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POTENCIAL PROBIOTICO DE BA§TERIAS ACIDO-LATICAS ISOLADAS DE
RACAO DE PEIXE

RESUMO

Na aquicultura, a prevencdo e o controle de doencas podem propiciar 0 UuSO
indiscriminado de antibidticos. Para substituir a administracao de drogas antimicrobianas, tém-se
investido na utilizacdo de bactérias &cido-laticas (BAL) como probioticos. Deste modo,
objetivou-se isolar e identificar BAL de racdes para peixes, e avaliar o potencial probiotico das
cepas por meio de ensaios in vitro. Foram analisadas 36 amostras de rag0es para peixes de
diferentes propriedades piscicultoras da zona rural de Teresina, PI. Para isolamento das cepas foi
utilizado o &4gar Mann-Rogosa-Sharp (MRS), e para identificacdo das BAL foram realizadas
provas metabodlicas. O potencial probiotico foi avaliado por meio da atividade antibacteriana
frente a patdgenos (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e
Escherichia coli), além da capacidade de auto-agregacdo e co-agregacdo. Foram isoladas seis
cepas de BAL: trés do género Lactobacillus spp., duas de Enterococcus spp. e uma de
Pediococcus spp. A cepa 6, pertencente ao género Lactobacillus, foi a Gnica que apresentou
inibicdo frente a todos os patdgenos testados. As demais cepas apresentaram inibicdo apenas
para Pseudomonas aeruginosa. Todas as cepas pesquisadas possuem capacidade de auto-
agregacéo, com a taxa auto-agregagéo variando de 16% a 35%. Todas cepas apresentaram taxas
de co-agregacdo baixas, com uma variacdo de 9% a 22%. Logo, foram isoladas cepas de BAL de
racOes para peixes, as quais foram identificadas como cepas do género Lactobacillus spp.,
Enterococcus spp. e Pediococcus spp. Os testes de auto-agregacéao e co-agregacao demonstraram
que as cepas isoladas ndo apresentaram potencial probidtico satisfatorio. No teste in vitro de
inibicdo aos patdgenos, todas as cepas de BAL foram capazes de inibir Pseudomonas
aeruginosa, e a cepa 6 (Lactobacillus spp.) foi a que apresentou melhor resultado ja que inibiu
todos os patdgenos testados. Apesar dos resultados pouco satisfatorios nos testes probidticos
executados, a cepa 6 (Lactobacillus spp.) pode ser promissora, sendo necessaria a realizagdo de
mais ensaios in vitro, além de ensaios in vivo, para provar seu potencial probidtico completo.

Palavras-chave: Aquicultura; BAL; Enterococcus spp.; Lactobacillus spp.; Pediococcus spp.



PROBIOTIC POTENTIAL OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM FISH
FEED

ABSTRACT

In aquaculture, prevention and disease control can induce the indiscriminate use of
antibiotics. In order to replace the administration of antimicrobial drugs, the industry has been
investing in using lactic acid bacteria (LAB) as probiotics. The objective of this study was to
isolate and identify LAB of fish feed, and assess the probiotic potential of the strains found
through in vitro assays. 36 samples of fish feed fish used in different fish farming properties of
the countryside of Teresina, Pl were analyzed. To isolate the strains it was used agar Mann-
Rogosa-Sharp (MRS), and for identification of BAL metabolic tests were performed. The
probiotic potential of the strains was evaluated by testing their antibacterial activity against
organisms pathogens (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. and
Escherichia coli), also by their auto-aggregation and co-aggregation capacities. Six strains of
LAB were isolated: three of Lactobacillus spp., two of Enterococcus spp. and one of
Pediococcus spp. The strain 6, which belongs to the genus Lactobacillus, was the only one that
showed inhibition against all tested pathogens. The other strains only inhibited the growth of
Pseudomonas aeruginosa. All strains studied possess the capacity of auto-aggregation, and the
rate of auto-aggregation ranged from 16% to 35%. All strains showed low co-aggregation rates,
ranging from 9% to 22%. Thus, it was possible to isolate LAB from fish feed, which were
identified as strains of the genera Lactobacillus spp., Enterococcus spp. and Pediococcus spp.
The LAB strains isolated did not present probiotic potential suitable in the auto-aggregation and
co-aggregation assays. In the in vitro test of inhibition against pathogens, all strains showed
satisfactory probiotic potential for Pseudomonas aeruginosa, being strain 6 (Lactobacillus spp.)
the most promising one due to its capacity of inhibition against all tested pathogens. Despite the
poor results achieved in probiotic evaluation, strain 6 (Lactobacillus spp.) may be promising,
being necessary to carry out more in vitro and in vivo assays to prove its full probiotic potential.

Keywords: Aquaculture; Enterococcus spp.; LAB; Lactobacillus spp.; Pediococcus spp.
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1. INTRODUGCAO

As bactérias acido-laticas (BAL) formam um grupo de diferentes bactérias largamente
encontradas na natureza. Podem estar presentes em meios que sejam ricos em nutrientes, a
exemplo do trato gastrointestinal e urogenital de humanos e animais, em alimentos fermentados
como leite e derivados, carne e gréos, além de esgotos e silagem. Produzem diversos compostos
antimicrobianos, como enzimas bacterioliticas, acidos organicos (o principal é o acido latico),
peréxido de hidrogénio e bacteriocinas. As BAL sdo frequentemente utilizadas na industria de
alimentos para a elaboracéo de produtos alimenticios para humanos, e também sdo empregadas
para a conservagdo de alimentos. Determinadas BAL podem ser utilizadas como probioticos ao
serem adicionadas em alimentos para conferir beneficios a satde dos consumidores.

Os probidticos sdo micro-organismos que, quando administrados na quantidade
adequada a humanos e animais, promovem beneficios a salde, visto que regulam o sistema
digestdrio através da inibicdo de patdgenos e do desenvolvimento da resposta imune. Varios
micro-organismos tém sido utilizados como probioticos, dentre eles as BAL. A escolha por essas
bactérias se da diante a sua capacidade de atender a fatores que devem ser considerados, como
ser segura, ja que algumas BAL possuem o status “Presuncao de Seguranga Qualificada” (QPS),
e também por serem capazes de competir por sitios de ligagdo e produzir substancias
antagonistas.

Nos animais de producdo, os antibioticos sdo associados ao uso terapéutico, ao uso
profilatico e também como promotores de crescimento. No entanto, o uso indiscriminado pode
ocasionar a selecdo de genes de resisténcia as drogas, além da formacdo de residuos no produto
final. Portanto, os probidticos tém sido buscados como alternativa a substituicdo do uso de
drogas antimicrobianas em animais de producdo, pois devido as suas caracteristicas, sdo capazes
de garantir sanidade, melhoria no desempenho produtivo e seguranga alimentar aos produtos.

A aquicultura € uma atividade com ampla expansdo no cenario mundial. No entanto, as
doencas sdo um grande obstaculo para o alcance das metas produtivas. A utilizacdo de BAL na
dieta ou na agua de cultivo modifica a microbiota intestinal, podendo ser uma ferramenta
preventiva ao aparecimento de enfermidades, visto que as BAL podem impedir a fixacdo de
bactérias patogénicas no trago gastrointestinal de organismos aquaticos pela competi¢cdo por
adesdo as células intestinais ou produgdo de substancias antimicrobianas.

Diante o exposto, objetivou-se isolar e identificar BAL de ragdes para peixes, e avaliar

0 potencial probidtico das cepas por meio de ensaios in vitro.
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Os resultados obtidos foram apresentados em forma de artigo cientifico seguindo as
normas de publicacdo da revista Pesquisa Veterinria Brasileira, o qual foi submetido a
publicacdo. O artigo foi apresentado no capitulo intitulado: Potencial probidtico de bactérias

acido-laticas isoladas de racBes para peixes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias acido-laticas

Bactérias laticas ou bactérias acido-laticas (BAL) denominam um grupo heterogéneo de
micro-organismos com diferentes caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas, fisioldgicas e
taxonémicas. Sao descritas como cocos ou bastonetes Gram positivos, catalase negativa, nao
esporuladas, geralmente sem motilidade (algumas possuem flagelos periféricos), ndo redutoras
de nitrato a nitrito, desprovidas de citocromo e &cido tolerantes. Crescem em anaerobiose,
entretanto a maioria ndo é sensivel a oxigénio, podendo o crescimento ocorrer tanto na sua
presenca quanto em sua auséncia, assim sendo classificadas como anaerobias aerotolerantes
(AXELSSON, 2004; LEROY; DE VUNYST, 2004; TORO, 2005; MOZZI; RAYA; VIGNOLO,
2010). Podem ser classificadas como mesofilas ou termdfilas, conforme a oscilacdo da
temperatura 6tima para crescimento entre 30 °C a 37 °C e entre 42°C a 50°C, respectivamente
(SYBESMA et al., 2006).

As BAL possuem elevadas exigéncias nutricionais em relacdo ao substrato, visto que
obtém sua energia pela fermentacdo de carboidratos. Dependendo da via metabdlica utilizada na
fermentacdo da glicose e da concentracdo dos produtos formados, as bactérias podem ser
divididas em dois grupos: homofermentativas e heterofermentativas. As homofermentativas
utilizam a via Embden-Meyerhof Parnas, e sdo capazes de produzir acido latico como o principal
produto da fermentacdo da glicose (90% a 95%). Ja as heterofermentativas utilizam a via das
pentoses, e formam menos de 1,8 mol de &cido latico/mol de glicose, além de quantidades
significativas de dioxido de carbono, acetato, etanol, entre outros (GONCALVES, 2009;
LERAYER et al., 2009; STERR; WEISS; SCHMIDT, 2009).

Esses micro-organismos sdo amplamente dispersos na natureza e capazes de colonizar
meios extremamente diferentes do ponto de vista fisico-quimico e bioldgico. Sdo associadas a
habitats ricos em nutrientes, sendo frequentemente isoladas de alimentos fermentados, a exemplo
de leite, carnes, vegetais, grdos, frutas e bebidas. Algumas dessas bactérias podem estar
presentes naturalmente nos tratos respiratorio e intestinal e em cavidades como boca e vagina de
humanos e animais (LERAYER et al., 2009), além de serem encontradas no solo, 4gua, agua de
esgoto e silagem (HOLZAPFEL et al., 2001; AXELSSON, 2004).

Sdo conhecidos o0s seguintes géneros de BAL: Aerococcus, Carnobacterium,

Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
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Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (COELHO, 2013). Os géneros com
maior importancia sdo: Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus e Weissella (DANIEL et al., 2011).

Essas bactérias destacam-se na inddstria de alimentos e em Salde Publica por
apresentarem caracteristicas transformadoras, deteriorantes, probidticas e bioconservadoras (DE
MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2003). Sdo empregadas como culturas iniciadoras (culturas
starter), proporcionando transformacgdes nas matérias-primas, pela producdo de acidos e outras
substancias que atribuem sabores e aromas especificos em produtos fermentados (LEROY; DE
VUNYST, 2004, COTTER; HILL; ROSS et al., 2005, TEUSINK; SMID, 2006; ROUSE et al.,
2007). Porém, a producdo de &cidos e substancias proteoliticas podem causar a deterioracdo
precoce dos alimentos (GALIA et al., 2009). Determinadas BAL apresentam caracteristicas
probidticas, visto sua capacidade de colonizar o trato gastrointestinal e promover o balango
benéfico da microbiota natural nesse ambiente (PFEILER; KLAENHAMMER, 2007). Elas
também podem ser utilizadas na conservacdo de vérios alimentos devido sua atividade
antagonista contra micro-organismos deteriorantes e patogénicos (POPPI, 2008; BELLO et al.,
2010).

2.2 Probidticos

No final do século XIX, o microbiologista Eli Metchnikoff, relacionou saide com o
consumo regular de leites fermentados contendo Lactobacillus. A teoria do pesquisador baseou-
se em que esses micro-organismos eram capazes de controlar as infeccGes causadas por
patdgenos entéricos, além de regular a toxicidade crénica natural que tem papel fundamental no
envelhecimento e mortalidade. O nascimento dos alimentos probidticos, ou seja, micro-
organismos consumidos com o objetivo de manter a boa salde, pode ser atribuido a publicacéo
The prolongation of life, de Metchnikoff. Anos depois, o pediatra Henry Tissier, avaliou que era
insignificante o nimero de Bifidobacterium nas fezes de criancas que apresentavam quadro de
diarreia, enquanto que o contrario acontecia nas criangas saudaveis, e entdo sugeriu que essa
bactéria fosse administrada em pacientes com diarreia para restaurar a biota intestinal. Tissier
acreditava que a atividade metabdlica das BAL inibiria as bactérias intestinais (THAMER;
PENNA, 2005; LERAYER et al., 2009).

O termo probi6tico foi introduzido por Lilley e Stillwell, em 1965, sendo descrito como

“substancia produzida por um micro-organismo que estimula o crescimento de outro micro-
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organismo”. Richard Parker, em 1974, definiu probidtico como “organismos e substancias que
contribuem para o balangco microbiano intestinal”. Fuller, em 1989, modificou este conceito,
introduzindo uma nova defini¢do, que seria “suplemento alimentar constituido de micro-
organismos vivos capazes de beneficiar o hospedeiro, melhorando o equilibrio da microbiota
intestinal”. Essa defini¢do foi ampliada para outras microbiotas do corpo, além da intestinal, ao
considerar “probidtico ¢ uma preparagdo com micro-organismos vivos que aplicado a homens ou
animais, afeta beneficamente seu hospedeiro melhorando as propriedades da sua microbiota
enddgena” (SALMINEM et al., 1999). Atualmente, a definicdo de probidtico mais aceita é
“micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, promovem
efeitos benéficos a satde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002).

Os probiodticos agem como reguladores do sistema digestorio, pois proporcionam
beneficios aos homens e aos animais por meio da inibicdo de patdgenos; da atuacdo como
antigenos, potencializando a resposta imune do hospedeiro e da regulacéo da fisiologia digestiva,
fornecendo vitaminas e fontes energéticas (FRANCO; OLIVEIRA; CARVALHO et al., 2006).
Podem atuar no organismo por diferentes mecanismos de a¢do, como competicdo pelo sitio de
adesdo; producdo de compostos com atividade antimicrobiana; neutralizacdo dos compostos
indesejaveis, a exemplo de enterotoxinas, amoénia, aminas biogénicas toxicas; alteracdo do
metabolismo microbiano pelo aumento ou diminuicdo da atividade enzimética; aumento da
imunidade pelo aumento da atividade de linfocitos e macréfagos (ROSTAGNO et al., 2003;
SAAD, 2006).

A escolha do micro-organismo a ser utilizado em determinado produto como probi6tico
depende de fatores como: seguranca, 0 que implica no uso de linhagens ndo patogénicas e/ou
toxigénicas, além de ndo possuirem plasmideos de resisténcia a antibidticos e a virus; ter
resisténcia a pH acido, enzimas pancreéticas e bile para manter-se viavel durante o transito até o
intestino; ter capacidade de multiplicagdo e ades&o no intestino, colonizando-o e mantendo sua
viabilidade e atividade; produzir acidos organicos e outros compostos biologicamente ativos in
situ para combater ou excluir patdgenos; ser resistente aos processos industriais de producdo em
larga escala; manter a viabilidade sob condigdes normais de estocagem e estar ativo no alimento
carreador antes do consumo para permanecer estavel e viavel até o final da vida comercial do
produto (FULLER, 1989; SAARELA et al., 2000, FRANCO; OLIVEIRA; CARVALHO et al.,
2006).

Espécies de Bacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,

Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus e leveduras, a exemplo da Saccharomyces, tém sido
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utilizadas como probiodticos. Em relacdo as bactérias, as principais cepas utilizadas como
probidticos sdo de Bacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus faecium e Lactobacillus
spp. (HOLZAPFEL et al., 2001; SIMON; JADAMUS; VAHJEN, 2001).

As aplicacdes terapéuticas atribuidas ao uso de culturas probiéticas sdo: promocdo do
crescimento; controle da microbiota intestinal; estabilizagdo da microbiota intestinal apds o uso
de antibidticos; reducdo dos efeitos colaterais causados por antibidticos; estimulo do sistema
imunolodgico; aumento da resisténcia a infec¢Bes gastrointestinais; auxilio na digestdo da lactose;
prevencdo da diarreia; auxilio na constipacdo; aumento na absorcdo de minerais; sintese de
vitaminas; producdo de fatores antimicrobianos e anticancerigenos; reducdo da incidéncia de
tumores intestinais; estimulo da reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos; prevencao de
infeccdes urogenitais (LERAYER et al., 2009).

2.3 BAL como probidticos

As BAL sdo cada vez mais empregadas como probioticos para humanos e animais, visto
que acarretam variados beneficios para a saude, a exemplo tém-se a prevencdo a desordens
intestinais, reducdo a intolerancia a lactose, aumento da resposta imune, absorcdo de colesterol e
prevencdo de cancer (LIN et al., 2006). S&o importantes no controle de micro-organismos
indesejaveis, pois interferem no desenvolvimento de bactérias patogénicas pela competicdo por
sitios de ligacdo e producdo de substancias antagonistas (DE MARTINIS; ALVES; FRANCO,
2003). As principais substancias antagonistas com potencial antimicrobiano produzidas por essas
bactérias sdo &cidos organicos (latico, acético e propidnico); diacetil; diéxido de carbono;
peréxido de hidrogénio; substancias antimicrobianas de baixo peso molecular, como reuterina,
reutericiclina e acido piroglutamico; bacteriocinas (ALVES et al., 2006; DEEGAN et al., 2006;
ROUSE et al., 2007).

Pode-se definir alimentos probidticos como alimentos que contém ou sdo produzidos
por BAL oriundas do trato gastrointestinal humano, se for o caso do produto ser destinado ao
consumo humano ou do trato gastrointestinal de animais, caso o produto se destine a alimentacéo
animal. Esses alimentos podem ser comercializados no mercado como ragGes para animais,
produtos farmacéuticos, produtos de confeitaria e produtos fermentados (FERREIRA, 2003).

O isolamento e a identificagdo de micro-organismos probioticos, a partir de fontes ndo
investigadas, podem ser uma ferramenta amplamente utilizada para a obtengéo de linhagens Uteis
e geneticamente estaveis (ADNAN; TAN, 2007).
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O status “Presuncdo de Seguranga Qualificada™ (QPS) é certificado pela Autoridade de
Seguranca Alimentar Europeia (EFSA) aos micro-organismos que foram submetidos a um
sistema de avaliacdo para seguranca pré-comercializacdo, onde foi estabelecido a identidade, a
possivel patogenicidade e o uso final do micro-organismo. Atualmente, o status QPS é conferido
a 39 BAL.: trés espécies de Pediococcus (Pediococcus acidilactici, Pediococcus dextrinicus e

Pediococcus pentosaceus) e 35 espécies de Lactobacillus (EFSA, 2015).

Quadro 1. Espécies de Lactobacillus com status Presuncéo de Seguranca Qualificada (QPS)

L. acidophilus Lactobacillus curvatus Lactobacillus panis
Lactobacillus amylolyticus Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus paracasei
Lactobacillus amylovorus Lactobacillus farciminis Lactobacillus paraplantarum
Lactobacillus alimentarius Lactobacillus fermentum Lactobacillus pentosus

Lactobacillus aviaries Lactobacillus gallinarum Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis Lactobacillus gasseri Lactobacillus pontis
Lactobacillus buchneri Lactobacillus helveticus Lactobacillus reuteri
Lactobacillus casei Lactobacillus hilgardii Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus cellobiosus Lactobacillus johnsonii Lactobacillus sakei
Lactobacillus collinoides Lactobacillus kefiranofaciens Lactobacillus salivarius
Lactobacillus coryniformis Lactobacillus kefiri Lactobacillus sanfranciscensis
Lactobacillus crispatus Lactobacillus mucosae

E importante que seja estabelecida uma avaliagdo formal dos riscos relativos ao uso das
BAL como probi6ticos, a fim de que elas possam ser utilizadas com seguranca sem prejudicar a
salde dos consumidores e sem desrespeitar os requisitos legislativos estabelecidos pela EFSA
(BADARO et al., 2009).
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2.4 Utilizacdo de probidticos para animais de producao

Nos animais de producado, os antibidticos sdo utilizados para o tratamento de doencas,
para prevenir infec¢Oes e quando utilizados em doses subterapéuticas, melhoram o crescimento e
a eficiéncia da producdo (SINGER et al., 2003; FLEMMING, 2005).

A utilizacdo de antibioticos na producdo animal ocorre desde o principio da década de
50. Tal prética resultou no desenvolvimento de populaces bacterianas resistentes (FULLER,
1989), o que ocasionou a quebra no equilibrio da simbiose entre a microbiota desejavel e o
animal. Em 1969, divulgou-se o Relatério de Swan que alertava sobre o potencial de
transferéncia de bactérias resistentes a antibioticos pela cadeia alimentar (TEALE, 2002).

E crescente a procura por métodos alternativos no tratamento e na prevencdo de
infeccdes. Além disso, a comunidade cientifica preocupa-se com o surgimento de linhagens de
micro-organismo resistentes devido ao uso excessivo de agentes antimicrobianos. Dessa forma,
busca-se cada vez mais a utilizagdo de probidticos como promotores de crescimento e de
sanidade nos animais de producdo, em substituicdo as doses subterapéuticas de antibi6ticos
comumente utilizadas em racdes de animais confinados (GUERRA et al., 2007). A utilizacdo de
probidtico como promotor de crescimento pode resultar em maior ganho de peso, melhor indice
de converséo alimentar, maior rendimento de carcaca e melhor palatabilidade da carne (JIN et
al., 1998).

Em ruminantes, estudos envolvendo a suplementacdo com probidticos resultaram na
diminuicdo de gastroenterite e na melhoria dos indices de desempenho zootécnico (AGARWAL
et al., 2002; ADAMS et al., 2008). Em suinos, observou-se a reducdo da morbidade e
mortalidade de leitbes desmamados, além da melhoria nos parametros zootécnicos e na
qualidade da carcaca na fase de engorda (ALEXOPOULOQOS, 2004). Em aves, houve ganho de
peso e aumento da a conversdo alimentar (KALAVATHY et al., 2003; MOUNTZOURI et al.,
2007).

2.5 Uso de probiédticos na aquicultura

A aquicultura, ou seja, a criacdo de organismos aquaticos, apresenta indices de
crescimento satisfatérios dentre os ramos da producdo animal. Mundialmente, no periodo de
2000 a 2012, a aquicultura cresceu 6,7%, enquanto no mesmo periodo a avicultura cresceu 3,3%,

a bovinocultura 1,2%, a suinocultura 1% e a pesca decresceu 0,2% (BRASIL, 2015). No Brasil,
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0 crescimento em 2014 comparado a 2013, foi de 26,5% na aquicultura, 6,7% na avicultura,
3,2% na suinocultura e 0,3% na bovinocultura (BRASIL, 2014).

O fendmeno da globalizacdo proporcionou o crescimento no comércio de peixes e
frutos do mar, concomitante ao desenvolvimento da producdo aquicola. A economia exige que 0s
organismos aquaticos sejam cultivados em densidades elevadas, culminando em condic¢des de
estresse nos animais, o0 que implica em doencas e perdas econémicas (BONDAD-REANTASO
et al., 2005). A prevencéo e o controle de enfermidades tém levado ao aumento substancial no
uso de medicamentos veterinarios. No entanto, o uso de antibioticos tem sido questionado devido
a resisténcia as bactérias patogénicas (NOMOTO, 2005), além de tal prética ser preocupante a
salide publica uma vez que o antibidtico residual pode permanecer no produto final.

Diante o exposto, para substituir o uso de drogas antimicrobianas, a industria da
aquicultura tem investido na utilizacdo de probioticos comercialmente disponiveis que sdo
introduzidos como aditivos na alimentagdo animal (WANG; XU; XIA, 2005).

Nos animais aquaticos ocorre uma interacdo continua entre a microbiota intestinal e o
ambiente aquatico, onde as bactérias presentes no meio sao constantemente ingeridas com a agua
e/ou alimento, resultando em uma influéncia tanto do meio sobre o animal, quanto do animal
sobre 0 meio (GATESOUPE et al., 1999). Logo, o conceito de probidtico proposto por Fuller
(1989) necessita de algumas consideracfes, sendo essa definicdo proposta de maneira mais
abrangente por Verschuere et al. (2002): “vida microbiana adjunta que tem efeito benéfico na
associacdo, modificando a comunidade microbiana associada ou ambiente, garantindo uma
melhor utilizacdo do alimento para os animais ou a reforgar o seu valor nutritivo, através do
refor¢o da resposta a doenga, ou através da melhoria da qualidade do seu meio ambiente”.

O uso de probioticos na aquicultura se da por meio da adi¢cdo na ragdo e/ou na agua dos
tanques de criacdo. Ao suplementar a dieta com probi6ticos, ocorre a modificagdo na microbiota
intestinal pela competicdo com micro-organismos patogénicos por sitios de adesdo e nutrientes,
além da producdo de substancias antibacterianas e enzimas. Ja a adi¢cdo na agua dos tanques
promove modificacbes na microbiota ambiental, reduzindo a carga de patdgenos (CYRINO et
al., 2010).

As bactérias formadoras de esporos, principalmente as do género Bacillus, constituem a
maior parte dos produtos probioticos (HONG et al., 2005). Wang (2007) observou o efeito de
Bacillus spp. sobre o crescimento e a atividade de enzimas digestivas do camardo Penaeus
vannamei, enquanto que Chu et al. (2010) isolaram Bacillus spp. do intestino do peixe Carassius

auratus gibelio, com caracteristicas de degradar moléculas produzidas por patdégenos. Em
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trabalhos realizados com Bacillus subtilis, Mohamed e Refat (2011) observaram atividade
antagonista produzida frente a Flavobacterium columnare em tilapia (Oreochromis niloticus), e
Powedchagun, Suzuki e Rengpipat (2011) constataram seu potencial probio6tico para camarao,
por aumentar a sobrevivéncia, crescimento e imunidade do Penaeus monodon, com a vantagem
de ser inofensivo para animais e seres humanos.

Outro grupo de potenciais probioticos que tem sido bastante explorado é o das BAL. O
efeito probidtico do Lactococcus lactis foi estudado, tanto como indutor da resposta imune de
peixes (BALCAZAR et al., 2007), como inibidor de patogenos, incluindo Aeromonas
hydrophila, Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri e Vibrio anguillarum (BALCAZAR et al.,
2008). Estudos realizados com Lactobacillus plantarum, outra BAL com propriedades
probidticas, mostrou acdo antagonista contra Aeromonas hydrophila (BALCAZAR et al., 2008;
PARTHASARATHY; RAVI, 2011), Aeromonas salmonicida em peixes (BALCAZAR et al.,
2008) e Vibrio harveyi em camardo (VIEIRA et al., 2010). Em pesquisa realizada por Son et al.
(2009) houve maior ganho de peso e resisténcia a Streptococcus e iridovirus em peixes
alimentados com Lactobacillus plantarum. A suplementacdo alimentar de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) com Lactobacillus rhamnosus mostrou-se efetiva no controle da
mortalidade frente a Aeromonas salmonicida (NIKOSKELAINEN et al., 2003). A utilizacdo de
BAL promoveu o controle da microbiota patogénica em linguado (Solea solea) (VASQUEZ,
GONZALEZ; MURADO, 2005).

Dentre outros potenciais probidticos isolados de peixes estdo: Carnobacterium
maltaromaticum, Carnobacterium divergens (KIM; AUSTIN, 2008), Enteroccus faecium,
(WANG et al.,, 2008), Pseudomonas chlororaphis (GOBELI et al., 2009), Enterobacter
amnigenus (BURBANK et al., 2011) e Vagococcus fluvialis (SORROZA et al., 2012).
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POTENCIAL PROBIOTICO DE BACTERIAS ACIDO-LATICAS ISOLADAS DE RACOES
PARA PEIXES!
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ABSTRACT.- Lima C.E., Santos Filho J.H., Rodrigues A.M.D., Pinheiro R.E.E. & Muratori
M.C.S. 2016. [Probiotic potential of lactic acid bacteria isolated from fish feed.]
Potencial probidtico de bactérias acido-laticas isoladas de ragfes para peixes. Pesquisa
Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal, Departamento de
Morfofisiologia Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Piaui
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In aquaculture, prevention and disease control can induce the indiscriminate use
of antibiotics. In order to replace the administration of antimicrobial drugs, the industry has
been investing in using lactic acid bacteria (LAB) as probiotics. The objective of this study
was to isolate and identify LAB of fish feed, and assess the probiotic potential of the
strains found through in vitro assays. 36 samples of fish feed fish used in different fish
farming properties of the countryside of Teresina, Pl were analyzed. To isolate the strains
it was used agar Mann-Rogosa-Sharp (MRS), and for identification of BAL metabolic tests
were performed. The probiotic potential of the strains was evaluated by testing their
antibacterial activity against organisms pathogens (Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. and Escherichia coli), also by their auto-
aggregation and co-aggregation capacities. Six strains of LAB were isolated: three of
Lactobacillus spp., two of Enterococcus spp. and one of Pediococcus spp. The strain 6,
which belongs to the genus Lactobacillus, was the only one that showed inhibition against
all tested pathogens. The other strains only inhibited the growth of Pseudomonas
aeruginosa. All strains studied possess the capacity of auto-aggregation, and the rate of
auto-aggregation ranged from 16% to 35%. All strains showed low co-aggregation rates,
ranging from 9% to 22%. Thus, it was possible to isolate LAB from fish feed, which were
identified as strains of the genera Lactobacillus spp., Enterococcus spp. and Pediococcus
spp. The LAB strains isolated did not present probiotic potential suitable in the auto-
aggregation and co-aggregation assays. In the in vitro test of inhibition against pathogens,
all strains showed satisfactory probiotic potential for Pseudomonas aeruginosa, being
strain 6 (Lactobacillus spp.) the most promising one due to its capacity of inhibition against
all tested pathogens. Despite the poor results achieved in probiotic evaluation, strain 6
(Lactobacillus spp.) may be promising, being necessary to carry out more in vitro and in
Vvivo assays to prove its full probiotic potential.

INDEX TERMS: Aquaculture, Enterococcus spp., LAB, Lactobacillus spp., Pediococcus
spp.
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RESUMO.- Na aquicultura, a prevencao e o controle de doengas podem propiciar o uso
indiscriminado de antibioticos. Para substituir a administragdo de drogas antimicrobianas,
tém-se investido na utilizacdo de bactérias acido-laticas (BAL) como probiéticos. Deste
modo, objetivou-se isolar e identificar BAL de racdes para peixes, e avaliar o potencial
probidtico das cepas por meio de ensaios in vitro. Foram analisadas 36 amostras de
racoes para peixes de diferentes propriedades piscicultoras da zona rural de Teresina, PI.
Para isolamento das cepas foi utilizado o agar Mann-Rogosa-Sharp (MRS), e para
identificagdo das BAL foram realizadas provas metabdlicas. O potencial probidtico foi
avaliado por meio da atividade antibacteriana frente a  patdgenos
(Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Escherichia coli),
além da capacidade de auto-agregacdo e co-agregacdo. Foram isoladas seis cepas de
BAL.: trés do género Lactobacillus spp., duas de Enterococcus spp. e uma de Pediococcus
spp. A cepa 6, pertencente ao género Lactobacillus, foi a Unica que apresentou inibicao
frente a todos os patdgenos testados. As demais cepas apresentaram inibicdo apenas
para Pseudomonas aeruginosa. Todas as cepas pesquisadas possuem capacidade de
auto-agregacdo, com a taxa auto-agregacdo variando de 16% a 35%. Todas cepas
apresentaram taxas de co-agregacdo baixas, com uma variacdo de 9% a 22%. Logo,
foram isoladas cepas de BAL de ragOes para peixes, as quais foram identificadas como
cepas do género Lactobacillus spp., Enterococcus spp. e Pediococcus spp. Os testes de
auto-agregacao e co-agregacao demonstraram que as cepas isoladas nao apresentaram
potencial probiotico satisfatério. No teste in vitro de inibicAo aos patdgenos, todas as
cepas de BAL foram capazes de inibir Pseudomonas aeruginosa, e a cepa 6
(Lactobacillus spp.) foi a que apresentou melhor resultado ja que inibiu todos os
patdgenos testados. Apesar dos resultados pouco satisfatorios nos testes probidticos
executados, a cepa 6 (Lactobacillus spp.) pode ser promissora, sendo necessaria a
realizacdo de mais ensaios in vitro, além de ensaios in vivo, para provar seu potencial
probidtico completo.

TERMOS DE INDEXACAO: Aquicultura, BAL, Enterococcus spp., Lactobacillus spp.,
Pediococcus spp.

INTRODUCAO

A aquicultura € o ramo da producdo animal com o melhor indice de crescimento
no Brasil. O crescimento da producdo de 2014 em relacdo a 2013 foi de 26,5% na
aquicultura, 6,7% na avicultura, 3,2% na suinocultura e 0,3% na bovinocultura (Brasil
2014). A economia exige que 0s organismos aquaticos sejam cultivados em densidades
elevadas, implicando em condicdes de estresse aos animais, consequentemente
ocasionando doencas e perdas econdmicas (Bondad-Reantaso et al. 2005). A prevencao
e o controle de enfermidades levam ao uso indiscriminado de antibiéticos, contribuindo
para o desenvolvimento de bactérias resistentes aos medicamentos, 0 que resulta na
dificuldade em controlar e eliminar patégenos (Figueiredo & Leal 2008), além de ser um
fator preocupante a salude publica uma vez que o antibiético residual pode permanecer no
produto final. Como alternativa para substituir o uso de drogas antimicrobianas, a industria
da aquicultura tem investido na utilizacdo de probiéticos comercialmente disponiveis que
séo introduzidos como aditivos na alimentagéo animal ou nas aguas de cultivo (Wang, Xu
e Xia 2005).

Define-se como probidticos “micro-organismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, promovem efeitos benéficos a saude do hospedeiro”
(FAO/WHO 2002). Eles atuam no organismo humano ou animal por diferentes
mecanismos de agdo, como competicdo pelo sitio de adesdo do epitélio intestinal;
producédo de compostos com atividade antimicrobiana; neutralizagdo dos compostos
indesejaveis; alteracdo do metabolismo microbiano pelo aumento ou diminuicdo da
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atividade enzimatica; aumento da imunidade pelo aumento da atividade de linfécitos e
macrofagos (Saad 2006). Para exercer potencial probidtico no hospedeiro, as cepas
probidticas devem sobreviver ao trato gastrointestinal e manterem-se viaveis, além de
serem capazes de se aderir & mucosa intestinal, resultando na colonizacdo do probidtico
(Yuksekgad & Aslim 2010). Testes de antagonismo in vitro sao utilizados para selecionar
bactérias com potencial probidtico, pois essas sdo capazes de produzir compostos
inibitérios quando confrontadas com patdgenos (Sorroza et al. 2012).

As bactérias acido-laticas (BAL) apresentam caracteristicas probiéticas devido a
sua capacidade de colonizar o trato gastrointestinal e promover o balanco benéfico da
microbiota natural nesse ambiente (Pfeiler & Klaenhammer 2007). S&o importantes no
controle de patdégenos, pois competem pelos sitios de ligacdo e produzem substancias
antimicrobianas, a exemplo de &cidos organicos, peroxido de hidrogénio, didéxido de
carbono, reuterina, reutericiclina, bacteriocinas, entre outros (Castellano et al. 2008).

Diante o exposto, objetivou-se isolar e identificar BAL de racdes para peixes, e
avaliar o potencial probio6tico das cepas por meio de ensaios in vitro.

MATERIAL E METODOS
Foram coletadas 36 amostras de ragbes para peixes de diferentes propriedades
piscicultoras da zona rural de Teresina, Pl. As analises foram desenvolvidas no
Laboratério de Controle Microbiolégico do Nucleo de Estudos, Pesquisas e
Processamento de Alimentos (NUEPPA), do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), da
Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Isolamento e identificacdo das BAL (Carr, Chill & Maida 2002, Muzzolén 2010 com
adaptacoes)

O procedimento para cada amostra foi realizado retirando-se uma porcao de 259
de amostra, diluida em 225 mL de agua peptonada a 0,1%, formando diluicéo inicial (10
1. A partir desta, foram preparadas diluices decimais seriadas até 10. A inoculacéo foi
feita em duplicata, com aliquotas de 0,1mL, na superficie do meio de cultivo agar Mann-
Rogosa-Sharp (MRS), com auxilio da alca de Drigalsky. As placas de MRS foram
incubadas a 37°C, por 24h, em microaerofilia. Com o propdsito de se obter cultivos puros,
as col6nias isoladas foram repicadas em estrias novamente em agar MRS e as placas
foram incubadas sob as mesmas condicfes relatadas anteriormente. Foi realizada
coloracédo de Gram, selecionando-se as colbnias que se apresentaram como bastonetes e
cocos Gram positivos ndo esporulados. Realizou-se a classificacdo das BAL por meio das
seguintes provas metabdlicas: catalase, oxidase e indol.

A prova de catalase foi realizada transferindo-se uma alcada de coldnia pura
crescida em &agar nutriente para uma lamina de vidro, e sobre esta foi adicionada uma
gota de peroxido de hidrogénio a 3%. O teste foi considerado positivo quando ocorreu a
formacédo imediata de bolhas.

Para o teste de oxidase, as colbnias isoladas foram espalhadas, com auxilio de um
palito de madeira, sobre uma fita de oxidase. Nesta prova, a mudanca da col6nia para a
cor roxa indica resultado positivo.

A prova de indol foi realizada utilizando-se o meio caldo triptofano, no qual a cultura
de BAL foi semeada a 37°C, por 24h. Decorrido o periodo de incubacéo, adicionou-se 5
gotas do reativo de Kovacs. A prova é indol positiva quando h4 a formagédo de um halo
rosea avermelhado na superficie do meio.

Para identificagcdo dos géneros foram realizadas as seguintes provas metabdlicas:
crescimento em caldo MRS com 6,5% de NaCl e com pH 9,6, desenvolvimento em caldo
MRS a temperaturas de 10°C e 45°C, producao de géas a partir de glicose, além de provas
de hidrdlise de arginina e esculina.
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Atividade antibacteriana frente a patégenos (Jatoba et al. 2008 com adaptacdes)

As cepas de bactérias patogénicas utilizadas neste ensaio in vitro
foram: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Escherichia
coli cedidas pelo Laboratério de Sanidade Animal (LASAN), do CCA, da UFPI. As cepas
foram previamente inoculadas em caldo triptona de soja a 37°C, por 48 h. Padronizou-se
a suspensdo de bactérias patogénicas com auxilio de espectofotdbmetro a 600nm para
uma densidade optica (DO) de 0,5. Posteriormente, placas de Petri contendo agar infusao
de cérebro-coracao (BHI) foram semeadas, com auxilio de swab estéril, com cada um dos
patégenos e incubadas a 37°C, por 48h.

As cepas de BAL foram inoculadas em caldo MRS e incubadas a 37°C, por 24h,
em microaerofilia. ApOs esse periodo, foram padronizadas adicionando-se
tampao fosfato-salino (PBS), até atingir a concentracdo de 600nm para uma DO de 0,5.
Em seguida foram semeadas, com auxilio de swab estéril, em placas de Petri contendo
agar MRS, sendo incubadas em microaerofilia, a 37°C, por 24h.

A partir do agar MRS contendo as BAL crescidas, foram cortados assepticamente
discos de 10 mm de diametro e adicionados as placas contendo a infestacdo de bactérias
patogénicas. Cada tratamento foi realizado em duplicata. A interpretacdo dos resultados
foi realizada ap6s 24 h de incubacédo, a 37°C, pelo surgimento de zonas claras ao redor
(halo) indicando o efeito inibitério de um micro-organismo sobre o outro. Os diametros de
zonas de inibicdo do crescimento em torno discos foram medidos e os resultados dados
em mm, subtraindo-se dos discos de agar MRS.

Capacidade de auto-agregacédo (Muzzoldén 2010 com adaptacdes)

Se obteve um cultivo através do crescimento das BAL em caldo MRS durante 24h,
e 0o mesmo foi centrifugado a 5000 rpm, durante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de PBS. Foram realizadas diluicGes com
PBS até atingir uma DO a 600nm de 0,5 (DOniciaL). O cultivo diluido foi deixado em
repouso por 2 horas a 37°C, sendo utilizada a parte superior da suspenséo bacteriana
para se medir novamente a DO. Para determinar a porcentagem de auto-agregacéo de
cada cepa, aplicou-se a seguinte férmula:

Auto-agregagéo %=1- (DOF|NA|_ /DO|N|C|A|_) x 100

Capacidade de co-agregacao de BAL com micro-organismo patogénicos (Muzzolén,
2010 com modificacdes)

Foram utilizadas quatro cepas de bactérias patogénicas:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Escherichia coli
cedidas pelo LASAN, CCA, UFPI. Os in6culos de cada bactéria patogénica foram obtidos
em caldo triptona de soja apos 48h em estufa com controle de temperatura a 37°C.
Posteriormente, a suspensdo de bactérias foi submetida a centrifugacdo de 5000 rpm
durante 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado e as células ressuspendidas com
PBS. Realizou-se uma padronizagéo inicial tanto da suspensdo de BAL previamente
cultivadas em caldo MRS a 37°C por 24h, quanto das bactérias patogénicas em
espectofotdbmetro a 600nm para uma DO de 0,5, sendo a densidade ajustada com adicéo
de PBS para as suspensdes mais concentradas. Volumes iguais (1:1) das cepas de BAL
e das bactérias patogénicas foram homogeneizados em agitador tipo Vortex e incubados
a 37°C durante duas horas sem agitacdo. Entdo, a absorvancia da mistura (DOwx) foi
guantificada por espectofotbmetro a 600nm. A co-agregacao foi calculada de acordo com
a equacao a sequir:

Co-agregagdo % = [1 = DOwix/(DOgaL + DOgacTerIa PATOGENICA)/2] % 100
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RESULTADOS
A partir da analise das amostras de ragdes para peixes, foi possivel isolar 67 cepas
bacterianas. Destas, apenas seis cepas foram agrupadas como BAL apds a realizacdo da
coloracédo de Gram e das provas de catalase, oxidase e indol. Por meio das provas
bioquimicas determinou-se o género das BAL, que foram identificadas como: trés cepas

Lactobacillus spp., duas cepas Enterococcus spp. € uma cepa Pediococcus spp. (Tabela
1).
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Tabela 1. Identificacdo das bactérias acido laticas isoladas de racdes para peixes oriundas de propriedades piscicultoras da zona rural

de Teresina, PI

Crescimento Hidrolise Identificacao
Cepa Morfologia Gram Catalase Oxidase Indol Gas |10°C 45°C pH9,6 6,5% NaCl | Esculina Arginina
1 Cocos + + - - + + + + + + Enterococcus spp.
2 Bacilos + + - - - + + + + + Lactobacillus spp.
3 Bacilos + + - - + + + + + + Lactobacillus spp.
4 Cocos + + - - + + + + + + Pediococcus spp.
5 Cocos + + - - + + + + + + Enterococcus spp.
6 Bacilos + + - - + + + + + + Lactobacillus spp.
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Das seis cepas isoladas, a cepa 6, pertencente ao género Lactobacillus, foi a Unica
gue apresentou inibicdo in vitro frente a todos patdgenos testados. As demais cepas
apresentaram inibicdo apenas contra Pseudomonas aeruginosa (Tabela 2).

Tabela 2. Inibicdo de crescimento de bactérias patogénicas frente as bactérias acido-
laticas isoladas de racdes para peixes oriundas de propriedades piscicultoras da zona
rural de Teresina, Pl

Diametro médio dos halos inibitoérios (mm) nas bactérias
patogénicas testadas

Cepa Género Pseudomonas Staphylococcus Salmonella Escherichia

aeruginosa aureus spp. coli

1 Enterococcus spp. 20 - - -

2 Lactobacillus spp. 19 - - -

3 Lactobacillus spp. 18 - - -

4 Pediococcus spp. 18 - - -

5 Enterococcus spp. 24 - - -

6 Lactobacillus spp. 18 20 26 20

-: sem inibicao

Todas as cepas isoladas apresentaram capacidade de auto-agregacao (Tabela 3).
A taxa de auto-agregacao variou de 16% a 35%. A cepa 4, representada por um BAL do
género Pediococcus sp., apresentou maior porcentagem de auto-agregacao (35%), ja a
cepa 3, representada por uma BAL do género Lactobacillus, apresentou menor
porcentagem de auto-agregacao.

Tabela 3. Porcentagem de auto-agregacao das bactérias acido-laticas isoladas de racdes
para peixes oriundas de propriedades piscicultoras da zona rural de Teresina, PI

CEPA Género Auto-agregacao (%)
1 Enterococcus spp. 27
2 Lactobacillus spp. 33
3 Lactobacillus spp. 16
4 Pediococcus spp. 35
5 Enterococcus spp. 20
6 Lactobacillus spp. 32

Todas as cepas pesquisadas possuem capacidade de co-agregacao (Tabela 4). As
cepas apresentaram taxas de co-agregacao baixas, com uma variacédo de 9% a 22%. As
maiores porcentagens de co-agregacdo foram observas na cepa 6 (Lactobacillus spp.)
com todas as cepas patogénicas testadas.

Tabela 4. Porcentagem de co-agregacdo das bactérias acido-laticas isoladas de racdes
para peixes oriundas de propriedades piscicultoras da zona rural de Teresina, Pl

Co-agregacao (%)

Cepa Género Pseudomonas Staphylococcus Salmonella Escherichia
aeruginosa aureus spp. coli
1 Enterococcus spp. 10 15 12 14
2 Lactobacillus spp. 15 9 10 14
3 Lactobacillus spp. 14 10 11 12
4 Pediococcus spp. 11 12 10 15
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5 Enterococcus spp. 11 12 10 11
6 Lactobacillus spp. 16 22 17 19

DISCUSSAO

Na literatura ndo foi possivel encontrar pesquisas referentes ao isolamento de BAL
em racOes para peixes, entretanto, foram realizados estudos de BAL em racdes para
cdes: Muzzolon (2010) ndo encontrou BAL, porém Laukova et al. (2008) isolou BAL
pertencentes a diferentes espécies de Enterococcus. As racdes para peixes avaliadas
neste estudo foram coletadas de sacos que se encontravam expostos e em contato direto
com o chao de locais destinados para 0 seu armazenamento, que também serviam como
depoésito para outros materiais. Proximo ao local de armazenamento das racdes,
encontravam-se presentes cées, gatos e galinhas. Logo, a presenca de Enterococcus
spp. pode ser atribuida a contaminacgéo fecal ou pode ser originaria de grdos ou outros
componentes da racdo (Laukova et al. 2008), enquanto a presenca de Lactobacillus spp.
pode ser oriunda do ambiente, pois estas bactérias crescem e se adaptam a diferentes
condi¢cdes ambientais (Hammes & Hertel 2006). JA contaminacao por Pediococcus spp.
pode ser associada a presenca de vegetais fermentados na ragéo (Allegreti 2009).

Apenas a cepa 6 (Lactobacillus spp.) foi capaz de inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Escherichia coli. Resultado semelhante foi
encontrado por Martins et al. (2006), que isolaram cepas de BAL em fezes de porco
capazes de inibir Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi e Escherichia coli. Rebucci et
al. (2007) encontraram resultados que confirmam o que foi demonstrado no presente
trabalho ao identificarem Lactobacillus casei de salsicha fermentada com atividade
antagonista contra Salmonella Tiphymurium e Escherichia coli.

Diferentemente dos Enterococcus spp. analisados, espécies de Enterecoccus
isoladas por Acurcio et al. (2014) a partir de leite de ovelha apresentaram atividade
antimicrobiana para Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium e Escherichia coli,
além dos Enterococcus faecium pesquisados por Juri et al. (2013) em fezes de cdes que
inibiram Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Escherichia coli.

Yuksekgad e Aslim (2010) identificaram espécies de Pediococcus em salsichas
fermentadas que ndo possuiam atividade antimicrobiana para Staphylococcus aureus,
enquanto algumas espécies inibiram Escherichia coli.

A inibicdo de crescimento de Pseudomonas aeruginosa frente todas as cepas BAL
desta pesquisa ndo corrobora com os dados de Coelho (2013), pois ndo se obteve
atividade microbiana das BAL, dentre elas Lactobacillus e Enterococcus, oriundas de
gueijo contra Pseudomonas aeruginosa, no entanto Juri et al. (2013) relatou inibicdo de
Pseudomonas spp. frente Enterococcus faecium.

Vale ressaltar que a atividade antimicrobiana resulta da acdo de substancias
inibidoras produzidas pelas BAL, como &cido latico; acido acético; perdxido de hidrogénio;
substancias bactericidas de alto e baixo peso molecular, a exemplo de bacteriocinas e
reuterinas, respectivamente (Jatoba et al. 2008). Portanto, é necessaria a realizacdo de
testes para determinar quais substancias foram produzidas pelas BAL ao inibir os
patogenos.

Como testes in vitro de antagonismo frente a patdgenos sédo frequentemente
empregados para selecionar potenciais BAL probidticas (Ehrmann et al. 2002), todas as
cepas de BAL analisadas possuem potencial probiotico satisfatério para Pseudomonas
aeruginosa, sendo a cepa 6 (Lactobacillus spp.) a que apresentou melhor resultado, pois
inibiu todas as bactérias patogénicas avaliadas.

A capacidade de se aderir a células também é um dos fatores para a selecédo de
cepas como potenciais probioticos (Ehrmann et al. 2002), podendo ser avaliada através
de ensaios in vitro de auto-agregacdo e co-agregacao, pois estes mecanismos estao
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relacionados com a capacidade de adesdo ao epitélio intestinal (Collado et al. 2007). No
presente estudo, apesar de todas as BAL se agregarem, a porcentagem de auto-
agregacéao, com variacao de 16% a 35%, nao foi satisfatéria, porque de acordo com Del
Re et al. (2000), a porcentagem indicada como aceitavel para que a cepa seja
considerada probiotica deve ser >40%. Logo, as BAL isoladas apresentaram uma baixa
capacidade de colonizar o trato gastrointestinal (Collado et al. 2007). Em relacdo a auto-
agregacdo de Enterococcus spp., 0s resultados corroboram com os relatados por
Muzzolén (2010), que obteve uma variacdo de 6% a 46%. J4 em relagdo a auto-
agregacéao dos Lactobacillus spp., os resultados diferem dos encontrados por Todorov et
al. (2008), que relatam valores de porcentagem de auto-agregacéo variando de 67% a
99%. O resultado de auto-agregacgédo do Pediococcus spp. foi igual ao do Pediococcus
pentosaceus testado por Yuksekgad & Aslim (2010).

Apesar de todas as BAL se co-agregarem com o0s patdgenos testados nesta
pesquisa, os resultados ndo foram satisfatérios. Dessa forma, as BAL avaliadas nédo séo
capazes de formar uma barreira fisico-quimica que impeca a colonizacdo de patdégenos
(Collado et al. 2007). Os resultados para co-agregacdo de Enterecoccus spp. com
Salmonella spp. diferem das porcentagens de co-agregacdo encontrados por Muzzol6n
(2010), no entanto os resultados para co-agregacdo de Enterecoccus spp. com
Escherichia coli s&o semelhantes. Sahoo et al. (2014), ao analisarem a co-agregacao de
Lactobacillus spp. com Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Salmonella
Paratyphi, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, encontraram taxas de co-
agregacao superiores (38.01% a 57.63%) as taxas dos Lactobacillus spp. isolados nesta
pesquisa.

CONCLUSOES

Foram isoladas BAL de ragcOes para peixes, e estas foram identificadas como
cepas pertencentes aos géneros: Lactobacillus spp., Enterococcus spp. e Pediococcus
spp. As cepas isoladas de BAL ndo possuem potencial probidtico satisfatorio para os
ensaios de auto-agregacdo e co-agregacdo. Para o teste in vitro de inibicdo aos
patdbgenos, todas as cepas apresentaram potencial probiético satisfatério para
Pseudomonas aeruginosa, sendo a cepa 6 (Lactobacillus spp.) a que apresentou melhor
resultado por inibir Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e
Escherichia coli.

Apesar dos resultados pouco satisfatérios nos testes probiéticos executados, a
cepa 6 (Lactobacillus spp.) pode ser promissora. Logo, é necesséria a realizacdo de mais
ensaios in vitro, além de ensaios in vivo, para provar seu potencial probiético completo.

Agradecimentos
As propriedades piscicultoras por contribuirem com o fornecimento das amostras. A
UFPI e ao NUEPPA pelo suporte laboratorial necessario para este estudo fosse realizado.
Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pela
concessdo da bolsa de mestrado. A Prof2. Dr2, Maria Christina Sanches Muratori pela
orientacao.

REFERENCIAS
Acurcio L.B., Souza M.R., Nunes A.C., Oliveira D.L.S., Sandes S.H.C. & Alvim L.B. 2014.
Isolation, enumeration, molecular identification and probiotic potential evaluation of
lactic acid bacteria isolated from sheep milk. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec. 66(3):940-
948.
Allegretti, L. 2009. Isolamento e identificacdo de Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Enterococcus spp., Pediococcus spp. e Lactococcus spp. da microbiota intestinal de



31

Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva). Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncias),
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo. 101p.

Bondad-Reantaso M., Subasinghe R.P., Arthur J.R., Ogawa K., Chinabut S., Adlard
R.,Tan Z. & Shariff, M. 2005. Disease and health management in Asian aquaculture.
Vet. Parasitology. 132:249-272.

Brasil. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. 2014. Producdo da Pecuéria
Municipal. Disponivel em
<http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/economia/ppm/2014/default.shtm>.  Acesso
em 24 jan. 2016.

Carr F., Chill, D. & Maida, N. The lactic acid bacteria: a literature survey. Critical Reviews
in Microbiology. 28(4):281-370.

Castellano P., Belfiore C., Fadda S. & Vignolo G. 2008. A review of bacteriocinogenic
lactic acid bacteria used as bioprotective cultures in fresh meat produced in Argentina.
Meat Science. 79:483-499.

Coelho, M. C. 2013. Isolamento e caracterizacdo de bactérias do acido lactico produtoras
de bacteriocinas e sua aplicacéo no fabrico de queijo fresco. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia e Seguranca Alimentar), Universidade dos Acores, Angra do Heroismo. 129
p.

Collado M.C., Surono I., Meriluoto J. & Salminen S. 2007. Indigenous dadih lactic acid
bacteria: cell-surface properties and interactions with pathogens. Journal of Food
Science. 72:89-93.

Del Re B., Sgorbati B., Miglioli M. & Palenzona D. 2000. Adhesion, autoaggregation and
hydrophobicity of 13 strains of Bifidobacterium longum. Letters in Applied Microbiology.
31:438-442.

Ehrmann M.A., Kurzak P., Bauer J. & Vogel R.F. 2002. Characterization of lactobacilli
towards their use as probiotic adjuncts in poultry. Journal of Applied Microbiology.
92:966-975.

FAO/WHO - Food and Agricultural Organization/World Health Organization. 2002. Working
Group Report on Drafting Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food. Disponivel
em <http://www.who.int/foodsafety/fs_management/en/probiotic_guidelines.pdf>.
Acesso em 20 jan. 2016.

Figueiredo H.C.P. & Leal C.A.G. 2008. Tecnologias aplicadas em sanidade de peixes.
Revista Brasileira de Zootecnia. 37:08-14.

Hammes W. P. & Hertel C. 2006. The Genera Lactobacillus and Carnobacterium, p.320-
403. In: Dworkin M., Falkon S., Rosenberg E., Schleifer K.H. & Stackebrandt, E. The
Prokaryotes. A handbook on the biology of bacteria: Firmicutes, Cyanobacteria. 3nd ed.
Springer, Nova York.

Jatoba A., Vieira F.N., Buglione Neto C., Silva B.C., Mourifio J.L.P., Jerdnimo G.T., Dotta
G. & Martins M.L. 2008. Utilizacdo de bactérias &cido-lacticas isoladas do trato
intestinal de tilapia-do-nilo como probidtico. Pesquisa Agropecuaria Brasileira.
43(9):1201-1207.

Juri M.G.F., Muzzolon J., Dalcero A.M. & Magnoli C.E. 2013. Inhibitory properties of
Enterococcus spp. isolated from faeces of healthy dogs. Journal of Environmental
Science and Health, Part B: Pesticides, Food Contaminants, and Agricultural Wastes.
48(11):983-992.

Laukova A., Marcinakova M., Strompfova V. & Ouwehand A.C. 2008. Probiotic potential of
enterococci isolated from canine feed. Folia Microbiologic. 53(1):84-88.

Martins A.D.O., Mendonc¢a R.C.S., Silva D.L., Ramos M.S., Martins M.C., Donzele J.L. &
Andrade N.J. 2006. Resisténcia de bactérias lacticas, isoladas de fezes de suinos e
sua capacidade antag6nica frente a microrganismos indicadores. Revista de Ciéncias
Agroveterinarias. 5(1):53-59.



32

Muzzolon J. 2010. Uso de bacterias lacticas y/o levaduras en la prevencion de
aflatoxicosis en animales de compafia. Monografia (Titulo de Microbiélogo), Facultad
de Ciencias Exactas, Fisico - Quimicas y Naturales, Universidad Nacional de Rio
Cuarto, Rio Cuarto. 110 p.

Pfeiler E.A. & Klaenhammer T.R. 2007. The genomics of lactic acid bacteria. Trends in
Microbiology. 15:546-553.

Rebucci R., Sangalli, L., FAVA M., Bersani C., Cantoni C. & Baldi A. 2007. Evaluation of
functional aspects in Lactobacillus strains isolated from dry fermented sausages.
Journal of Food Quality. 30:187-201.

Saad S. M. |. 2006. Probidticos e prebibticos: o estado da arte. Brazilian Journal of
Pharmaceutical Science. 42(1):1-6.

Sahoo T.K., Jena P.K., Nagar N., Patel A.K. & Seshadri S. 2014. In Vitro Evaluation of
Probiotic Properties of Lactic Acid Bacteria from the Gut of Labeo rohita and Catla catla.
Probiotics and Antimicrobial Proteins. 6(3-4).

Sorroza L., Padilla D., Acosta F., Roman L., Grasso V., Vega J. & Real F. 2012.
Characterization of the probiotic strain Vagococcus fluvialis in the protection of
European sea bass (Dicentrarchus labrax) against vibriosis by Vibrio anguillarum. Vet.
Microbiol. 155:369-373.

Todorov S.D., Botes M., Guigas C., Schillinger U., Wiid I., Wachsman M.B., Holzapfel W.
H. & Dicks, L.M.T. 2008. Boza, a natural source of probiotic lactic acid bacteria. Journal
of Applied Microbiology. 104:465-477.

Wang Y.B.; XU Z.R. & XIA M.S. 2005. The effectiveness of commercial probiotics in
northern white shrimp Penaeus vannamei ponds. Fisheries Science. 71(5):1034-1039.
Yuksekdag Z.N & Aslim B. 2010. Assessment of potential probiotic and starter properties
of Pediococcus spp. isolated from Turkish-type fermented sausages (sucuk). Journal of

Microbiology Biotechnology. 20(1):161-168.



33

4. CONSIDERACOES FINAIS

As doencas que acometem 0s organismos aquaticos ainda sdo uma restricdo para a
expansao da aquicultura. Visando o controle de doencas e a melhoria na qualidade da &gua dos
cultivos, sdo realizadas pesquisas para avaliar a utilizacgdo de BAL como probiodticos,
caracterizando-se por ser um tema recente e propicio a mais estudos.

Logo, verificou-se através do presente trabalho que novas linhas de pesquisa podem ser
definidas futuramente na busca por BAL que possam ser usadas como probidticos na
aquicultura:

- Isolamento de outras cepas de BAL em busca de cepas com propriedades probidticas
mais satisfatorias;

- Padronizacdo de protocolos de identificacdo molecular das BAL para melhor
identificacdo das espécies;

- Realizacdo de mais ensaios in vitro, além de ensaios in vivo para definir as propriedades

probidticas mais efetivas das BAL.
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