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AVALIACAO DO POTENCIAL PROBIOTICO DE BACTERIAS ACIDO
LATICAS ISOLADAS DE VIVEIROS DE PISCICULTURA

RESUMO

Um dos problemas enfrentados na piscicultura no Brasil séo as doengas que acometem
aos peixes em criatorios, e devido a esse fato tem-se utilizado probi6ticos como
alternativas preventivas no controle de enfermidades. Esta pesquisa objetivou verificar o
potencial probidtico de cepas de bactérias &cido laticas (BAL) provenientes de
ambientes de piscicultura. Foram analisados 36 amostras de substratos (lama) e aguas
de tanques de psicultura, localizados na zona rural de Teresina, PI, dos quais foram
isolados197 cepas. As cepas foram avaliadas in vitro quanto a capacidade de inibicdo
aos patdgenos Salmonella spp., Escherichia coli, Streptococcus equi, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os testes utilizados foram autoagregacao e co-
agregacao, producdo de compostos antagonicos e resisténcia a antibidticos. Do total dos
isolados por meio de provas bioquimicas e fisiologicas foram identificadas 19 cepas de
BAL, divididas entre os géneros Lactococcus (5,26%), Lactobacillus (10,52%),
Leuconostoc (5,26%) e Enterococcus (80%), sendo este ultimo em maior quantidade.
Na avaliacdo dos testes de agregacdo e co-agregacdo as BAL mostraram-se com baixo
potencial inibitério, porem quanto aos testes de susceptibilidade antimicrobiana todas as
cepas mostraram-se sensiveis aos principais antibidticos administrados. Apos analise
dos resultados concluiu-se que as cepas BAL isoladas ndo possuem potencial
probidticos satisfatorios por apresentar baixa inibicdo a Salmonella spp., Escherichia
coli, Streptococcus equi, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Palavras-chave: antimicrobiano, inibicao, bactérias acido laticas
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ASSESSMENT OF POTENTIAL PROBIOTIC BACTERIA LACTIC ACID
ISOLATED FROM FISHPONDS

ABSTRACT

One of the problems faced in fish farming in Brazil are the diseases that affect the fish
farms, and because of this fact has been used probiotics as preventive alternatives in
disease control. This research aimed to verify the potential probiotic strains of lactic
acid bacteria (LAB) from fish farming environments. We analyzed 36 sample substrates
(mud) and water psicultura tanks, located in the countryside of Teresina, PI, which were
isolados197 strains. The strains were evaluated in vitro for their ability to inhibit
pathogens Salmonella spp., Escherichia coli, Streptococcus equi, Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa. The tests were autoagregacao and coaggregation,
production of antagonistic compounds and antibiotic resistance. Of total isolated by
biochemical and physiological tests were identified 19 strains of BAL, divided among
Lactococcus genera (5.26%), Lactobacillus (10.52%), Leuconostoc (5.26%) and
Enterococcus (80% ), the latter being in greater quantities. In the evaluation of the
aggregation and co-aggregation test the BAL showed up with low inhibitory potential,
but as the antimicrobial susceptibility testing all strains were sensitive to the main
administered antibiotics. After analyzing the results it was concluded that the isolated
strains BAL not satisfactory probiotics have the potential for introducing low inhibition
Salmonella spp., Escherichia coli, Streptococcus equi, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: antimicrobial, inhibition, lactic acid bacteria



11

1. INTRODUCAO

A piscicultura é uma atividade agricola lucrativa no Brasil devido aos seus
recursos hidricos abundantes, o clima tropical e espécies de peixes que apresentam
aptiddao para o desenvolvimento da atividade. Aspectos como qualidade nutritiva do
pescado, potencial de geracdo de emprego da industria pesqueira, baixo custo da
producédo de peixes em cativeiros e 0 aumento da demanda de alimentos em fungéo do
crescimento populacional tornam a piscicultura uma atividade viavel para a
agropecuaria.

Alguns patégenos infecciosos em peixes, como Vibrio spp e Aeromonas spp,
afetam diretamente a atividade piscicultora. Consequentemente tornou-se frequente a
utilizacdo de antibidticos na aquicultura para tratamento das enfermidades e também
como medida profilatica; consequentemente, devido a reducdo de infecgdes, atuam
também como promotores do crescimento dos animais. Entretanto, essa préatica pode
favorecer a ocorréncia de cepas bacterianas resistentes a antibioticos, portanto, sua
utilizagdo em piscicultura deve ser administrada com cautela.

Como alternativas ao tratamento profilatico com antimicrobianos, torna-se mais
frequente a utilizacdo de aditivos ou matérias-primas nos alimentos dos peixes que
favorececem o desenvolvimento e fortalecimento do sistema imunolégico. Dentre essas
alternativas tem-se a administracdo de probidticos e prebioticos, os quais além de
melhorar o desempenho, promovem beneficios a satde dos animais.

Os probidticos sdo culturas de micro-organismos que sdo adicionadas ao
alimento e que favorecem de varias maneiras o organismo hospedeiro, podendo agir na
reorganizacdo e colonizacdo da microbiota do intestino, competicdo por sitios de
ligacGes especificos e estimulo a resposta imune do hospedeiro. Varias espécies de
micro-organismo possuem propriedades probidticas, porém as bactérias acido laticas
(BAL) recebem especial atencdo, pois alem de agir na saude do hospedeiro fornecem
beneficios na producdo de alguns alimentos, como alteracGes organolépticas e aumento
do tempo de conservacdo por acdo de enzimas especificas.

As BAL sdo representadas por varios géneros bacterianos e estdo naturalmente
presentes em alimentos lacteos fermentados e derivados, bem como no ambiente, sendo
possivel seu isolamento do solo, agua, esgoto e trato gastrointestinal de alguns animais e

do homem.
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Reconhecendo o potencial probidticos de algumas BAL e sua presenga em
diversos tipos de ambiente, esta pesquisa teve como objetivo identificar e testar o
potencial probioticos de BAL isoladas de ambientes de piscicultura.

Os resultados obtidos foram apresentados em forma de artigo cientifico
seguindo as normas de publicagdo da revista Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, para a qual serd submetido para posterior publicagdo. O artigo
foi apresentado no capitulo intitulado: Avaliacdo do potencial probidtico de bactérias
acido laticas isoladas de tanques de piscicultura.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias Acido Laticas (BAL)

As bactérias laticas fazem parte de um grupo que produzem &cido latico apds a
fermentacdo de carboidratos. S&o caracterizadas como cocos, bastonetes ou bacilococos
Gram-positivas, geralmente imdveis, ndo esporuladas, catalase negativas. Inicialmente
esse grupo pertencia a quatro géneros (Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e
Streptococcus) que foram subdivididos nos géneros Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (TAMANINI,
2008; SILVA et al., 2010; POFFO; SILVA, 2011). Todas estas bactérias crescem em
condi¢des de micro-aerofilia ou anaerobiose, e possuem propriedades fisioldgicas e
biogquimicas semelhantes (ALLEGRETTI, 2009; DIAS, 2014; GOMES; MOTTA,
2015).

Estas  bactérias sdo classificadas como  homofermentadoras ou
heterofermentadoras conforme os produtos finais da fermentacdo dos carboidratos. Os
homofermentadores (Streptococcus e Pediococcus) produzem acido latico como maior
produto da fermentacdo da glicose e o0s heterofermentadores (Leuconostoc e as
Betabactérias) além do acido latico produzem também dioxido de carbono, etanol,
aldeido e diacetil. Os heterofermentativos sdo mais usados na industria lactea por causa
da producédo de substancias flavorizantes, como o diacetil (CARR, CHILL e MAIDA,
2002; GOMES; MOTTA, 2015).

As bactérias acido-laticas (BAL) fazem parte da microbiota intestinal dos
mamiferos e sdo encontradas em ambiente rico em nutrientes e podem ocorrer
naturalmente em laticinios, produtos carneos e vegetais, podendo fazer parte da
tecnologia de alguns alimentos. Outros habitats as quais podem ser encontrados incluem
solo, agua, agua de esgoto, silagem (SCHNURER; MAGNUSSON, 2005; ALMEIDA,
2007; TAMANINI, 2008; JENSEN et al., 2012; SILVA, 2011; LIMA et al., 2012).

Estes micro-organismos séo utilizados na preparacdo de alimentos por alterar de
forma favoravel, a sua textura, aroma e sabor devido a producdo de enzimas glicoliticas,
lipoliticas e proteoliticas. Possuem ainda capacidade de prevenir a deteriora precoce de
produtos alimenticios, ao inibir o desenvolvimento de organismos prejudiciais a satde
pela competicdo por oxigénio e por sitios de ligacdo. Além desses efeitos de

preservacdo as bactérias acido-laticas, possuem efeito probidtico por inibirem o
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crescimento de bactérias patogénicas pela producdo de compostos antibacterianos, como
bacteriocinas, diacetil, perdxido de hidrogénio, &cido lactico e reuterim (SCHNURER;
MAGNUSSON, 2005; ALMEIDA, 2007; JATOBA et al., 2008; TAMANINI, 2008;
ALLEGRETTI, 2009; POFFO; SILVA, 2011; LIMA et al., 2012).

Quanto a identificacdo e isolamento dos géneros de BAL, requerem tempo e
meios de cultura muito rico em nutrientes (carboidratos, aminoacidos, peptideos, acidos
graxos, sais, derivados de acidos nucléicos e vitaminas) por serem micro-organismos
nutricionalmente fastidiosos (ALMEIDA, 2007; ALLEGRETTI, 2009; SILVA, 2011).

2.2 Probidticos

Probi6ticos sdo micro-organismos vivos que promovem beneficios a salde do
hospedeiro quando ingeridos em quantidades adequadas (FAO, 2002). A maioria desses
micro-organismos sdo bactérias, mas tambem podem ser fungos filamentosos e
leveduras (SINGH et al., 2011).

Muitas bactérias probioticas estdo presentes no grupo das BAL, sendo as
espécies Lactobacillus  bulgaricus, Lactobacillus plantarum,  Streptococcus
thermophillus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis e Bifidobacterium spp. as
principais usadas em preparos probioticos. As espécies de leveduras normalmente usada
como probidticos sdo Sacharomices cerevisae e S. cerevisae var. boulardi,
Xanthophyllomyces e Schizosaccharomyces. (SINGH et al., 2011; ARGYRI et al., 2013;
EFSA, 2015).

Os probioticos tém sido introduzidos na fabricacdo de varios produtos lacteos
fermentados, derivados de carne, sorvetes, smoothies, cereais, barrinhas de cereais,
formulas infantis e soja (REBUCCI et al., 2007; ARGYRI et al., 2013). Sdo consumidos
a partir da adicdo de culturas vivas em iogurtes e outros suplementos alimentares.
Alguns séo utilizados em pasta ou em p6 no preparo de racdo para animais (SINGH et
al., 2011; HOU et al., 2015).

As cepas probioticas geralmente sdo selecionadas conformes critérios relativos
a: tolerancia a acidos e a bile, habilidade de adesdo epitélio para colonizacdo trato
intestinal, producdo de substdncias antimicrobianas, resisténcia a antibidticos,
demonstrada eficAcia e seguranca (cepas ndo-patogénicas e nao-tdxicas), e
sobrevivéncia ao processamento industrial (SINGH et al., 2011; HERMANNS, 2013;
HOU et al., 2015).
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2.3 Beneficios dos probidticos

Estd bem estabelecido que o uso de probi6ticos em alimentos confere efeitos
benéficos a salde de homens e animais. Na pratica veterinaria, o uso de probidticos nos
alimentos, segundo a Unido Européia, substituindo o uso de promotores de crescimento
e também por ser uma alternativa a adicdo de antibidticos na alimentacdo. Séo
comumente fornecidos a cavalos jovens, em piscicultura e outras culturas, como
suplementos alimentares, e no gado sdo utilizados para prevenir doengas alimentares
(REBUCCI et al., 2007; GAGGIA; MATTARELLI; BIAVATI, 2010; SINGH et al.,
2011; ARGYRI et al., 2013).

Em animais de producdo tem sido observado que os probidticos promovem o
crescimento, aumentam a eficiéncia da conversdo alimentar, reestabelece a microbiota
gastrointestinal estimula o sistema imunoldgico e protege o trato gastrointestinal do
hospedeiro contra doencas (HOU et al., 2015).

Muitos mecanismos de cada probidticos medeiam beneficios a saude no
hospedeiro podendo ser divididos em trés categorias: atividade antimicrobiana, adesao

ao epitélio intestinal e estimulo da resposta imune do hospedeiro (JENSEN et al., 2012).

2.3.1 Atividade antimicrobiana

Os probidticos fornecem uma alternativa potencial ao uso de antibidticos nos
alimentos, uma vez que produzem substancias antimicrobianas como acido latico,
peréxido de hidrogénio, bacteriocinas, reuterina, e reuterocuclina, que possuem
potencial de inibicdo contra patdgenos entéricos como Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori,
e rotavirus. Dessa forma, ao reduzir o numero desses patdgenos no trato gastrointestinal,
promove o equilibrio da microbiota local e diminuindo o risco de doencas do trato-
gastrointestinal (ARGYRI et al., 2013; HOU et al., 2015). Além desses efeitos, algumas

bacteriocinas sdo utilizadas em alimentos como conservantes (HERMANNS, 2013).

2.3.2 Adesdo ao epitélio intestinal

Probiodticos também sdo utilizados na homeostase da microbiota intestinal, ao
impedir patégenos de colonizarem ou aderirem a mucosa, estabilizando a funcdo da
barreira gastrointestinal (GAGGIA; MATTARELLI; BIAVATI, 2010). Essa



16

propriedade constitui em um beneficio a salde do hospedeiro, uma vez que permite a
cepa probidtica colonizar eficazmente, e impede desde modo a proliferacdo de micro-
organismos patogénicos, assim como também ajuda a diminuir os riscos de alergias e
alteracdes a digestdo (MUZZOLON, 2010).

2.3.3 Estimulo a resposta imune

O estimulo do sistema imunoldgico é um dos beneficios mais comumente
relatados pela utilizacdo de probidticos, uma vez que possuem propriedades de
estimular a resposta da imunidade inata pela modulacdo de citocinas pro-inflamatérias
(NAYAK, 2010; HOU et al., 2015; WONG et al.,, 2015). As respostas imunes
possivelmente ocorrem ao ativar macrofagos, aumentando os niveis de citocinas,
aumento da atividade natural das células NK (Natural Killers), e/ou aumentando os
niveis de imunoglobulinas. Dessa maneira ocorre inibicdo do desenvolvimento e
reducdo de infecgdes por patdgenos comuns como Salmonella e Shigella (SINGH et al.,
2011).

2.4 BAL como Probiéticos

Em um alimento fermentado, denomina-se cultura lactea (ou starter, ou
fermento lactico) o preparo de uma cultura microbioldégica com concentracfes de
células padronizadas, de um mesmo micro-organismo ou de espécies diferentes, que é
adicionado ao alimento durante o processo de producdo com intuito de auxiliar na
fermentacdo e fornecer qualidades nutricionais (REBUCCI et al., 2007;
MONTEGAUDO-MERA, 2012). As culturas iniciais provocam transformacgdes nas
matérias-primas, produzindo acidos e outras substancias que melhoram as
caracteristicas sensoriais de varios produtos alimenticios (VILLA et al., 2014).

Algumas espécies de BAL tém sido largamente usadas como cultura inicial em
produtos fermentados, tendo recebido o estatuto GRAS (Generally Recognized As Safe),
fornecido pela American Food and Drug Agency (FDA) (MONTEAGUDO-MERA,
2012; DIAS, 2014).

Além disso as BAL tém tido relevancia, tanto na inddstria de alimentos quanto
em salde publica, tendo sido utilizadas ha muito tempo em alimentos por apresentarem
caracteristicas transformadoras, probidticas e bioconservadoras (TAMANINI, 2008;
HERMANNS, 2013; VILLA, 2014; GOMES; MOTTA, 2015).



17

Dois aspectos podem ser considerados quando se utilizam bactérias acido laticas
como probidticos: a fermentacdo do alimento e a antibiose. No primeiro caso, a cultura
inicial adicionada age sobre o produto, resultando em beneficios ao alimento, e no
segundo caso, a cultura iniciadora deve inibir o desenvolvimento de micro-organismos
indesejaveis que causam danos ao produto ou a satde do consumidor. Esta inibicdo é,
em parte, devido aos produtos finais da fermentacdo, como 4&cido latico, diacetil,
acetaldeido e &cido acético, que podem acumular em niveis inibitérios em certos
alimentos e bebidas. Em outros casos, a inibicdo pode, ainda, ser causada por
subprodutos secundarios da atividade metabdlica, tais como peréxido de hidrogénio ou
bacteriocinas (BELLO et al., 2010; BOVO; CORASSIN; OLIVEIRA, 2010; VILLA,
2014).

Alguns géneros de BAL unem-se a carboidratos especificos de enterobactérias e
inibem sua adesdo mediante agentes antimicrobianos e a producgdo de substancias de
baixo peso molécular, produzindo efeitos toxicos sobre ouras bactérias ao aderir-se aos
receptores de suas superficies (HERMANNS, 2013; VILLA, 2014).

Micro-organismos mais frequentemente usados como agentes probioticos
incluem algumas bactérias do género Streptococcus e algumas espécies de leveduras,
principalmente espécies de Saccharomyces. Porém as bactérias de maior aplicacédo
como probidticos sdo as bactérias acido-laticas (BAL), as quais pertencem 0s géneros
Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Enterococcus (Tabela 1)
(JENSEN et al., 2012; MUZOOLON, 2010; LAUKOVA et al., 2008; ARGYRI et al.,
2013; HOU et al., 2015).

Tabela 1 — Micro-organismos mais utilizados como probidticos

Género Espécie

Lactobacillus L. acidophilus
L. casei

L. fermentum
L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus
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L. salivarius

L. lactis

L. bulgaricus
Lactococcus L. lactis
Enterococcus E. faecium
Bifidobacterium B. lactis

B. longum

B. breve

B. bifidum

B. infantis
Streptococcus S. salivariussub sp. Thermophilus
Saccharomyces S. cerevisiae

S. cerevisiaevar.boulardii
Schizosaccharomyces S. pombe
Xanthophyllomyces X. dendrorhous

Fonte: MUZZOLON, 2010; EFSA, 2015

Alguns desses géneros, como Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus, sao
habitantes normais do trato gastrointestinal de vertebrados como tilapias, galinhas,
cachorros e até mesmo humanos, porém outras fontes de bactérias de potencial
probidticos podem ser produtos lacteos fermentados, como leites e iogurtes fermentados,
salsichas enlatadas, alimentos de origem vegetal, frutas, cereais, carnes ou peixes.
Espécies desse género tém sido bem documentadas como boas cepas probidticas e
utilizadas em varios produtos alimentares fermentados a partir da adicdo de culturas
vivas em iogurtes e outros suplementos alimentares para humanos a animais. (ALY,
2008; MUZZOLON, 2010; SINGH ET AL., 2011; ARGYRI, 2013; HOU et al., 2015).

Quanto a agricultura, Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Bacillus e Sacharomyces sdo atualmente os probidticos mais usados na pecuaria,
avicultura e praticas agricolas, promovendo principalmente resisténcia a doencas ao
estimular o sistema imunoldgico do hospedeiro (GAGGIA; MATTARELLI; BIAVATI,
2010; NAYAK, 2010).

Outro uso das BAL tem sido mecanismo de remocédo de aflatoxinas em rac6es
contaminadas por fungos, uma vez que as BAL possuem a propriedade de inibir a
biossintese de aflatoxinas, ou ainda, possuem a habilidade de remover a micotoxina do

meio minimizando a acdo desta, ajudando assim a reduzir os riscos de exposicao a essas
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toxinas pelo consumo de alimentos, (BOVO; CORASSIN; OLIVEIRA, 2010; SANTOS
et al., 2014).

2.5 Selecéao de probidticos

Na ordem de acdo dos probidticos no trato gastrointestinal alguns critérios
devem ser usados para selecionar cepas com potenciais probidticos, como capacidade de
sobreviver & passagem pelo trato gastrointestinal. A capacidade para produzir
compostos antimicrobianos (&cido latico, acido acético, peroxido de hidrogénio e
bactericidas) € outra propriedade funcional que € usada para caracterizacdo de
probiéticos (REBUCCI, et al., 2007; JENSEN et al., 2012; GOMES; MOTTA, 2015).

Atividade probiotica pode ser relacionada ao género, espécie, ou cepas de um
determinado micro-organismo. Portanto, para o uso como probidticos na alimentagédo
animal cepas de micro-organismos precisam ser selecionadas cuidadosamente, e
avaliadas pela sua inocuidade e efeitos usando métodos in vitro, animais controles e
analises clinicas. Devem possuir capacidade de produzir um efeito benéfico ao animal
hospedeiro, aumentar o crescimento ou resisténcia a doenca; deve ser ndo-patogénico e
ndo-toxico (; SINGH et al., 2011; HOU, 2015).

Para agir como um probidticos no trato gastrointestinal e exercer seus efeitos
benéficos no hospedeiro, a bactéria deve ser apta a sobreviver as condi¢cdes acidas do
estdmago e resistir a acdo da bile no inicio do intestino delgado. Assim, é essencial que
a bactéria possua sistemas de protecdo para resistir as condi¢des do trato gastrointestinal
do hospedeiro. (LAUKOVA et al., 2008; GAGGIA; MATTARELLI; BIAVATI, 2010;
JENSEN et al., 2012; MONTEAGUDO-MERA, 2012; ARGYRI et al., 2013).

A aderéncia bacteriana as células epiteliais intestinais e/ou mucosas é
frequentemente considerado como sendo uma caracteristica desejavel de uma cepa
probidtica, como também pode promover ao tempo de transito intestinal. Portanto os
micro-organismos devem ter capacidade de multiplicacdo e adesdo ao intestino,
colonizando-o e mantendo sua viabilidade e atividade. (JENSEN et al., 2012).

Além dessas caracteristicas, de acordo com a European Food Safety Authority,
0S micro-organismos probidticos ndo devem apresentar resisténcia a antibiéticos, nem
apresentar patogenicidade ou toxicidade. E outra exigéncia na sele¢cdo de cepas

probioticas € a capacidade das mesmas de resistir a quaisquer condigdes adversas
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durante producdo industrial (MONTEAGUDO-MERA, 2012; (VIALTA et al., 2012;
HOU et al., 2015).

2.6 Probidticos na piscicultura

Fatores como doencas e polui¢cbes causam mortalidade massiva na criacdo de
peixes, representando fatores limitantes na aquicultura. As doengas que causam maiores
impactos na industria incluem infecgdes virais e bacterioses como as provocadas por
espécies de Aeromonas, Yersinia, e Vibrio causando infeccdes e produzindo,
consequentemente, consideraveis perdas econémicas na piscicultura (WANG;
NISHINO, 2008; BALCAZAR et al, 2008; KESARCODI-WATSON et al, 2007).

Em piscicultura utilizam-se vacinagdes ou antibioticos na prevencdo de doencas,
porem esses métodos nem sempre sdo eficientes. Por exemplo, o uso de agentes
quimicos como antibidticos podem levar a promogéo de cepas bacterianas resistentes
(BALCAZAR et al, 2008; WANG; NISHINO, 2008).

Como alternativa os probiodticos tem sido largamente usados para controlar
doencas em muitos paises em desenvolvimento e seu uso na producdo de peixes
aquaticos tem aumentado com a demanda do aumento da piscicultura. BALCAZAR, et
al, 2008; (WANG; NISHINO, 2008; NEWAJ-FYZUL; AL-HARBJ; AUSTIN, 2014).

A primeira aplicacdo de probidticos na piscicultura foi relatada em 1986, e
houve desde entdo crescente interesse no desenvolvimento de novas pesquisas de cepas
com potenciais probioticos (WANG; NISHINO, 2008).

Em animais terrestres, os efeitos do probidticos ocorrem devido a producao de
moléculas de inibicdo de patdgenos e competicdo nutrientes ou oxigénio. Em animais
aquaticos, ha evidéncias por competicdo de sitios de ligacdo no epitélio da mucosa
gastrointestinal do animal e aderéncia e crescimento no muco do intestino desses
animais (NEWAJ-FYZUL; AL-HARBJ; AUSTIN, 2014).

Os probidticos possuem vantagens como aumento do crescimento,
suplementacdo e reducdo da incidéncia de doencas e surtos na producdo de peixes
através de seus mecanismos de producdo de substancias patogénicas, ou competicdo por
nutrientes essenciais. Quando utilizados individualmente ou em combinac6es, podem
aumentar ambas as imunidades sistémicas quanto locais, por exemplo, estimulo da

proliferacdo de linfocitos B em peixes, aumento de hematdcrito, aumento do ndmero de
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fagocitos, leucdcitos e linfocitos. (BALCAZAR, et al, 2008; NAYAK, 2010; NEWAJ-
FYZUL; AL-HARBJ; AUSTIN, 2014).

Outros beneficios relacionados aos diferentes grupos de BAL s&o sua capacidade
de elevar os niveis de imunoglobulina em peixes, e além dos ganhos nutricionais e
outros beneficios a saude, certo probidticos pode agir na decomposicdo da matéria
orgénica, reduzindo os niveis de nitrogénio e fosforo bem como de ambdnia, nitrito e
sulfato de hidrogénio (NAY AK, 2010).
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ISOLADAS DE VIVEIROS DE PISCICULTURA
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RESUMO

Um dos problemas enfrentados na piscicultura no Brasil sao as doencas que acometem aos
peixes em criatorios, e devido a esse fato tem-se utilizado probioticos como alternativas
preventivas no controle de enfermidades. Esta pesquisa objetivou verificar o potencial
probiotico de cepas de bacterias acido laticas (BAL) provenientes de ambientes de
piscicultura. Foram analisados 36 amostras de substratos (lama) e aguas de tanques de
psicultura, localizados na zona rural de Teresina, Pl, dos quais foram isolados197 cepas. As
cepas foram avaliadas in vitro quanto a capacidade de inibi¢do aos patogenos Salmonella spp.,
Escherichia coli, Streptococcus equi, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os
testes utilizados foram autoagregacao e co-agregacao, producdo de compostos antagonicos e
resistencia a antibioticos. Do total dos isolados por meio de provas bioquimicas e fisiologicas
foram identificadas 19 cepas de BAL, divididas entre os generos Lactococcus (5,26%),
Lactobacillus (10,52%), Leuconostoc (5,26%) e Enterococcus (80%), sendo este ultimo em
maior quantidade. Na avaliacao dos testes de gregacao e co-agregacao as BAL mostraram-se
com baixo potencial inibitorio, porem quanto aos testes de susceptibilidade antimicrobiana
todas as cepas mostraram-se sensiveis aos principais antibioticos administrados. Apos analise
dos resultados concluiu-se que as cepas BAL isoladas ndo possuem potencial probioticos
satisfatorios por apresentar baixa inibicdo a Salmonella spp., Escherichia coli, Streptococcus

equi, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Palavras-chave: antimicrobiano, inibicao, bacterias acido laticas
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ASSESSMENT OF POTENTIAL PROBIOTIC BACTERIA LACTIC ACID
ISOLATED FROM FISHPONDS

ABSTRACT

One of the problems faced in fish farming in Brazil are the diseases that affect the fish farms,
and because of this fact has been used probiotics as preventive alternatives in disease control.
This research aimed to verify the potential probiotic strains of lactic acid bacteria (LAB) from
fish farming environments. We analyzed 36 sample substrates (mud) and water psicultura
tanks, located in the countryside of Teresina, PI, which were isolados197 strains. The strains
were evaluated in vitro for their ability to inhibit pathogens Salmonella spp., Escherichia coli,
Streptococcus equi, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. The tests were
autoagregacao and coaggregation, production of antagonistic compounds and antibiotic
resistance. Of total isolated by biochemical and physiological tests were identified 19 strains
of BAL, divided among Lactococcus genera (5.26%), Lactobacillus (10.52%), Leuconostoc
(5.26%) and Enterococcus (80% ), the latter being in greater quantities. In the evaluation of
the aggregation and co-aggregation test the BAL showed up with low inhibitory potential, but
as the antimicrobial susceptibility testing all strains were sensitive to the main administered
antibiotics. After analyzing the results it was concluded that the isolated strains BAL not
satisfactory probiotics have the potential for introducing low inhibition Salmonella spp.,

Escherichia coli, Streptococcus equi, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa.

Keywords: antimicrobial, inhibition, lactic acid bacteria
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INTRODUCAO

A piscicultura é uma atividade agricola lucrativa no Brasil devido aos seus recursos
hidricos abundantes, o clima tropical e espécies de peixes que apresentam aptiddo para o
desenvolvimento da atividade. Soma-se a isso a qualidade nutritiva do pescado, baixo custo
de producéo e o potencial de geracdo de emprego da industria pesqueira.

Alguns patdgenos infecciosos em peixes, como Vibrio spp e Aeromonas spp, afetam
diretamente a atividade piscicultora, tornando frequente a utilizacdo de antibidticos na
aquicultura para tratamento das enfermidades e também como profilaxia. Porém, essa pratica
pode favorecer a ocorréncia de cepas bacterianas resistentes a antibidticos, devendo sua
utilizagdo em piscicultura ser administrada com cautela.

Tém-se como alternativas ao tratamento profilatico com antimicrobianos, a utilizacdo
de aditivos ou matérias-primas nos alimentos dos peixes que favorececem o desenvolvimento
e fortalecimento do sistema imunologico, como a administracdo de probioticos e prebidticos.

Os probioticos sdo culturas de micro-organismos que ao serem adicionadas ao
alimento, favorecem de varias maneiras o organismo hospedeiro, podendo agir na
reorganizacdo e colonizacdo da microbiota do intestino, competicdo por sitios de ligacdes
especificos e estimulo a resposta imune do hospedeiro.

Dentre as espéecies de micro-organismo que possuem propriedades probioticas, as mais
importantes estdo no grupo das bactérias acido laticas (BAL), as quais aléem de agir na saude
do hospedeiro fornecem beneficios na producdo de alguns alimentos, como alteracdes
organolépticas e aumento do tempo de conservagdo por acao de enzimas especificas.

As bactérias laticas fazem parte de um grupo bactérias que produzem &cido latico e
outros compostos apds a fermentacdo de carboidratos. Sao caracterizadas como cocos,
bastonetes ou bacilococos Gram-positivas, sendo representados por bactérias dos géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Carnobaacteium, Enterococcus, Lactococcus,
Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella. Essas bactérias além do &cido latico
produzem também diéxido de carbono, etanol, aldeido e diacetil. Fazem parte da microbiota
intestinal dos mamiferos e sdo encontradas em ambiente rico em nutriente, podendo ocorrer
naturalmente em laticinios, produtos carneos e vegetais, e ainda estar presentes no solo, agua,
agua de esgoto e silagem.

As bactérias 4acido laticas por apresentarem caracteristicas transformadoras,
probidticas e bioconservadoras tém tido relevancia na industria de alimentos quanto em salde

publica, uma vez que possuem a capacidade de inibir o desenvolvimento de micro-organismos
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indesejaveis que causam danos ao produto ou a salde do consumidor. Esta inibicdo é, em
parte, devido aos produtos finais da fermentacdo, como acido latico, diacetil, acetaldeido e
acido acético.

Na selecao de probioticos sao considerados 0s seguintes criterios: capacidade para
produzir compostos antimicrobianos, capacidade de sobreviver a passagem pelo trato
gastrointestinal, capacidade de multiplicacao e adesao ao intestino, colonizando-o e mantendo
sua viabilidade e atividade. Tambem e desejavel que nao apresentem resistencia a antibioticos,
nem apresentem patogenicidade ou toxicidade ao organismo hospedeiro.

Diante do exposto esta pesquisa teve como objetivo isolar, identificar e testar o
potencial probiético de BAL de ambientes de piscicultura.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 36 amostras de agua e de substratos de tanques para piscicultura em
diferentes propriedades piscicultoras na regido de Teresina, Pl. A pesquisa foi executada no
Laboratorio de Controle Microbiologico, do Nucleo de Estudos, Pesquisas e Processamento
de Alimentos (NUEPPA), Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), Universidade Federal do Piaui
(UFPI).

Isolamento de cepas de BAL a partir de amostras de agua de tanques para piscicultura

Foram utilizadas 25 ml da amostra de agua e em seguida diluida em 225 mL de agua
peptonada a 0,1%, formando diluicdo inicial (10™). A partir desta, preparou-se diluicdes
decimais seriadas até 10°. A inoculacio foi feita em triplicata, em aliquotas de 0,1 ml por
placa de Petri, na superficie do meio de cultivo Man Rogosa Sharp Agar (MRS), com auxilio
de alca de Drigalsky. Incubaram-se as placas a 37°C, por 24h, em microaerofilia. Com o
propdsito de se obter cultivos puros. As diferentes colonias de BAL isoladas no meio MRS,
foram reisoladas no mesmo meio através do método de estrias por esgotamento e novamente
incubadas sob as mesmas condi¢des relatadas anteriormente.

As diferentes colbnias isoladas em agar MRS foi realizada coloragdo por Gram e para
a continuidade dos ensaios selecionaram-se as col6nias que apresentaram-se como bacilos e
cocos Gram positivos ndo esporulados. Fez-se uma identificacdo presuntiva através das

seguintes provas metabdlicas: catalase, oxidase e indol.

Prova de catalase
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A prova da catalase é utilizada para indicar a presenca da catalase, uma enzima que
decompGe o peroxido de hidrogénio (H,0,) em dgua e oxigénio (ANVISA, 2004).

Com o auxilio de uma alca bacterioldgica transferiu-se uma alcada do crescimento
celular em &gar nutriente para uma Idmina de vidro e sobre esta foi adicionada uma gota de
per6xido de hidrogénio a 3,0 %. A producdo imediata de bolhas foi considerada prova
positiva. Como controles positivo e negativo, para este teste, utilizaram-se respectivamente,
amostras-padrdo de S. aureus ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 29212. As BAL

reagem negativamente a prova da catalase.

Prova da oxidase

O teste de oxidase é baseado na producdo intracelular da enzima citocromo-oxidase
presente nos géneros Pseudomonas, Neisseria, Moraxella, Vibrio,Aeromonas.

Uma colbnia isolada foi espalhada, com auxilio de um palito de madeira ou plastico
estéril sobre uma fita de oxidase. A mudanca da cor da colnia para a cor roxa indicava teste
positivo para oxidase. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC
25922 foram utilizados como controle positivo e negativo respectivamente (ANVISA, 2004).

Cepas de BAL devem reagir positivamente a oxidase.

Producéo de Indol

Este teste indica a capacidade de uma bacteria degradar o aminoacido triptofano em
indol a partir da acdo da enzima triptofanase.

O teste foi feito semeando o micro-organismo a ser estudado no meio de cultura Caldo
Triptofano em tubo de ensaio. Caso 0 micro-organismo possua a enzima triptofanase, o gas
indol resultante da degradacdo do aminoacido era revelado, apds a adicdo de um reagente
(Reagente de Kovacs) pela formacdo de um anel rosa avermelhado na superficie do meio.

Para a execucdo deste procedimento utilizou-se como cepas padrdo positiva
Escherichia coli ATCC 25922 e negativa Enterobacter aerogenes ATCC 13048. As cepas de
BAL devem reagir negativamente a producéo de indol.

Apos coloracdo por Gram e separacdo das bactérias por morfologia celular, outros
testes bioquimicos e metabdlicos foram realizados para identificacdo dos géneros:
crescimento em 6,5% de NaCl e em pH 9,6, desenvolvimento em temperaturas de 10°C, 45°C

e em MRS enriquecido com glicose, e provas de hidrdlises de arginina e esculina.

Inibicdo de Bactérias Patogénicas
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Para determinar o potencial de inibicdo das BAL frente as bactérias patogénicas
utilizou-se 0 método descrito por Jatoba et al. (2008) com adaptacdes.

As bactérias &cido laticas a serem testadas foram semeadas em caldo MRS e incubadas
a 37°C por 24horas em condi¢cdes de anaerobiose. Apds esse periodo estas foram suspensas
em solucdo de PBS estéril até atingir a concentracdo de Densidade Optica a 600nm de 0,5, e
em seguida semeadas, com auxilio de swabs estéril, em placas de Petri contendo Agar MRS.
As placas forma incubadas em anaerobiose a 37°C por 24hr.

Apos esse periodo de incubacdo foram seccionados cinco discos, de aproximadamente
1 cm de diametro do Agar MRS e estes sobrepostos em placas com agar Brain Heart Infusion
enriquecido com extrato de levedura. Cada placa de Agar BHI foi previamente semeada, com
auxilio de swab estéril, com um os seguintes patdgenos: Salmonella ATCC, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptococcus spp, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Escherichia coli ATCC 25922, previamente cultivados em caldo BHI e suspensos em solugéo
salina estéril na concentracdo de 0,5 de McFarland. As placas de BHI com os discos
sobrepostos foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas. Cada teste foi
realizado em duplicata.

Decorridos esse periodo foram mensurados os halos de inibicdo de cada bactéria

patogénica a partir dos discos de Agar MRS com BAL.

Capacidade de auto-agregacao

O potencial de auto-agregacdo de uma cepa probiotica revela o quanto esse micro-
organismo consegue se aglomerar entre si. Isso é necessaria para a adesdo de linhagens
probidticas as células do epitélio intestinal, evitando que patdgenos colonizem e/ou interajam
com essas células.

Para determinar a capacidade de auto-agregacdo das BAL, utilizou-se a metodologia
descrita por Muzzolon (2010).

Cada cepa de BAL analisada foi cultivada em caldo MRS a 37° C e em condicdo de
anaerobiose. Decorrido o periodo de 18-24 horas o cultivo foi centrifugado a 5000 RPM
durante 5 minutos, em seguida descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet
resultante em 5 ml de caldo PBS.

Foram feitas, por conseguinte, dilui¢des sucessivas em caldo PSB até conseguir-se
uma densidade dptica (DO) a 600nm de 0,5 (DO inicial). O cultivo entdo foi mantido em
repouso por 2 horas a 37° C e novamente mensurado sua densidade Optica a partir da parte

superior da suspenséo.
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A determinacé@o da porcentagem de auto-agregacdo de todas as cepas foi calculada a

partir da seguinte formula:

% Auto-agregacao = (DI — DF) / (DI) 100

Onde:
DI: Densidade optica inicial
DF: Densidade o6ptica final

Capacidade de co-agregacao com bactérias patogénicas

A capacidade de co-agregacdo apresenta uma barreira que previne a colonizacdo por
micro-organismos patogénicos, uma vez que as cepas probioticas devem possuir capacidade
de ligar-se a esses micro-organismos.

As bactérias patogénicas utilizados nesse teste foram Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Streptococcus equi, cedidas pelo Laboratério de Doencas Infecciosas, localizado no
Laboratorio de Sanidade Animal (LASAN), do Centro de Ciéncias Agrarias, UFPI. Cada cepa
de BAL e bactéria patogénica foram cultivadas em caldo MRS e caldo BHI enriquecido com
sangue, respectivamente, e incubadas a 37° C e em condi¢do de anaerobiose. Decorrido o
periodo de 18-24 horas cada cultivo foi centrifugado a 5000 RPM durante 5 minutos, em
seguida descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet resultante em 5 ml de caldo
PBS. Posteriormente foram feitas diluicGes sucessivas em caldo PSB até conseguir uma
densidade optica (DO) a 600nm de 0,5 (DO inicial).

Uma vez preparado as concentracdes dos micro-organismos misturaram-se em tubos
estéreis cada BAL com cada uma das bactérias patogénicas sob a mesma proporcao (1:1).
Como controle negativo separou-se também igual volume de cada cultivo puro de micro-
organismos.

Cada cultivo foi mantido em repouso por 2 horas a 37° C e novamente mensurado sua
densidade Optica a partir da parte superior da suspensao. Cada mistura foi feita em duplicata.

A determinacdo da porcentagem de co-agregacao entre as cepas foi calculada a partir

da seguinte formula:

% Co-agregacéo = D01 + D02 — (2 x DOM)/(DO1 + D02) x 100
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DO1: absor¢éo da cultura de BAL ap06s incubacéo
DO2: absor¢do da cultura de bactérias patogénicas apos a incubacao
DOM: mistura (BAL + bactéria patogénica) apds incubagéo

Perfil de susceptibilidade antimicrobiana

Para o teste de susceptibilidade antimicrobiana utilizou-se o teste de difusdo em disco
seguindo as recomendacdes propostas pelo CLSI (2014) e Karktcham et al. (2012) de acordo
com 0s géneros de BAL identificados.

Preparou-se uma suspensdo bacteriana em solugdo salina estéril (NaCl 0,85% p/v),
com cada cepa de BAL identificada, até atingir a concentracdo equivalente a 0,5 de
McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Com o auxilio de swab estéril cada suspensdo foi semeada
em superficie de placas de Petri contendo Agar MRS. Ap6s secagem do inoculo depositou-se,
entdo, discos dos seguintes antimicrobianos: ampicilina 10pug (AMP), penicilina 10 U (PEN),
ciprofloxavina 5ug (CIP), levofloxacina 5ug (LVX), tetraciclina 30pug (TET), gentamicina
120 pg (GEN), estreptomicina 300 pg (STR) e vancomicina 30ug (VAN).

As placas com o semeio foram incubados a 37° C, por 24 horas sob atmosfera de

anaerobiose e, decorrido esse periodo, mensurou-se cada halo de inibicéo.

Conservacao das cepas de BAL

Apos a identificacdo das cepas como bactéria acido latica, estas foram inoculadas em
caldo MRS e incubadas a 37°C por 24 h. Apds o periodo de incubacgdo transferiu-se para
microtubo tipo Ependorf, estéril, 800 pl do inoculo adicionado de 200 pl de salina glicerinada

a 30%, e em seguidas mantidas sob congelamento a -20 °C.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolou-se o total de 197 colénias em Agar MRS, e ap6s 0s testes iniciais presuntivos
para identificacdo de bactérias acido laticas (coloracdo por Gram, catalase e indol) restaram
19 cepas presuntivas de BAL. Destas, 95% (18 cepas) correspondiam a cocos (cocos em pares,
cocobacilos ou estreptococos) e 5% (apenas unica cepa) era do tipo bastonete.

Foram identificados os géneros Enterococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e
Lactococcus. Os resultados referentes a morfologia e testes fisiologicos encontram-se na
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Resultados das provas de identificacdo das cepas (CP) de BAL isoladas de aguas e substrato de tanques de piscicultura

32

Morfologia Gram Catalase 10°C 40°C pH 9,6 6,5% NacCl Gaés Esculina  Arginina Suspeita

CP8 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
CP20 Cocos + - + + + + + + + Leuconostoc
CP53 Cocos pares + - + + + + - + + Enterococcus
CP63 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
CP70 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
CP77 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
CP96  Cocos cadeia + - + + - + - + + Lactococcus
CP99 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
CP108  Cocos pares + - + + + + - + + Enterococcus
CP111 Bacilos + - + + + - - + + Lactobacillus
CP119 Cocos + - - + + - + + + Leuconostoc
CP130 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
CP135  Cocobacilos + - + + + + - + + Enterococcus
CP138  Cocos pares + - + + + + - + + Enterococcus
CP142 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
CP162 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
CP171 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
CP179 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
CP184 Cocos + - + + + + - + + Enterococcus
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As maiorias das cepas de BAL isoladas correspondiam ao género Enterococcus
(80%). Muzzolon (2010), pesquisando BAL com potenciais probidticos em fezes de
cachorros encontrou 100% de cepas do género Enterococcus, e Mufioz-Atienza et al.
(2013), isolando BAL de frutos do mar encontrou 60% desse género em sua pesquisa.
Silva et al. (2010) afirma que Enterococcus tém o trato intestinal como habitat natural e
ocorrem em grande quantidade nas fezes humanas e de outros animais e Lauko6va et al.
(2008) por sua vez afirma que os mesmos podem estar presentes em diferentes
ecossistemas. Essas declaracfes deixam claro o fato de a maioria das bactérias isoladas
dos tanques de piscicultura pertencerem a esse género, uma vez que poderiam fazer
parte da microbiota intestinal dos peixes dos tanques analisados.

Uma Unica cepa bacteriana, recuperada da amostra da dgua de um dos tanques,
apresentava arranjo de cocos em cadeias (estreptococos). Os demais testes metabdlicos
0 caracterizaram como pertencentes ao género Lactococcus. Segundo Silva et al. (2010),
os Lactococcus sdo isolados predominantemente de leite e produtos lacteos, onde
ocorrem naturalmente, esclarecendo o motivo de apenas uma unica colonia ter sido
isolada.

Apesar de o género Lactobacillus ser uma espécie muito frequente no trato
gastrointestinal de vertebrados como ratos, porcos, homem, cachorros e galinhas
(SILVA, 2011; HOU et al., 2015) o unico exemplar isolado pertencente ao género
Lactobacillus era proveniente de substrato de um dos tanques analisados. Poffo e Silva
(2011), identificando BAL em visceras de peixes identificaram em sua pesquisa
somente exemplar do género Lactobacillus diferenciando dos resultados encontrados.
Segundo esses autores a diferenca de localidade de criacdo e captura dos peixes, o tipo
de alimentacdo e a propria espécie do peixe pode interferir na microbiota comensal
desses animais. Portanto a escassez de exemplares isolados de Lactobacillus pode ser
devido aos peixes analisados ndo possuirem predominantemente espécies de

Lactobacillus em seus tratos gastrointestinais.

Inibicdo Heterdloga

Os resultados de inibi¢do heterd6loga estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Halos de inibi¢do da atividade inibitdria de cepas de BAL contra bactérias patogénicas

Salmonella S. aureus Streptococcus E.coli Pseudomonas

CP8 Sl Sl Sl 9 20
CP20 18 13 Sl 16 18
CP53 Sl Sl Sl Sl 17
CP63 Sl Sl Sl Sl 14
CP70 16 Sl Sl Sl 17
CP77 9 10 6 14 18
CP96 14 7 10 12 14
CP99 Sl 17 8 Sl 18
CP108 14 20 Sl 15 16
CP111 Sl Sl Sl Sl 15
CP119 Sl Sl Sl Si 14
CP130 20 Sl Sl Sl 15
CP135 Sl Sl Sl Sl 16
CP138 15 Sl Sl Sl 17
CP142 Sl Sl 18 Sl 16
CP162 23 Sl Sl 19 19
CP171 18 Sl SI Sl 20
CP179 Sl 5 Sl 15 19
CP184 12 Sl SI Sl 17

Sl: sem halos de inibicao

Pode-se observar que poucos exemplares das espécies de BAL isoladas
promoveram alguma atividade antagbnica ao crescimento das bacterias patogénicas
utilizadas. A cepa de BAL com maior atividade antagonica foi a cepa de numero 77,
exemplar do genero Enterococcus, a qual inibiu o crescimento de todas as bacterias
testadas, seguido do Lactococcus (quatro inibicoes) e Leuconostoc (trés inibicoes); as
demais amostras de BAL apresentaram atividade de inibicao baixa ou ndo satisfatoria, o
que nao significa que nao possam ser eficientes mediante outros micro-organismos.
Podemos ressaltar que os dados encontrados por Neto et al. (2005), Silva (2011),
Rebucci et al. (2007); Andrade (2012), demonstraram maior atividade antagonica
oriundas de cepas de Lactobacillus contra E. coli, ao contrario do observado, uma vez
gue 0 genero nao apresentou acao antimicrobiana nas bacterias testadas.

Algumas espécies de Lactobacillus sdo capazes de produzir potentes
antimicrobianos como a reuterina e outro acidos organicos. Entdo pode ter ocorrido que
a cepa do género aqui isolada ndo pertencia a produtora de substancias antimicrobianas.

Os maiores halos de inibicdo encontrados ocorreram contra a cepa de
Pseudomonas, a qual foi inibida por trés cepas de Enterococcus e apenas uma de

Leuconostoc.
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329 A cepa patogénica que mais sofreu inibicdo pelas BAL foi o Staphylococcus
330 aureus e as que menos foram inibidas foram Salmonella e Escherichia coli. Esses
331 resultados diferem do encontrado por Muzzolén (2010), uma vez que em seu
332  experimento a espécie S. aureus foi a menos antagonizada pelas cepas de BAL. Essas
333  diferencas ocorreram provavelmente por ter sido utilizadas cepas de BAL de linhagens
334  diferentes ou patdgenos ndo ATCCs por parte do autor.

335 De um modo geral, Coelho (2013) afirma que as bacteriocinas produzidas pelas
336 BAL atuam contra bactérias Gram-positivas, taxonomicamente préximas, e nao
337 apresentam atividade contra bactérias Gram-negativas. Na presente pesquisa esse
338 comportamento foi observado ao constatar que os géneros Salmonella, E. coli e
339  Pseudomonas, as Unicas bactérias Gram (-) testadas foram as que menos foram inibidas
340 pelas BAL, enquanto que S.aureus e Streptococcus, dois cocos Gram (+) e
341 taxonomicamente proximos aos exemplares de BAL aqui estudados apresentaram
342  maiores restricdes de crescimento.

343 No presente trabalho ndo se procurou identificar os tipos de compostos
344  antimicrobianos, porem constata-se que houve producdo destes, uma vez houve
345  atividade inibitdria a partir da difusdo desses compostos pelo agar.

346

347  Autoagregacao

348 Todas as BAL isoladas apresentaram auto-agregacdo ap0s duas horas de
349  incubacdo (Figura 1).

350 Encontraram-se valores de agregacdo entre 8,01% a 24,07%, concentrando-se a
351  maioria dos resultados em torno de 10%, apresentando assim uniformidade entre os
352 géneros encontrados no presente estudo. Esta uniformidade pode ser decorrente da
353  origem das cepas serem 0 mesmo tipo de ambiente.

354

355
Figura 1 — Porcentagens de autoagregacdo das cepas de BAL isoladas de agua e

356 substratos de tanques de piscicutura
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360 Dentre os quatro géneros de BAL isoladas, Leuconostoc, Lactobacillus,

361  Lactococcus e algumas cepas de Enterococcus apresentaram valores abaixo de 15% de
362  agregacdo. Todas as BAL com potencial de agregacdo maior que 15% pertenciam ao
363  género Enterococcus.

364 Dentre os isolados do género Enterococcus, sete cepas (46,6%) encontravam-se
365 entre a faixa de 10 a 20% de auto-agregacao, enquanto apenas trés apresentaram valores
366  acima de 20%. Esses valores s@o similares aos encontrados em Enterococcus isolados
367 por Hermanns (2013) a partir de leite e queijos artesanais, uma vez que as cepas
368  apresentaram porcentagens de auto-agregacdo distribuidas entre 12 a 20%. Por
369 conseguinte, as cepas de Enterococcus identificadas por Muzzolon (2010)b
370  apresentaram de 6 a 46% de auto-agregacdo, sendo a maioria presente na faixa de 30 a
371 46%, diferindo assim dos resultados do presente estudo.

372 Lactobacillus identificado apresentou apenas 11,13% de agregacao. Resultado
373 similar foi encontrado por Yuksekdag, Sahin, e Aslim (2014) ao estudar o potencial de
374  agregacdo de Lactobacilos isolados do trato gastrointestinal de galinhas, com valores
375 variando de 11 a 35%. Isolando BAL de leite e queijos, Hermanns (2013) encontrou
376  Lactobacillus com 19% de agregacdo. Estudos do mecanismo de auto-agregacdo em
377  Lactobacillus revelam que as proteinas presentes no sobrenadante e as proteinas ou
378 lipoproteinas e polissacarideos localizados nas superficies celulares estdo envolvidos na
379  agregacdo celular (Yuksekdag e Aslim, 2010). Entdo a diferenca dos valores observados
380 pode ser devido as concentracdes dessas proteinas no sobrenadante ou superficie celular

381 dos Lactobacillus.
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As duas cepas de Leuconostoc apresentaram valores de 8,91 e 10,11% de auto-
agregacdo, similarmente a cepa de Lactococcus com 9,32%.

Co-agregacéo

Nove cepas de BAL foram utilizadas para o teste de co-agregacdo: as cepas
correspondentes aos géneros Lactobacillus e Lactococcus, uma do género Leuconostoc
e seis de Enterococcus escolhidas aleatoriamente.

O resultado do teste de co-agregacdo de nove cepas de BAL estd presente na
Figura 2.

Figura 2 — Porcentagens de coagregacado de cepas de BAL com bactérias patogénicas

45 -
40 -

35 ~

CP111 CP 96 CP138 CP 130 CP77 CP 184 CP 162 CP179 CP 20
M E.coli mSalmonella m Streptococcus M S. aureus M Pseudomonas

Dentre as bactérias patogénicas utilizadas Pseudomonas foi o género que
apresentou maior porcentagem de co-agregacdo com as cepas de BAL testadas, obtendo
0s seguintes valores nesse experimento: 46,5 e 43,3%, reagindo com Lactococcus e

Enterococcus, respectivamente. S. aureus foi o segundo micro-organismo patogénico
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que apresentou maiores porcentagem de co-agregacdo (38,8%), seguido por
Streptococcus (32,1%). Salmonella obteve uma média de co-agregagdo com as BAL de
21,85% enquanto E. coli apresentou média de 20%.

Quanto a bactéria &cido latica, as cepas que apresentaram melhores resultados
pertenciam ao género Enterococcus (CP77; CP179 e CP184), e as com menores
resultados pertenciam ao género Lactococcus (CP96). Muzzolon (2010) encontrou
valores entre co-agregacdo de Enterococcus e Salmonella variando de 30 a 80%
diferindo dos valores aqui observados onde a porcentagens variaram de 13,3 a 33,1%.
Quanto a co-agregacdo com cepas de E.coli também houve discordancia entre os
resultados, onde o0 autor observou <15% de ligagdo com Enterococcus contra os valores
de 13 a 26,4% nessa pesquisa.

Quanto a bactéria &cido latica, as cepas que apresentaram melhores resultados
pertenciam ao género Enterococcus (CP77; CP179 e CP184), e as com menores
resultados pertenciam ao género Lactococcus (CP96). Muzzolon (2010) encontrou
valores entre co-agregacdo de Enterococcus e Salmonella variando de 30 a 80%
diferindo dos valores aqui observados onde a porcentagens variaram de 13,3 a 33,1%.
Quanto a co-agregacdo com cepas de E.coli também houve discordancia entre os
resultados, onde autor observou <15% de ligagdo com Enterococcus contra os valores
de 13 a 26,4% nessa pesquisa.

Quanto a bactéria acido latica, as cepas que apresentaram melhores resultados
pertenciam ao género Enterococcus (CP77; CP179 e CP184), e as com menores
resultados pertenciam ao género Lactococcus (CP96). Muzzolon encontrou valores
entre co-agregacdo de Enterococcus e Salmonella variando de 30 a 80% diferindo dos
valores aqui observados onde a porcentagens variaram de 13,3 a 33,1%. Quanto a co-
agregacao com cepas de E.coli também houve discordancia entre os resultados, onde o
autor observou <15% de ligacdo com Enterococcus contra os valores de 13 a 26,4%
nessa pesquisa.

As cepas de Leuconostoc testada (CP20) apresentaram valores maximos para
Salmonella (21,6%) e minimo para Pseudomonas (1,7%) indicando ineficiéncia para
este Gltimo micro-organismo. O contrario foi constatado pela cepa de Lactococcus, 0
qual apresentou forte agregacdo a Pseudomonas e baixa a Streptococcus.

Quanto ao Lactobacillus a maior porcentagem de agregacdo foi de 26,5% com
Pseudomonas, seguido de E.coli e Salmonella com 20,6 e 20% respectivamente. Dados

proximos foram encontrados por Yuksekdag, Sahin, e Aslim (2014), o qual observou
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28,3% de co-agregacdo de Lactobacillus com E.coli e 25% com este mesma BAL e
Salmonella. Yuksekdag e Aslim (2010), afirmam que Lactobacillus possuem boa
capacidade de interagdo com pat6genos indesejaveis.

Muzzolén (2010) afirma que ensaios de agregacdo e co-agregacdo devem sdo
apenas testes preliminares e dever ser analisados conjuntamente com outros testes in

vitro como adesdo em cultivos celulares e @ mucos intestinais.
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Resisténcia antimicrobiana

O resultado do teste de antibiograma das 19 cepas de BAL esta exposto na

Tabela 3.

Tabela 3 — Testes de sensibilidade antimicrobiana as cepas de BAL isoladas

40

Identificagao CIP TET EST AMP VAN PEN GEN LVX
CP8 S R S S S S S S
(26) ©) (16) (39) (21) (25) (21) (23)
CP53 R R S R S S S I
© (13) (38) (15) (24) (33) (19) (15)
CP63 S S S R S S S S
27) (24) (29) (13) (21) (26) (15) (21)
CP70 R S S R S S S S
© (22) (26) ©) 17) (20) (11) (18)
CP77 | S S S S S S S
(19) (25) (11) (28) (20) (23) (15) (20)
CP99 S R S S S S S S
(23) ©) (13) (34) (21) (30) (19) (22)
CP108 R S S R S S S S
©) (20) (39) (15) (22) (30) (14) (25)
S S S S S S S S
Enterococcus CP130 24) 32) (19) (38) 23) (34) (17) 22)
CP135 R S S S S S S S
) (21) (33) (25) (20) (23) (16) (22)
R R R R S R S S
LB @0 © © © @ ©O an @
S R S S S S S S
P2 2 © @ @ @ Gy e an
CP162 S S S S S S S S
(30) (25) (35) a7 (22) (34) (20) (21)
CP171 R S S R S S S S
©) (22) (32) (11) (18) (22) (13) (19)
CP179 S R S S S S S S
(24) ©) (14) (32) (19) (21) (18) (22)
CP184 S R S R S S S S
(27) ) (30) (10) (20) (24) (16) (21)
CP20 S S S R S S R S
L euconostoc (35) (22) (31) (11) (21) (25) (15) (21)
CP119 S S | S S S | S
(22) (32) a7 (38) (24) (39) (18) (21)
S S R S S S | S
tactococcus  CPE - op) @) @) @) (22 (28 (19)  (24)
. | R | S S S | |
Lactobacillus CP111 (18) ®) (16) (35) (24) (33) (18) (16)
S: Sensivel; I: inconclusivo; R: Resistente; CIP: ciprofloxacina; TET: tetraciclina; EST:

estreptomicina; AMP: ampicilina; VAN: vancomicina; PEN: penicilina; GEN: gentamicina; LVX:

levofloxacina
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Do total de cepas de Enterococcus 87% (13 cepas) apresentaram resisténcia a
pelo menos um antibidtico testado; e apenas duas cepas possuiam sensibilidade a todos
os antibioticos. Esses dados concordam com os encontrados por Muzzolén (2010), ao
verificar a sensibilidade de Enterococcus isolado de fezes de cdes, onde encontrou
78,6% (14 isolados) de cepas resistentes aos antimicrobianos testados. Dentre o0s
antibidticos utilizados apenas estreptomicina, vancomicina e gentamicina inibiram o
crescimento de todas as cepas testadas.

O perfil de sensibilidade a gentamicina difere dos encontrado por Coelho (2013)
e Muzzolén (2010), uma vez que todas as cepas de Enterococcus isolados por estes
autores apresentaram alto nivel de resisténcia a gentamicina (100% e 85,7%,
respectivamente).

Ampicilina e ciprofloxacina foram os antimicrobianos com menor efeito de
inibicdo entre as cepas de Enterococcus (40% do total das cepas), seguido por
tetraciclina (33% das cepas), e penicilina e levofloxacina apenas uma unica cepa. Todos
esses resultados diferem dos encontrados por Hermanns (2013), onde ao estudar
Enterococcus isolados de queijos artesanais este autor constatou 89% de cepas sensiveis
a ampicilina, seguido por tetraciclina e vancomicina; concordando com esse estudo
apenas a sensibilidade a penicilina. Diferencas similares também sdo observadas ao
comparar os resultados de Muzzoldn (2010), uma vez que esse autor também observou
sensibilidade a AMP em 93% das cepas de Enterococcus e resisténcia a GEN em 84,7%
das cepas pesquisadas.

De Paula (2014) afirma que a resisténcia a tetraciclina pode ser decorrente ao
uso corriqueiro desse antibidtico em atividade de criacbes. Também relata que a
resisténcia de Enterococcus pode ser tanto intrinseca, mediada por genes localizados no
cromossoma, podendo estar presente em quase todas as estirpes de Enterococcus, ou
adquirida, mediada por genes que residem em plasmideos ou transposons. A resisténcia
intrinseca inclui as cefalosporinas, sulfonamidas, lincosamidas, muitos p-lactamicos.
Diante disso, a ndo concordancia desses resultados pode ser devido a auséncia de genes
que medeiam a resisténcia intrinseca por parte dos Enterococcus recuperados, ou
possivelmente por nunca ou raramente as propriedades pscicultoras analisadas terem
utilizados tratamentos a base de antibidticos e, consequentemente, as cepas nunca terem

contato esses antimicrobianos.
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A cepa de Lactobacillus apresentou resisténcia a tetraciclina, sensibilidade
intermediaria a ciprofloxacina, estreptomicina, gentamicina e levofloxacina, e sensivel
aos demais antimicrobianos. Estes resultados diferem dos encontrados por Kaktcham
(2014), ao encontrar Lactobacillus com sensibilidade intermediaria a tetraciclina e
resisténcia a gentamicina e ciprofloxacina, mas ainda assim deve-se tomar cautela uma
vez que esses antibiéticos ndo possuem espectro de acdo suficientes para impedir o
desenvolvimento de Lactobacillus. Em ambos os estudos ampicilina e penicilina
apresentaram-se eficientes contra Lactobacillus.

Monteagudo-Mera (2012) e Pisano et al, (2014), Leite et al. (2015) também
encontraram Lactobacillus sensiveis a ampicilina, penicilina G, porem quando testados
a sensibilidade frente a tetraciclina apresentaram sensibilidade a esse antimicrobiano,
contrapondo a resisténcia a esse farmaco aqui observado. Também constatou-se
resisténcia a vancomicina, gentamicina e ciprofloxacina.

A resisténcia de Lactobacillus as ciprofloxacina, gentamicina e
aminoglicosideos sdo naturalmente encontradas como resisténcia intrinseca nesse
micro-organismo, devido a estrutura da parede celular, impermeabilidade da membrana
e auséncia de transporte de elétrons mediada por citocromos, que mediam a absorcao da
droga (MATHUR; SINGH, 2006; D’AIMMO; MODESTO; BIAVATI, 2007).

GEVERS; HUYS e SWINGS, (2003) afirmam que a resisténcia a tetraciclina em
Lactobacillus ssp. € uma caracteristica adquirida, que pode ser transferida para outros
géneros de bactérias do acido lactico e se tornar um problema de seguranca para a satde
publica de potenciais estirpes probidticas. Portanto pode-se afirmar que provavelmente
a cepa de Lactobacillus (CP111) tenha adquirido essa resisténcia a partir de outro
micro-organismo resistente a tetraciclina.

Por sua vez, Andrade (2012) afirma que Lactobacillus possuem resisténcia
intrinseca a vancomicina, o que ndo foi detectado na Unica cepa encontrada (CP 111) e
esta mesma autora analisando esse género isolados de queijos encontrou resisténcia aos
antimicrobianos estreptomicina, gentamicina e ciprofloxacina. Esses resultados sdo
similares aos apresentados uma vez que a cepa identificada apresentou sensibilidade
intermediaria a esses antimicrobianos.

Quanto as cepas de Leuconostoc constatou-se resisténcia de Unica cepa a
ampicilina e gentamicina, e sensibilidade intermediaria a estreptomicina e gentamicina
em outra amostra, e apresentando sensibilidade as demais drogas. Esses relatos também

diferem da afirmacéo de De Paula (2014), uma vez que esta relata que a maioria das
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cepas de Leuconostoc estudadas apresentam resisténcia a gentamicina, canamicina,
ciprofloxacina, cloranfenicol, estreptomicina e tetraciclina. A diferenga pode ter
ocorrido devido & auséncia de genes de resisténcia intrinseca nas cepas isoladas, uma
vez que Leuconostoc apresentam resisténcia intrinseca aos aminoglicosideos,
glicopeptideos e sulfametoxazol decorrente a resisténcia intrinseca a esses grupos
antimicrobianos (PERICHON; COURVALIN, 2000; MATHUR; SINGH, 2005).

A cepa de Lactococcus apresentou resisténcia a estreptomicina e sensibilidade
intermediaria a gentamicina. Maki, (2009) afirma que ha maiores resisténcia a
tetraciclina, associado a plasmideos moveis ou a transposons, e a clindamicina,
eritromicina, trimetoprim e &cido nalidixico De Paula (2014). Porém ndo foi encontrado
trabalhos relatando o perfil de sensibilidade desses géneros com mais clareza.

Cepas de BAL ndo devem carrear genes de resisténcia antibidtica transferiveis
por causar risco, uma vez que podem transferir para outras bactérias (COMUNIAN,
2010).

CONCLUSAO

Apos andlise dos resultados conclui-se que as cepas de BAL isoladas dos
tanques de piscicultura ndo apresentaram todas as capacidades suficientes para ser

considerada com potencial probidtico satisfatorio.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de probidticos na alimentacdo animal como promotores do crescimento e
como alternativas na substituicdo de antibidticos torna-se uma préatica segura e eficaz na
prevencdo de doencgas em diversas culturas animais, dentre elas a piscicultura.

Uma vez que para a selecdo de cepas de micro-organismos com potencial
probidtico se exige passagem por provas metabdlicas e testes que demonstrem os efeitos
requeridos de um probiotico, ainda assim se faz necessarios estudos in vivo para

verificar sua eficiéncia e viabilidade econdmica no mercado.
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