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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi isolar e identificar bactérias candidatas a probioticos
do trato intestinal de camarbes da espécie Litopenaeus vannamei, em diferentes
fases de desenvolvimento. Foram utilizados camardes nas fases de recria e inicial
(pbs-larva) e de crescimento (juvenil), os quais eram adaptados a agua doce da
Fazenda BAHIA PESCA, especializada em aquicultura, localizada no municipio
de Santo Amaro/BA. Os animais foram enviados ao Laboratério de Bacterioses
(UFBA) para retirada asséptica do trato intestinal, que foi semeado em tubos
contendo APA e APT incubados a 25°C por 24 e 48 horas. Ap0s esse periodo, por
meio de uma alcada, foi realizada semeadura pela técnica de esgotamento por
estrias, em placas de 4gar Sangue, agar TCBS e agar TSA, que foram incubados
em seguida a 25°C de 24 a 48 horas. As colbnias bacterianas foram identificadas
por meio de caracteristicas morfologicas, tintoriais, bioquimicas e moleculares.
Como resultados das seis coletas realizadas, foram identificados até ent&o, cinco
microrganismos com provavel potencial probiotico: Enterobacter aerogenes, Vibrio
parahaemolyticus, Pasteurella spp., Aeromonas salmonicida e Bacillus spp. Esses
iIsolados encontram-se no presente momento em fase de avaliacdo, uma vez que
para o desenvolvimento de um probiético que seja utilizado na carcinicultura
brasileira € importante conhecer a microbiota intestinal desses animais, e assim
identificar bactérias que estejam presentes no intestino e que possam atuar
beneficamente no hospedeiro.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF BACTERIAS POTENCIALLY
PROBIOTICS IN SHRIMP OF THE SPECIES LITOPENAEUS VANNMEI

ABSTRACT

The aim of this work was to isolate and identify possible probiotic bacteria in the
gut of Litopenaeus vannamei species of shrimps in different phases of
development. Shrimps in regrowth and initial stage of development (post-larvae)
and growth stage (juvenile) were adapted to fresh water in the BAHIA PESCA
Farm, an aquaculture center located at Santo Amaro, Bahia State, Brazil. The
shrimps were carried out to Bacterial Diseases’ Laboratory of Federal University of
Bahia (UFBA) to aseptically gut extraction. The gut were distributed in test tubes
having APA and APT, and incubated at 25°C by 24 and 48h. After that time,
aliquots were streaked in agar-blood, agar-TCBS and agar-TSA plates, and
incubated at 25°C by 24 and 48h. The bacterial colonies were identified by PCR
and their morphological, biochemical and pigmentation characteristics. After six
harvests and comparing the results of the microbiological culture and isolation with
the PCR analysis, carried out at Microbiological Laboratory of the Federal
University of San Francisco Valley (UNIVASF) five microorganisms with probiotic
potential were identified: Enterobacter aerogenes, Vibrio parahaemolyticus,
Pasteurella spp., Aeromonas salmonicida, Bacillus spp. In developing a probiotic
to be used in shrimp production is important the knowledge of the gut
microorganisms, so they may act positively in the hosts.
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INTRODUCAO

A carcinicultura € o segmento da aquicultura mais bem sucedido
economicamente, gerando cerca de US$ 6,1 bilhdes, 12% do valor total gerado
anualmente pela industria aquicola mundial (MORAIS, 2002). A producédo de
camardo marinho cultivado tem crescido de forma continua ao longo dos anos,
sendo que o Brasil, em 2005, atingiu a producéo de 65.000 toneladas e a Bahia é
na ordem de 6.196 toneladas/ano (ABCC e BAHIA PESCA, 2006). Isso faz da
carcinicultura nordestina uma atividade competitiva, capaz de trazer viabilidade
econdmica para o setor primario na regido, remunerando o produtor, gerando
divisas e empregos. No entanto, a ocorréncia de doencas e o controle das
mesmas nha aquicultura sdo entraves na produtividade e exigem, cada vez mais,
uma abordagem efetiva e ambientalmente segura. O uso massivo de
antimicrobianos para controle de doencas e promotores de crescimento em
animais aumenta a pressao seletiva exercida sobre 0os microrganismos, levando
naturalmente ao aumento da resisténcia bacteriana. Além disso, apos a morte das
bactérias ndo resistentes ao antibidtico, existe a possibilidade da transferéncia
dos genes de resisténcia a outras bactérias que nunca foram expostas a tais
antibioticos (VERSCHUERE et al., 2000).

Diversas bactérias com efeito probidtico tém sido utilizadas no cultivo de
camardes marinhos em substituicdo ao uso de antimicrobianos, com o objetivo de



promover a saude dos animais. Estas bactérias podem ser adicionadas desde a
forma direta na agua até por meio de carreadores vivos, como artémias e
rotiferos. Os principais grupos de bactérias testados no cultivo de camardes,
caranguejos, ostras e peixes tém sido dos géneros Vibrio, Pseudomonas, Bacillus
e Lactobacillus (GOMEZ-GIL et al., 2000).

Na literatura, € possivel encontrar estudos que identificam alguns
microrganismos com acgdo probidtica que podem ser utilizados na criacdo de
peixes em cativeiro, entretanto no que diz respeito a carcinicultura poucas séo as
pesquisas realizadas. Assim, esse trabalho teve como objetivo isolar e identificar
algumas espécies de bactérias do intestino de camardes Litopenaeus vannamei,
em diferentes fases de desenvolvimento, que possam ser aplicadas para este fim.

MATERIAL E METODOS
Local e animais experimentais

Para a realizagdo desta pesquisa, foram feitas seis coletas de camardes
cinza (Litopenaeus vannamei), na Fazenda BAHIA PESCA, especializada em
aquicultura, localizada no municipio de Santo Amaro/BA. Estes camardes, nas
fases de recria e inicial (pés-larva) e de crescimento (juvenil), eram adaptados a
agua doce.

Coleta da amostras

A partir dos espécimes coletados foram obtidos os conteudos digestivos
por meio da remocédo de todo o trato intestinal dos camardes apos a desinfeccao
dos mesmos com alcool a 70%, cujo excesso foi removido por evaporagdo. O
material obtido foi entdo encaminhado para o isolamento e identificagdo no
Laboratdrio de Bacterioses (LABAC) da UFBA.

Isolamento e identificagdo

Para o isolamento dos microrganismos, o conteudo intestinal foi semeado
em diferentes meios de cultura. Para a identificacdo de vibrios foram utilizados
tubos contendo APA (Agua Peptonada Alcalina), para enterobactérias o meio de
cultivo selecionado foi o APT (Agua Peptonada Tamponada), ambos incubados a
25°C por 24 a 48 horas. Em seguida, uma aliquota retirada com alca de platina,
foi semeada pela técnica de esgotamento por estrias, em placas de 4gar Sangue,
agar TCBS (Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrase) e agar TSA (Tryptone Soya
Agar), que foram incubados em seguida a 25°C por 24 a 48 horas.

A identificacdo das bactérias, apos seu isolamento, foi realizada por meio
de caracteristicas morfolégicas (identificacdo macroscépica e microscopica das
colénias), avaliacfes tintoriais realizadas por coloracdo de Gram, leitura do TSI
(Triple Sugar Iron Agar) e realizagdo de provas bioquimicas (catalase, oxidase,
citrato, mobilidade, uréia, manitol, glicose, sacarose, adonitol, lactose, malonato,
vermelho de metila, indol, inositol, esculina, gelatina, reducdo de nitrato, lisina,
arginina, ornitina e oxidag&o/fermentacgao), conforme Quinn et al. (1994).

As bactérias com perfil fenotipico de Aeromonas spp., foram submetidas a
amplificacdo do DNA bacteriano no Laboratorio de Microbiologia no Campus da



Fazenda Experimental da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco
(UNIVASF), no intuito de realizar a identificacdo da espécie bacteriana. A técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi feita segundo descricbes de
CHACON et al., 2003; KEYA, 2004; KEYA, 2005. Os produtos da PCR, foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo e os
fragmentos visualizados sob luz ultravioleta foram comparados com padrdes de
peso molecular para confirmagao da identidade dos mesmos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo dos microrganismos foi realizada por meio das provas
bioquimicas segundo Quinn et al. (19994). Foram isoladas cinco espécies de
microrganismos: Enterobacter aerogenes, Vibrio parahaemolyticus, Pasteurella
spp., Aeromonas salmonicida e Bacillus spp.

Este trabalho seguiu as descricoes de Verschuere e colaboradores (2000),
gue consideram importante para o desenvolvimento de um probiético efetivo, para
qgualguer sistema de produgdo de organismos aquaticos, a identificacdo de
probiontes que seriam normalmente encontrados no ambiente aquético e no trato
intestinal, considerando a complexidade de relacdes entre hospedeiro e habitat.
Nossos achados também corroboram, com os descritos por GomezGil et al.
(2000) em dois dos géneros de bactérias mais frequentemente encontradas na
aquicultura, Vibrio e Bacillus.

O uso de espécies de Vibrio como probidtico é controverso, uma vez que
este género integra inUmeras cepas patogénicas para o homem e para o0s
animais. O uso de Vibrio alginolyticus como um probi6tico foi recomendado para
aumentar a sobrevivéncia e crescimento do camardo cinza (Litopenaeus
vannamei). Aparentemente este permitiu a exclusdo competitiva de bactérias
potencialmente patogénicas efetivamente reduzindo ou eliminando a necessidade
da profilaxia antibiética na larvicultura de sistema intensivo (GARRIQUES e
AREVALO, 1995 apud GOMEZ et al., 2007).

Porém, estudos prévios mostraram que Vibrio parahaemolyticus tem alguns
genes importantes de viruléncia como tdh, codificando hemolisina termoestavel
(TDH); trh, codificando hemolisina de TDH-relacionando (TRH); e tlh, codificando
hemolisina termolabil (XIE et al., 2005). Investigacdes a partir de lesdes externas
e rins de 35 Rhamdia quelen permitiram a identificacdo dos géneros Vibrio spp.
(4%) e Pasteurella spp. (1%) como possiveis agentes patogénicos nos animais
(SHAMA et al, 2000), o que nao recomendaria 0 uso desses microrganismos
como probidticos. Em outra pesquisa, na mesma espécie de peixe, McDaniel
(1979) encontrou o género Enterobacter spp. como um potencial patégeno, em
2% dos animais avaliados, apesar da inexisténcia de outros relatos de doencas
causadas por essa bactéria em peixes.

No presente estudo foram isoladas amostras de Aeromonas salmonicida.
Este microrganismo ja foi encontrado em peixes (JACOBS e CHENIA, 2007). O
complexo Aeromonas agrega bactérias patogénicas importantes em peixes,
causando infeccbes septicémicas e perdas econdmicas associadas ao cultivo
mundial de peixes (COSTA e CYRINO, 2006). Membros do género Aeromonas
pertencem a familia Aeromonadaceae sdo bactérias anaerdbicas facultativas,
bacilos gram negativos, encontrados em diversos ambientes, incluindo solo e
agua (NAM e JOH, 2007). Por muitos anos, a taxonomia da Aeromonas spp. foi



desconhecida e depois de significativas revisOes, parece razoavelmente
esclarecida.

O género Bacillus é um dos componentes da familia Bacillaceae, abrange
na atualidade mais de 60 espécies de bacilos gram-positivos aerdbios ou
anaerdbios facultativos que produzem endosporos. Apesar de ndo serem
consideradas bactérias autoctones, fato que poderia tornar inviavel sua utilizacéo
como probidtico, muitos bacilos apresentam um ciclo de vida duplo, que envolve
germinacao de esporos, proliferacéo e re-esporulacéo sob condi¢cbes adversas, o
gue lhes permite crescer e sobreviver no meio ambiente e no intestino de animais,
sendo este ciclo a base do seu efeito probidtico (HONG et al., 2005). Nao foram
encontrados relatos que descrevam este género como patogénico para camardes
Litopenaeus vannamei.

CONCLUSAO

A partir das analises parciais, dos cinco géneros encontrados,
aparentemente o isolado de Bacillus spp. € um potencial probibtico. A
determinacdo da atividade antimicrobiana deste isolado é fundamental a
caracterizacdo de um potencial probiotico para camaroes.
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