeiro. Como outras espécies de Bacillus,
B. subtilis também promove e ajuda a estabelecer outra microbiota benéfica como bactérias de
acido lactico (BAL) no trato gastrointestinal do hospedeiro (HOA et al., 2000). Sendo um
anaerdbio facultativo, ele utiliza o oxigénio livre no intestino do hospedeiro rapidamente,
favorecendo o crescimento de outras bactérias (HOA et al., 2000; KAUR et al., 2002; DENG
et al. 2013). Jesus et al. (2016), suplementaram B. subtilis em racao extrusada (45 % PB) para
juvenis de robalo-peva e apds 30 dias observaram que além da coloniza¢ao de sucesso, o

numero da microbiota em geral (gram-positiva e gram-negativa) foi elevado de forma
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significativa, esse resultado ndo pode ser afirmado no primeiro estudo (experimento 1), apesar
de ocorrer um ligeiro aumento na microbiota total intestinal, a mesma nao ¢ significativa entre
os tratamentos. Segundo Souza et al. (2010), que trabalharam com suplementagdo probidticas
de bactérias do acido latico (Lactococcus sp. e Lactobacillus plantarum) para robalo-peva
(Centropomus parallelus) observaram que esse aditivo adicionado a alimentacdo, reduziu
significativamente o quantitativo de Vibrio spp. no trato intestinal do animal quando
comparados com o tratamento placebo, isso corrobora com o resultado observado no presente
estudo.

A E. hormaechei ¢ uma espécie gram-negativa pouco relatada como probiotico na
aquicultura. Os estudos comumente encontrados na literatura, mostram a cepa E. hormaechei
como patdgeno causador de enfermidades em humanos (DING et al., 2021; JIMENEZ-
CASTILLO et al., 2021) e resistente a atividades antimicrobianas (KHODOR et al., 2021;
SEKYERE & RETA, 2021). Nesse estudo a E. hormaechei (MBO) foi capaz de controlar e
reduzir significativamente o niimero de vibrios totais no intestino de robalo-peva tanto na
primeira coleta (T1) quanto na coleta final (T2), e na agua de cultivo observou-se uma reducao
significativa apenas na coleta final (T2), quando comparados ao tratamento controle em ambos
testes. Monowar et al. (2021) afirmam que E. hormaechei ¢ produtora de AgNPs
(nanoparticulas de prata) com atividade antimicrobiana significativa contra B. cereus
patogénico (ATCC 10876), S. aureus subsp. aureus (ATCC 11632) e C. albicans (ATCC
10231) em comparacdo com antibidticos convencionais.

O bem-estar e o crescimento de qualquer organismo dependem diretamente de seu
ambiente (HURA et al., 2018). A condicao 6tima e o estado fisico-quimico da agua de criacao
¢ uma preocupacao essencial na aquicultura e a maioria das infec¢des pode ser resultado da ma
qualidade da agua (ZOKAEIFAR et al., 2014). Bactérias gram-positivas do género Bacillus
foram correlacionadas nao apenas com a melhoria da qualidade de agua, mas também com o
declinio na populagdo de patdgeno no ambiente de cultivo, a taxa melhorada de sobrevivéncia
e crescimento e as melhores condigdes de bem-estar dos juvenis de Camardo-tigre-gigante —
Penaeus monodon — (NGAN & PHU 2011). No presente experimento as cepas estudadas B.
subtilis e E. hormaechei foram capazes de reduzir o quantitativo de Vibrio spp. no ambiente de
cultivo, quando comparados ao tratamento controle. Enzimas extracelulares e peptideos
antimicrobianos produzidos por espécies de Bacillus ndo apenas controlam bactérias
patogénicas, mas também melhoram a qualidade da 4gua de criacdo (XU et al., 2013;
NAVINCHANDRAN et al., 2014; NIMRAT et al., 2012; OCHOA-SOLANO & OLMOS-
SOTO, 2006).
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho, foi possivel definir que as cepas E. hormaechei, B. subtilis e S.
marcenses tem grande potencial no antagonismo in vitro frente ao patdogeno V.
parahaemolyticus, bem como, sobreviver as condi¢des do trato gastrointestinal e colonizar o
intestino de robalo-peva (C. parallelus) em 14 dias para as cepas E. hormaechei ¢ B. subtilis e
21 dias para a cepa S. marcenses. Todas as cepas sdo capazes de se autoagregar sendo a S.
marcenses a com melhor taxa testada nesse experimento. Nos testes in vivo as cepas B. subtilis
e E. hormaechei foram capazes de reduzir significativamente os Vibrio spp. no intestino e na
agua de cultivo. Sendo assim, para entendimento dos mecanismos de agdo das cepas, deve ser
feito outros estudos com metodologias especificas, a fim de compreender a dinamica de atuagdo

no organismo.
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