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Resumo

O objetivo desse estudo foi selecionar Bacillus de camardes selvagens para uso
como probidtico na carcinicultura. Bacillus circulans e Bacillus subtilis foram isolados
do intestino de Farfantepenaeus subtilis e demonstraram antagonismo contra Vibrio
harveyi, Vibrio alginolyticus, Vibrio vulnificus e Vibrio mimicus em testes in vitro.
Posteriormente, essas bactérias inibiram Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 (VP)
em uma ampla faixa de pH e salinidade e produziram lipase, amilase e protease in vitro,
demonstrando que esses Bacillus possuiam caracteristicas requeridas para experimentos
in vivo. Entdo, juvenis de Litopenaeus vannamei foram cultivados com as dietas: ragéo
+ B. subtilis (BS); racdo + B. circulans (BC) e racdo sem bactérias (Controle). A cada
15 dias, amostras foram coletados para quantificacdo bacteriana e de atividade
enzimatica. Ao final de 45 dias, o peso dos camardes alimentados com BS e BC foi
significativamente maior comparados ao grupo controle. Houve um significativo
aumento de Bacillus spp. e redugéo de Vibrio spp. no intestino e hepatopancreas,
sobretudo ap6s 30 e 45 dias. As atividades da tripsina, quimotripsina, lipase e amilase
aumentaram significativamente nos camardes alimentados com BC e BS,
principalmente apos 30 dias. Apds 60 dias, a expressdo de genes do sistema
imunoldgico (proPO, LGBP e HEM) aumentou significativamente nos camardes
alimentados com BS e BC. Adicionalmente, os camardes foram infectados (injegéo) e
desafiados (agua) com VP. A sobrevivéncia dos camarfes alimentados com BC foi
significativamente maior apds infeccdo e ndo houve diferencas apos desafio. A
expressdo da proPO ndo diferiu entre as dietas apos infeccdo e desafio. Houve uma
reducdo de Vibrio spp. e significativo aumento de Bacillus spp. no intestino dos
camardes alimentados com BC e BS apds desafio. Durante todo o periodo experimental,
0 aumento de Bacillus nos camardes alimentados com BC e BS sugere que houve
colonizac&o no trato digetorio de B. circulans e B. subtilis. Isso pode ter incrementado a
atividade enzimatica, melhorando a digestdo e ganho de peso, reduzido Vibrio spp. e
aumentado a expressdo de genes do sitema imunoldgico, tornando os camardes mais
resistentes ao VP (dieta BC). Assim, B. circulans e B. subtilis apresentam potencial para

utilizacdo como probidtico na carcinicultura.

Palavras-chave: Carcinicultura, Bacillus spp., Vibrio spp., atividade enzimatica,

expressao genética.



Abstract

This study focused on selecting wild shrimp Bacillus for a probiotics use in
shrimp farming. Bacillus circulans and Bacillus subtilis were isolated from the
Farfantepenaeus subtilis intestine and have showed antagonism against Vibrio harveyi,
Vibrio alginolyticus, Vibrio vulnificus and Vibrio mimicus in in vitro tests. Afterwards,
these bacteria inhibited Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 (VP) in a wide pH and
salinity range and produced lipase, amylase and protease in vitro showing that these
Bacillus had the needed requirements for in vivo experiments. Thus, juveniles of
Litopenaeus vannamei were grown according to the following diet: feed + B. subtilis
(BS); feed + B. circulans (BC) and feed without bacteria (Control). Every 15 days
samples were collected in order to quantify the bacteria and enzyme activity. After 45
days, the shrimp’s weight fed with BS and BC was significantly higher when compared
to the control group. There was a significant increase in Bacillus spp. and a Vibrio spp.
reduction in the intestine and hepatopancreas, especially after the 30" and 45" day
mark. The trypsin, chymotrypsin, lipase and amylase also had significant increase in
shrimp fed with BC and BS, especially after the 30™ day mark. After 60 days, the
immune system gene expression (proPO, LGBP and HEM) increased significantly in
the shrimp fed with BS and BC. In addition to these experiments, the shrimp were
infected (by injection) and challenged (water) against VVP. The shrimp fed with BC diet
had significantly higher survival rates after the injection and there were no differences
after the challenge. The proPO expression did not differ between diets after infection or
challenge. There was a Vibrio spp. reduction and a significant Bacillus spp. increase in
the shrimps’ intestines which were fed with BC and BS diets after the challenge. The
Bacillus spp. increase in shrimp fed with BC and BS diets suggest that there was
colonization in the gastrointestinal tract during all the experimental period. This may
have increased the enzyme activity improving digestion and weight gain, reduced the
Vibrio spp. and increased the immune system gene expression, making the shrimp more
resistant to infection (BC diet). Thus, B. circulans and B. subtilis have showed the

potential for its application as probiotics in shrimp farming.

Key words: Litopenaeus vannamei, Bacillus spp., Vibrio spp., enzyme activity,

immunology.
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1- Introducéo

Apesar do potencial da carcinicultura marinha, atualmente a atividade enfrenta
uma desaceleracao do crescimento devido ao aumento de doencas causadas por virus ou
bactérias (WONGSASAK et al., 2015). Diante desse cenario, a prevencdo de doencas €,
atualmente, o maior desafio da carcinicultura. Entre 0s microrganismos responsaveis
por surtos de doencas, bactérias do género Vibrio estdo frequentemente associadas a
infecgcOes e altas taxas de mortalidade no cultivo do camardo Litopenaeus vannamei
(KUMAR et al., 2014; LOMELI-ORTEGA et al., 2014).

O controle de Vibrio spp. na aquicultura de forma a evitar o surgimento de
doencas tem resultado no uso abusivo de drogas antimicrobianas (antibiéticos) que pode
resultar em um aumento da resisténcia de linhagens potencialmente patdgenas dessas
bactérias (ESIOBU et al., 2002). Dessa forma, um método alternativo, em detrimento do
uso de antibidticos em sistemas de aquicultura, é a aplicacdo de probidticos que sdo
definidos como um conjunto de microrganismos vivos que, quando consumidos em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (REID et al., 2003).
Assim, a suplementacdo da dieta com microrganismos é um novo enfoque para alcancar
beneficios imunoldgicos e nutricionais para os camardes cultivados (MOHAPATRA et
al., 2012; NEWAJ-FYZUL et al., 2014).

Varios beneficios sdo atribuidos ao uso de probidticos como o incremento do
estado nutricional dos animais através da producdo de enzimas digestivas, a melhora do
sistema imunoldgico do hospedeiro e a reducdo da incidéncia de patogenos através do
mecanismo de exclusdo competitiva (VERSCHUERE et al., 2000; VINE et al., 2006).
Entre as bactérias com potencial para uso na carcinicultura, o género Bacillus destaca-se
devido a capacidade de producdo de compostos antibidticos contra patégenos e

competic@o por espago e nutrientes, secrecdo de enzimas e promog¢ao de um incremento
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na resposta imunolégica dos camardes (MORIARTY, 1998). Pesquisas demonstram que
espécies de Bacillus quando adicionadas ao cultivo através da agua ou do alimento,
promovem nos camardes cultivados os beneficios atribuidos ao uso de probidticos (LI et
al., 2009, TSENG et al., 2009; NIMRAT et al., 2012; ZOKAEIFAR et al., 2014).

A selecdo de bactérias probidticas para utilizacdo no cultivo de camardes
normalmente é realizada através de testes realizados in vitro que avaliam a capacidade
desses microrganismos inibirem o crescimento de patdgenos e produzirem enzimas
digestivas (VASEEHARAN e RAMASAMY, 2003; JANARTHANAM et. al., 2012).
Alguns autores sugerem o isolamento de bactérias do ambiente no qual o animal esta
inserido ou do préprio hospedeiro (DEFOIRDT et al., 2007), uma vez que as candidatas
ndo devem ser patogénicas e devem ser capazes de sobreviver e crescer no local onde
sdo aplicados enquanto exercerem o0s seus efeitos benéficos (GOMEZ-GIL et al., 2000;
BALCAZAR et al., 2007; TINH et al., 2008). Assim, o isolamento de bactérias do trato
digestorio de camard@es selvagens da costa Nordeste do Brasil pode ser uma alternativa
promissora para encontrar probidticos para carcinicultura marinha.

Diante do exposto, 0 objetivo desse estudo foi selecionar Bacillus spp. do trato
digestorio de camardes selvagens com potencial para uso como probidtico na
carcinicultura marinha, através da realizacdo de ensaios in vitro de antagonismo contra
espécies de Vibrio e de producédo de enzima, bem como avaliar os possiveis beneficios
atribuidos ao conceito de probidtico nos camardes cultivados (in vivo) com dietas

suplementadas com os Bacillus selecionados.
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Revisao de literatura

Na década de 90, o cultivo de camarGes marinhos apresentou um periodo de
rapido crescimento no Brasil, alcancando a maior producdo registrada no pais com um
total de 90.190 ton em 2003, onde a regido Nordeste foi responsavel por 95,2% dessa
producéo (ROCHA, 2007). Nos anos seguintes houve uma brusca queda nessa producéo
devido a alguns fatores como a desvalorizacdo do ddlar e, sobretudo, a ocorréncia de
enfermidades que sdo consideradas como uma das principais causas de queda na
producéo de camardes (MOSS, 2002; MADRID, 2005).

De acordo com ultimo Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura (MPA, 2013), a
aquicultura marinha respondeu por aproximadamente 6% do total da produgdo de
pescados no Brasil no ano de 2011, onde a carcinicultura foi responsavel por 78% dessa
producgéo (65.670,6 ton). No entanto, apesar do potencial nacional para a atividade,
houve uma queda de 5,4% na producdo da carcinicultura em relacéo a estatistica do ano
anterior. Além de fatores econémicos, a ocorréncia de enfermidades tem comprometido
a cadeia de producdo de camardes marinhos tanto no Brasil como em todo o mundo,

resultando em reducéo na producdo (WONGSASAK et al., 2015).

As enfermidades que comprometem a cadeia produtiva de camarfes marinhos
podem ser virais ou bacterianas. Entre as doencas virais, 0 virus da Mionecrose
Infecciosa (IMNV) foi o principal responsavel pelo declinio da producdo nacional a
partir de 2004. Além do IMNV, outras doencas como a Sindrome de Taura (Taura
Syndrome Virus — TSV), a doenca da cabeca amarela (Yellow Head Virus — YHV) e a
doenca da mancha branca (White Spot Syndrome Virus — WSSV) podem ocasionar
perda total da producdo (MADRID, 2005).

Entre as doencas bacterianas, destacam-se aquelas causadas por bactérias do

género Vibrio. Em varios paises, a carcinicultura vem sofrendo com a incidéncia desses
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patdgenos oportunistas que sdo frequentemente associados com baixas taxas de
sobrevivéncia em larviculturas ou sistemas de engorda (SAULNIER et al., 2000). Desde
a década de 90, mortalidades sdo associadas a presenca de diferentes espécies de Vibrio
e foram relatadas para Penaeus monodon e Litopenaeus vannamei na Indonésia,
Tailandia, India, Filipinas, Australia, Taiwan e Equador (KARUNASAGAR et al.,
1994; BATICADOS et al., 1990; LAVILLA-PITOGO et al., 1990; PIZZUTTO e
HIRST, 1995; SONG e LEE, 1993; LIU et al., 1996; ROBERTSON et al., 1998).
Recentemente, a industria do cultivo de camardo da Asia foi afetada pela Sindrome da
Mortalidade Precoce (EMS), também conhecida como Sindrome da Necrose Aguda do
Hepatopancreas (AHPNS), onde a bactéria causadora da doenca foi identificada como
um Vibrio parahaemolyticus capaz de produzir uma toxina responsavel pela patologia
primaria nos camardes infectados (TRHAN et al., 2013; LOMELI-ORTEGA e
MARTINEZ-DIAZ, 2014).

Um dos mecanismos de patogenicidade de Vibrio spp. esta relacionado com
alguns produtos extracelulares como proteases, fosfolipases e hemolisinas. Em estudo
realizado por Austin e Zhang (2006), a exposicdo experimental de diferentes espécies de
camardes a esses produtos extracelulares resultou em um significativo aumento na taxa
de mortalidade dos animais. Além disso, 6rgdaos como hepatopancreas e branquias
quando infectados por Vibrio spp. podem ter suas fungdes vitais comprometidas,
levando o animal a uma consequente morte (ESTEVE e HERRERA, 2000).

Bactérias do género Vibrio spp. podem atuar tanto como agente primario quanto
secundario de infeccdo. Como agente secundario, esses microrganismos podem atuar de
forma oportunista quando os camardes estdo imunologicamente comprometidos devido
a causas primarias como a presenca de outros agentes infecciosos, deficiéncia

nutricional, praticas de manejo e estresse ambiental em decorréncia de bruscas
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alteracGes nos parametros fisico-quimicos da &gua de cultivo (SAULNIER et al., 2000;
LIU et al., 2010). Como exemplo, Phuoc et al. (2008) concluiram que em auséncia de
estresse por exposicdo a concentragfes de amonia, salinidade ou submissdo a um
periodo prolongado de fome, as pds-larvas de L. vannamei ndo foram suscetiveis a
infeccéo por diferentes linhagens de V. campbellii, V. harveyi e V. penaeicida.

Em estudo realizado por Li et al. 2010, os animais submetidos a um estresse por
baixa salinidade tiveram o sistema imunoldgico comprometido e tornaram-se mais
vulneraveis a infeccdo por V. alginolyticus, uma vez que houve um aumento da
mortalidade dos camardes previamente estressados. Em outro estudo, 0s mesmo autores
encontraram uma queda nos parametros imunoldgicos de L. vannamei ao expor esses
camardes a um estresse por pH alto ou baixo e uma consequente menor resisténcia ao
desafio contra V. alginolyticus (LI et al., 2008).

Especies de Vibrio estdo abundantemente presentes tanto no ambiente natural
quanto no ambiente de cultivo. Essas bactérias podem ser encontradas aderidas a
microalgas, no zooplancton, na comunidade bacteriana do trato digestorio dos camardes
e no biofilme da parede dos tanques de cultivo (THOMPSON et al., 2004). Dessa
forma, a abundancia natural de Vibrio spp., assim como sua ubiquidade, taxa de
multiplicacdo e habilidade para adaptar-se a mudangas ambientais em sistemas
aquicolas, ressaltam a importancia da avaliacdo de seus efeitos patogénicos nos
camardes e, sobretudo, do seu controle nos sistemas de aquicultura (SAULNIER et al.,
2000).

Diante do exposto, a prevencdo de doencas €, atualmente, 0 maior desafio da
carcinicultura (HAMZA et al., 2015). O combate e prevencao as doencas nos camardes
cultivados passaram a ser uma pratica comum e essencial para a aquicultura. Nesse

sentido, os produotres comecaram a realizar algumas intervengdes no cultivo como o
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uso de imunoestimulantes, produtos quimicos e, principalmente, antibi6ticos
(PANIGRAHI e AZAD, 2007).

Os antibidticos vém sendo utilizados na tentativa de prevenir e controlar doengas
na aquicultura (GULLIAN et al., 2004; MOHAPATRA et al., 2012). No entanto, o
emprego abusivo dessas substdncias tem causado um aumento na resisténcia de
linhagens de patdgenas através da transferéncia de genes de resisténcia entre essas
bactérias (YOUSEFIAN e AMIRI, 2009). Nesse sentido, os probidticos surgiram como
uma alternativa ao uso de antibidticos e vém sendo empregados nos sistemas de
aquicultura (NEWAJ-FYZUL et al., 2014), uma vez que a composi¢do microbiana dos
organismos aquaticos pode oferecer forte influéncia no crescimento, imunidade e
resisténcia a doencas (ZHEN et al., 2016).

Algumas definicdes estdo disponiveis para o termo probidtico, entre elas,
“suplementos microbianos vivos que tém efeito benéfico ao hospedeiro, através da
modificacdo da comunidade microbiana no hospedeiro ou no ambiente, 0 que
proporciona melhorias na utilizagdo dos alimentos, melhor resposta imunoldgica a
doengas ¢ qualidade de agua” (VERSCHUERE et al., 2000). Logo, uma vez
administrados, esses microrganismos sdo capazes de colonizar e se multiplicar no
intestino do hospedeiro e proporcionar inimeros beneficios pela modulacado de varios
sistemas biolégicos do animal (CROSS, 2002). Assim, a manipulacdo da microbiota
intestinal através da suplementacdo da dieta com microrganismos beneficos
(probidticos) € um novo enfoque para a prevencdo de doencas e para 0S aspectos
nutricionais dos camardes cultivados (MOHAPATRA et al., 2012).

Diferentes beneficios sdo mencionados para o0 uso de probidticos na carcinicultura,
como: a eliminacdo de patdgenos através da producdo de compostos inibitorios e de

competicdo por nutrientes e locais de adesdo; o fornecimento de nutrientes e incremento



VOGELEY, J. A. L. Selecéo e identificacdo de bactérias probioticas para utilizagdo no cultivo... 8

da atividade enzimética que resultam em uma melhor nutricdo dos animais cultivados; a
conversdo do material orgénico dissolvido na &gua de cultivo (biorremediacéo),
contribuindo para uma melhor qualidade de &gua; e melhora da resposta imunolodgica
(GATESOUPE, 1999; GOMEZ-GIL et al.,, 2000; IRIANTO e AUSTIN, 2002;
BALCAZAR et al., 2006).

Entre as bactérias de interesse para uso como probidticos na aquicultura, as
espécies do género Bacillus se destacam devido a caracteristicas como a capacidade de
controlar a proliferacdo de Vibrio spp., através da producdo de compostos inibitorios
(antibidticos naturais), competicdo com patégenos por nutrientes e locais de adesdo e
secrecdo de enzimas extracelulares (NINAWE e SELVIN, 2009). O género Bacillus é
facilmente encontrado em sedimentos marinhos e naturalmente presente nas branquias,
cuticula e trato intestinal de organismos bentdnicos como os camardes (SHARMILA et
al., 1996). Essas bactérias podem ser administradas tanto através do alimento como
diretamente na agua de cultivo (MORIARTY, 1998), e tém demonstrado atividade
inibitdria contra espécies de Vibrio. Como exemplo, Vaseeharan e Ramasamy (2003) ao
avaliarem o antagonismo in vitro de Bacillus subtilis BT 23 contra o V. harveyi em P.
monodon, encontraram zonas inibitorias ao redor do crescimento do Bacillus de 3 a 6
mm e reducdo da mortalidade dos camardes em condicdes in vivo, demonstrando que o
crescimento dessa espécie patogénica foi controlado.

O mecanismo de exclusdo competitiva entre bactérias baseia-se na producédo de
substancias primarias ou secundarias (compostos inibiorios) resultantes do metabolismo
das células de bactérias probidticas responsaveis pela inibicdo de patogenos (VINE et
al., 2006) que podem ser antibidticos naturais, bacteriocinas, lisozimas, proteases,
sideroforos, peroxido de hidrogénio e acidos organicos que atuam contra patdégenos de

diferentes formas (WILLIAMS e VICKERS, 1986; VANDENBERGH, 1993; PYBUS
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et al., 1994; PANIGRAHI e AZAD, 2007; TINH et al., 2007, SUGITA et al., 2009).
Para que as bactérias probioticas possam exercer antagonismo contra patégenos ou
qualquer outro beneficio ao hospedeiro, a capacidade de colonizagdo desses
microrganismos no intestino do animal é uma caracteristica fundamental. A falta de
eficcia dessas bactérias numa condicdo in vivo pode ser resultado da morte da bactéria
no trato digestdrio, da ingestdo seletiva do hospedeiro ou eliminacdo devido a constante
evacuacgéo dos animais (RIQUELME et al., 2000). Qualquer inabilidade de competir por
locais de adesdo e sobreviver no muco da parede do intestino sugere que o probiotico
pode ndo ser capaz de se multiplicar o bastante para compensar a descarga das fezes
(VINE et al., 2006).

A competicdo por espaco para adesdo e colonizacdo na parede do intestino € um
importante modo de acdo contra bactérias potencialmente patégenas, uma vez que
quando aderidos os patogenos causam maleficios ao hospedeiro (VINE et al., 2004;
RINGO et al., 2007). Em estudo realizado por Luis-Villasefior et al. (2011), espécies de
Bacillus adicionadas a agua foram capazes de aderir a0 muco intestinal de L. vannamei,
inibir o crescimento de V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. campbelli, V. alginolyticus e
V. vulnificus e, ainda, incrementar a sobrevivéncia e desenvolvimento larval dos
camardes. Da mesma forma, Rengpipat et al. (2000) encontraram células viaveis de
Bacillus S11 no intestino de P. monodon apos ofertar essa bactéria aos animais atraves
da alimentacéo.

Ao utilizar B. subtilis UTM 126 no controle de Vibrio spp., Balcazar et al.
(2007), observaram que o mecanismo de acdo do probiotico pode ter sido a exclusao
competitiva, pois detectaram ao final do estudo a presenca de B. subtilis no
hepatopéncreas de juvenis de L. vannamei. A administracdo de B. subtilis através da

dieta a juvenis de L. vannamei resultou em um aumento significativo da concentracédo
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de Bacillus spp. e reducdo de Vibrio spp. no trato digestério dos animais durante o
cultivo (ZOKAEIFAR et al., 2014). Silva et al. (2013), encontraram uma reducdo de
Vibrio spp. tanto na 4gua quanto em larvas e pos-larvas de L. vannamei ap6s incluséo de
Bacillus spp. no cultivo através da &dgua ou alimento. Ke Li et al. (2007) ao administrar
B. licheniformis a juvenis de L. vannamei encontraram uma quantidade
significativamente mais baixa de Vibrio spp no trato intestinal desses animais. Ao
administrar B. subtilis E20 na agua de cultivo de larvas e pos-larvas de L. vannamei, Liu
et al. (2009) encontraram melhor taxa de sobrevivéncia e desenvolvimento larval e
maior inibicdo do crescimento de espécies de Vibrio na agua.

De acordo com Decamp e Moriarty (2006), probiéticos podem proporcionar um
incremento na producdo de camardo similar aquele encontrado quando substancias
antimicrobianas como os antibidticos sdo utilizadas. Rengpipat et al. (2000)
demonstraram que é possivel aumentar a producdo de camardes pela adi¢do de Bacillus
S11 isolados do habitat natural de Penaeus monodon no cultivo dessa especie, pois 0
crescimento e a sobrevivéncia das poés-larvas foram significativamente superiores
comparados ao grupo controle. Varias pesquisas demonstram um incremento no
crescimento dos camarfes apoOs adicdo de Bacillus spp. a dieta (KEYSAMI e
MOHAMMADPOUR, 2012; SILVA et al., 2013; ZOKAEIFAR et al., 2014). Esse
ganho de peso dos animais pode ser devido a contribuicdo de enzimas digestivas
produzidas pelas bactérias na atividade enzimatica do animal (WANG et al., 2007; YU
et al., 2008).

Algumas bactérias podem participar do processo digestorio dos camardes pela
producdo de enzimas extracelulares como proteases, amilases e lipases (OCHOA e
OLMOS, 2006). A adicdo de B. coagulans ao cultivo de larvas de L. vannamei resultou

em um aumento da atividade das enzimas lipase, amilase e protease que pode ter
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contribuido para uma melhor absor¢do do alimento e aumento da sobrevivéncia (ZHOU
et al., 2009). Em outro estudo, Wang et al. (2012) concluiram que a adi¢do de B.
coagulans a dieta de juvenis de L. vannamei também resultou em um aumento da
atividade das enzimas amilase, lipase e protease e em um significativo ganho de peso
dos camardes. Além disso, de acordo com Ziaei-Nejad et al. (2006) a utilizacdo de
probidticos pode estimular a atividade de enzimas endégenas do camardo. Nimrat et al.
(2013) encontraram um significativo aumento na atividade da tripsina e um maior
ganho de peso nos camardes ap6s adicionarem B. subtilis a dieta de juvenis de P.
monodon.

A proteina € o nutriente mais oneroso das ragGes e um fator limitante do
crescimento dos camardes. Assim, a necessidade de altos teores proteicos nas ragoes faz
0 gasto com alimentacdo responder pelo maior custo da produgdo de camardes
(Gimenez et al 2009). Entre proteases especificas, a tripsina e a quimotripsina sao
consideradas as mais abundantes enzimas proteoliticas dos camardes peneideos e séo
responsaveis pela maior parte da digestdo das proteinas dos alimentos em camardes
peneideos (LEMOS, 2000; PEREA et al., 2012). Segundo Dall (1992), a tripsina é a
enzima mais importante presente nos camardes para digestdo de proteinas, uma vez que
esta é capaz de hidrolisar de 50% a 60% da proteina consumida pelo animal.

A composicao natural da flora bacteriana intestinal de camardes marinhos pode ser
modificada pelo fornecimento de bactérias probioticas diretamente na alimentacéo
(ZIAEI-NEJAD et. al., 2006) e esta modificacdo pode estimular a resposta imunoldgica
do hospedeiro contra a infecgcdo por bactérias patogénicas (RENGPAT et al., 2000). Em
estudo realizado por Rengpat et al. (2000), a utilizacdo de Bacillus sp. proporcionou
uma protecdo contra doencas através da ativacdo das defesas imunologicas humoral e

celular no camardo P. monodon. Ao administrar B. subtilis para juvenis de L. vannamei,
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Tseng et al. (2009) observaram um incremento da atividade da fagocitose e um aumento
na resisténcia dos camardes contra V. alginolyticus. Em estudo realizado por Li et al.
(2009), houve uma maior resisténcia de L. vannamei a doenga da mancha branca devido
a um incremento em diferentes pardmetros imunoldgicos promovido pela adicdo de
Bacillus a dieta dos camarfes. A inclusdo de B. subtilis no cultivo de larvas de L.
vannamei resultou em um aumento significativo da expressdo de genes do sistema
imunoldgico, melhor desenvolvimento, sobrevivéncia e tolerancia ao estresse (Liu et al.,
2010).

O sistema imune dos crusticeos estd vinculado a hemolinfa, formada de uma
fracdo celular, os hemdcitos, e de uma fracdo liquida, o plasma, onde estdo dissolvidos
os fatores responsaveis pelas respostas celulares e humorais, respectivamente as quais
atuam juntas protegendo os animais de invasGes e infeccdes causadas por patdgenos
(BACHERE, 2000a). O contato com o antigeno ativa os hemdcitos e resulta na lise ou
degranulagdo do invasor, liberando uma variedade de efetores imunologicos para o
plasma e iniciando a ativag&o de diferentes mecanismos de defesa (BACHERE, 2000b).

Entre os mecanismos de defesa dos camardes esta o sistema de ativagdo da pro-
fenoloxidase (sitema proPO), que desencadeia o processo de melanizacgdo induzido pela
acdo da enzima fenoloxidase (PO) em resposta a identificacdo de intrusos pelos
hemdcitos (SODERHALL e CERENIUS, 1992; PEZZAROLO e BARRACCO, 1997).
Esse sistema € ativado atraves de proteinas receptoras de reconhecimento de padrdes
moleculares (PRPs) capazes de identificar os componentes da parede celular dos
microrganismos, como o Lipopolissacarideos ou Peptidoglicanos de bactérias e 3-1,3-
glucanos de fungos (SODERHALL et al., 1998; BARRACO et al.,, 2008).
Recentemente, em estudo realizado por Wongsaak et al. (2015), a adi¢cdo de um

prebiotico (B-glucan) e B.subtilis a dieta de L. vannamei promoveu um incremento na
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expressao do gene Pro-fenoloxidase, o que estimulou a atividade da Fenoloxidase (PO),
contribuindo para o estado imunologico do animal.

Pesquisas relatam uma maior resisténcia e sobrevivéncia dos camardes a
infeccBes por espécies de Vibrio quando tratados previamente com probioticos
(ZOKAEIFAR et al., 2012; HAO et al., 2014). Como exemplo, Zokaeifar et al. (2012)
ao suplementarem a dieta de juvenis de L. vannamei com B. subtilis encontraram uma
melhor performance de crescimento, de resisténcia ao V. harveyi e atribuiram esses
resultados a um incremento na resposta imunoldgica dos camardes. Zokaeifar et al.
(2014) demonstraram que ap0s oito semanas de administracao de B. subtilis a juvenis de
L. vannamei, houve um aumento da expressdao dos genes do sistema imunoldgico
proPO, LGBP, PE e SP. Nesse estudo, apés 24h de infeccdo os camarBes foram
significativamente mais resistentes a injecdo de V. harveyi. Em outro estudo, Chiu et al.
(2007), ao suplementarem a dieta de L. vannamei com Lactobacillus plantarum,
encontraram um significativo aumento da proPO e relacionaram a um estimulo da PO e

consequente aumento da resisténcia dos camardes a infecgéo por V. alginolyticus.
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro o potencial de Bacillus spp.
isolados do intestino de camardes peneideos selvagens para utilizacdo como probidtico
na carcinicultura, através da realizacdo de ensaios de antagonismo contra Vibrio spp. e
de producdo de enzimas digestivas. As bactérias B. circulans (BC) e B. subtilis (BS),
isoladas do intestino de Farfantepenaeus subtilis capturados na costa nordete do Brasil,
demonstraram atividade antagonista contra V. harveyi, V. alginolyticus, V. vulnificus e
V. mimicus. Essas bactérias foram posteriormente testadas contra V. parahaemolyticus
(VP) em diferentes combinag®es de pH (5, 7 e 9), salinidade (10, 20 e 30 g L™) e tempo
de cultura bacteriana (12, 24, 36, 48 e 60h). As bactérias foram capazes de inibir o
crescimento de VP em uma ampla faixa de pH e salinidade. No entanto, o pH alcalino e
um tempo de cultura prolongado reduziram a capacidade antagonista das bactérias. Os
ensaios enzimaticos demonstraram uma efetiva producdo de amilases, lipases e
proteases inespecificas e especificas, como a tripsina e a quimotripsina, as quais sao as
maiores responsaveis pela digestdo das proteinas nos camardes. Essas caracteristicas
fazem dessas bactérias potenciais para utilizagdo como probiotico no cultivo de
camaroes.

Palavras-chave: Probiético, in vitro, atividade inibit6ria, enzimas.
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1. Introducéo

Probioticos sdo definidos como um “suplemento alimentar de microrganismos vivos
que promove beneficios ao hospedeiro devido a uma melhora do balango microbiano
intestinal (Fuller 1989). Na aquicultura, bactérias probiodticas geralmente sdo
selecionadas pela capacidade desses microrganismos produzirem enzimas digestivas e
compostos inibitdrios contra patdégenos através de testes realizados in vitro (Vaseeharan
& Ramasamy 2003, Balcazar et al. 2007, Nakayama et al. 2009, Das et. al 2010,
Barman et al. 2011, Janarthanam et. al 2012). Varias pesquisas demonstraram que
bactérias selecionadas através da realizacdo de ensaios in vitro, quando adicionadas ao
cultivo através da &gua ou do alimento, resultam em beneficios aos animais cultivados
atribuidos ao modo de acdo dos probidticos, tais como: reducdo de bactérias do género
Vibrio na agua de cultivo e no hospedeiro, incremento do estado imunoldgico e da
atividade de enzimas digestivas do animal (Li et al. 2009, Zhou et al. 2009, Tseng et al.
2009, Nimrat et al. 2012, Zokaeifar et al. 2012).

Para selecdo de bactérias probioticas é necessario conhecer a origem da linhagem,
compreender a interacdo com 0s patdgenos e os fatores ambientais que regem a
concorréncia entre eles (Vine et al. 2004, Thin et al. 2008), uma vez que essas bactérias
estardo sujeitas tanto as condi¢Ges do ambiente de cultivo quanto a do trato digestério
dos animais e devem, portanto, tolerar uma ampla faixa de temperatura, pH ou
salinidade (Fuller 1989, Newaj-Fyzul et al. 2014). Além disso, Vibrio spp. estdo
naturalmente presentes no ambiente marinho e possuem uma elevada capacidade de
multiplicacdo e adaptacdo a mudancas ambientais em sistemas aquicolas (Saulnier et al.
2000). Nesse contexto, a realizacdo de ensaios in vitro que simulem condicdes
ambientais adversas para avaliar a capacidade antagonista de bactérias candidatas a

probidtico contra Vibrio spp. € uma importante ferramenta para selecdo dessas bacteérias.
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As bactérias probioticas devem ser capazes de sobreviver e crescer no trato
digestorio do hospedeiro enquanto exercem os seus efeitos benéficos. De acordo com
Verschuere et al. (2000) ha uma maior probabilidade de eficdcia das bactérias
probidticas quando estas sdo isoladas de seu proprio hospedeiro. Boonthai et. al, (2011)
demonstraram que bactérias do género Bacillus sp. isoladas do intestino de Penaeus
monodon foram capazes de colonizar a 4gua e o trato digestorio desses animas sob
condicBes de cultivo, reduzindo a concentracdo de Vibrio tanto no trato digestorio
quanto na agua. Dessa forma, o isolamento de bactérias indigenas que foram capazes de
colonizar o trato digestorio de camarfes peneideos selvagens no seu ambiente natural
pode ser uma alternativa promissora para a selecdo de bactérias probidticas para a
carcinicultura.

Bactérias do género Bacillus possuem caracteristicas propicias para utilizacdo na
aquicultura como a capacidade de multiplicagdo na agua e colonizagdo no trato
digestorio dos camardes, producdo de compostos inibitorios (bacteriocinas), competicdo
com patogenos por nutrientes e locais de adesdo, producdo de substancias
imunoestimulantes e producdo de enzimas digestivas (Moriarty 1998; Rengpipat et al.
1998; Irianto & Austin 2002, Ravi et al. 2007, Ma et al. 2009, Nakayama et al. 2009,
Silva et al. 2013). Bactérias capazes de produzir enzimas digestivas podem contribuir
para um aumento da atividade enzimatica no trato digestorio do hospedeiro,
incrementando a digestdo e absorcdo do alimento, resultando em uma melhor de
conversao alimentar e crescimento (Ziaei-Nejad et al 2006, Wang et al. 2007, Zhou et
al. 2009).

Diante do exposto, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar in vitro o potencial de

Bacillus spp. isolados do trato digestério de camarBes peneideos selvagens para
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utilizacdo como probidtico na carcinicultura marinha, através da realizagdo de ensaios

de antagonismo contra espécies de Vibrio e de producdo de enzimas digestivas.

2. Material e Métodos
2.1 Isolamento de Bacillus sp. candidatos a probiético

Individuos selvagens da espécie Farfantepenaeus subtilis foram capturados na
costa sul do estado de Pernambuco e transportados vivos ao Laboratorio de Tecnologia
em Aquicultura (LTA), da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os camardes
foram desinfetados externamente com solucéo de etanol (70%), lavados trés vezes com
agua destilada estéril e dissecados. Em seguida, os intestinos foram macerados e, com 0
auxilio de um swab, uma amostra foi inoculada em placas de petri contendo o meio de
cultura seletivo Agar MYP (Agar Gema de Ovo Polimixina Vermelho Fenol) para o
desenvolvimento de Bacillus. As placas foram incubadas em estufa durante 24 — 48 h a
30 °C.

Apos o periodo de incubacdo, as Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)
foram isoladas e purificadas de acordo com as suas caracteristicas morfoldgicas
distintas e submetidas aos testes presuntivos para identificagdo do género Bacillus:
coloracdo de Gram, catalase e formacgdo de esporos. Os esporos foram observados
através da suplementacdo do meio de cultura com Sulfato de Manganés a 1% (MnSQOy)
para posterior coloracdo com verde malaquita. Seis bactérias foram identificadas como
pertecentes ao género Bacillus e foram utilizadas no ensaio de antagonismo preliminar

in vitro contra diferentes espécies de Vibrio.

2.2 Ensaio preliminar do efeito antagonista de Bacillus spp. contra Vibrio spp.
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A avaliagdo preliminar da atividade antimicrobiana de Bacillus spp. contra
Vibrio spp. foi realizada através do método de difusdo em pogos. Os seis Bacillus
isolados e um probidtico comercial (composto por cepas de B. subtilis, B. pumilus e B.
licheniformes) foram testados separadamente contra V. harveyi, V. alginolyticus, ambos
provenientes do banco de cepas do Laboratdrio de Cultivo de Camarbes Marinhos da
Universidade Federal de Santa Catarina, V. vulnificus ATCC 27562, V. mimicus ATCC
33655 e V. parahaemolyticus ATCC 17802. Para tanto, cada cepa de Bacillus isolada e
o0 probi6tico comercial foram cultivados em caldo TSB (Tripic Soy Broth) acrescido de
NaCl (2,0%) e incubados em estufa a 30 °C por 48 horas. Posteriormente, os tubos
foram centrifugados (4.000 rpm por 15 min), as células bacterianas foram suspensas e
homogeneizadas em caldo TSB estéril e 20 pl de cada bactéria foram adicionados a trés
pocos perfurados em placas de TSA (Tripic Soy Agar, enriquecido com 2% de NaCl)
previamente semeadas com a utilizagao de suabes embebidos em uma solu¢do com uma
concentracdo de 10% cel mI™ de cada Vibrio separadamente (absorbancia de 0,5 da
escala de MacFarland). Ao quarto pogo foi adicionado 20 pl de Caldo TSB estéril para
verificacdo de uma possivel atividade inibitoria do meio (pogo controle). As placas
foram entdo incubadas em estufa a 30 °C durante 24 h e ap0s esse periodo foi medido o
diametro do halo inibitério (mm) ao redor dos pogos com um paquimetro digital.

Entre os Bacillus testados, as bactérias candidatas a probiotico que promoveram
halo inibitorio contra todas as espécies de Vibrio spp. testadas foram identificados
através de testes bioquimicos (AP1 50 CH - Biomerieux®). Essas bactérias foram entdo

utilizadas em ensaios enzimaticos e em um segundo ensaio de antagonismo.

2.3 Efeito antagonista de Bacillus spp. contra V. parahaemolyticus sob diferentes

condicdes de cultivo



VOGELEY, J. A. L. Selecéo e identificacdo de bactérias probioticas para utilizagdo no cultivo... 28

Os Bacillus spp. e o probidtico comercial foram cultivados em caldo nutriente
(TSB - Tripic Soy Broth) com diferentes condic¢des de pH e salinidade para realizacdo
dos teste de antagonismo contra V. parahaemolyticus ATCC 17802. Inicialmente, 0
caldo nutriente foi suplementado com NaCl a fim de se obter meios de cultura
bacterianos em quatro diferentes concentracdes de sal: 0, 10, 20 ou 30 g L™. Para cada
concentracdo de sal, o pH do meio foi ajustado para 5, 7 ou 9 através da adi¢do de 1N
NaOH e 1N HCI. Dessa forma, cada Bacillus e o probi6tico comercial foi cultivado em
diferentes combinacdes de salinidade e pH, totalizando doze condicOes de cultura para
cada bactéria testada. A cada 12 horas, uma amostra de cada cultura foi centrifugada
(4.000 rpm por 15 min), as células bacterianas foram suspensas e homogeneizadas em
caldo TSB nas mesmas condi¢Ges de salinidade e pH da cultura de origem e, em
seguida, 20l da suspensao bacteriana de cada Bacillus foram adicionados a trés pogos
das placas de TSA (Tripic Soy Agar) previamente semeadas com uma concentracdo de
10® cel/ml de V.parahaemolyticus, correspondente a absorbancia de 0,5 da escala de
MacFarland. Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa a 30 °C (24h) e os
diametros do halo inibitério (mm) ao redor dos pogos foram medidos com um
paquimetro digital. Este procedimento foi realizado até o tempo de 60h de cultivo dos

Bacillus nas diferentes condigdes.

2.4 Determinacao da atividade enzimética de Bacillus spp. in vitro

O objetivo desse ensaio foi determinar a producdo de lipase, amilase e protease
pelas células bacterianas. Para determinacdo da atividade proteolitica, os Bacillus spp.
selecionados foram estriados em placas de petri contendo meio sélido agar nutriente

TSA (Tripit Soy Agar) acrescido de 0,01% de leite desnatado estéril. As placas foram
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incubadas em estufa (30 °C) e a cada 24 h foi observado a presenca e/ou auséncia de
halos de degradacdo ao redor das col6nias bacterianas.

Para determinacdo da atividade amilolitica, os Bacillus spp. foram estriados em
placas de TSA acrescido de amido (5%) e foram incubadas em estufa (30 °C) por um
periodo de 24 a 72 horas. Em seguida, as placas foram expostas a uma solucédo de iodo a
1% para revelacdo da formacdo de halos de degradacdo. A atividade lipolitica foi
determinada em placas de TSA acrescido de 2% de 6leo de oliva e 1% de rodamina B a
0,01%. As placas foram incubadas em estufa de 24 a 48 h (30°C) e, posteriormente,
foram expostas a luz ultravioleta para revelacdo de halos florescentes ao redor das
colénias de Bacillus spp., caracterizando a producéo de lipase.

Os halos de degradacéo ao redor das coldnias bacterianas foram medidos com um
paquimetro digital e expressam a atividade enzimatica extracelular, a qual foi
determinada pelo indice Enzimatico (IE), que é a relacio do didmetro do halo de

degradacéo pelo diametro médio da colonia (Hankin et al. 1975).

2.6 Anélise estatistica

Modelos lineares generalizados (MLG) sdo Uteis para avaliar o efeito de
diferentes variaveis explicativas em uma variavel resposta (McCullagh & Nelder, 1989;
Dobson, 2002). Neste trabalho a variavel resposta de interesse ¢ a formacdo do halo de
inibicdo, que expressa a capacidade de inibicdo de V. parahaemolyticus pelos Bacillus
selecionados. As potenciais variaveis explicativas que afetam a formacdo desse halo
seriam o tempo de cultura de Bacillus spp., 0 pH, a salinidade e as espécies de bactérias
utilizadas (Bacillus spp. candidatos e o probidtico comercial). Esta ultima variavel é
categorica, enquanto que as demais sdo continuas. Analises convencionais como a

ANCOVA (Analise de Covariancia) sao casos especificos dos MLGs (Dobson, 2002).
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Na ANCOVA assume-se que a variavel resposta (e.g. didmetro do halo) pode ser
modelada em fungdo de uma combinacdo de varidveis explicativas categoricas (e.g.
tratamento) e continuas (e.g. pH). As varidveis explicativas continuas foram
consideradas também na forma quadrética. A selecdo das variaveis importantes a serem
mantidas no modelo foi feita com base no célculo do Critério de Informagdo de Akaike
(CIA) (Akaike, 1974), o qual tende a selecionar modelos com balan¢o razoavel entre
viés e variancia (Burnham & Anderson, 2002). O modelo final selecionado com o CIA
é:

y=PB,+ B, pH + B, -tc+ B, -bac+ B, -sal + B - pH? + B, -tc? + B, -sal® + B, - tc® + B, -sal® +
P - PH :bac+ B, - pH :sal + g, -tc:bac + S, -tc:sal + g, -bac:sal + &

em que p; com i={L,...14} sdo os parametros a serem calculados, e que refletem os
efeitos das diferentes variaveis explicativas (e.g. pH ) sobre a capacidade de inibicéo de

V. parahaemolyticus através da formacdo do halo. Na equacdo acima dois pontos
indicam interacdes de primeira ordem entre variaveis explicativas, e ¢ é um erro normal
com média zero e desvio padrdo 2. Dessa forma, o modelo foi utilizado para fazer
predi¢cdes quanto aos diametros dos halos para diferentes tratamentos e combinacdes de
pH, salinidade e tempo de cultivo.

Os dados de quantificacdo da atividade enzimatica proteolitica foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA), considerando-se as premissas necessarias. Em seguida

o teste t de Student foi utilizado para determinar diferencas significativas (p<0.05).

3. Resultados
3.1 Ensaio preliminar do efeito antagonista de Bacillus spp. contra Vibrio spp.
Entre os seis Bacillus isolados do intestino de camardes selvagens, duas bactérias

apresentaram antagonismo e promoveram halos de inibicdo contra todas as especies de
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Vibrio testadas. Essas bactérias foram identificadas como Bacillus subtilis (BS) e
Bacillus circulans (BC). O probidtico comercial também apresentou atividade inibitoria

contra Vibrio spp. e ndo houve antagonismo observado nos pogos controles (Tabela 1).

Insira Tabela 1

3.2 Efeito antagonista de Bacillus spp. contra V. parahaemolyticus sob diferentes
condigdes de cultivo

De uma maneira geral, as bactérias B. subtilis, B. circulans e o probiotico
comercial testados foram capazes de inibir o crescimento de V. parahaemolyticus (VP)
em uma ampla faixa de salinidade e pH. A andlise de covaridncia (ANCOVA)
demonstrou que o pH e o tempo de cultura bacteriana afetaram significativamente a
atividade inibitoria das bactérias contra V. parahaemolyticus. De uma forma secundaria,
a espécie bacteriana e a salinidade influenciaram a capacidade de inibi¢do de VP pelas
bactérias testadas.

Os coeficientes do modelo quadratico polinomial demonstram a influéncia na
respectiva variavel resposta e, associados a valores baixos de “p”, indicam diferengas
significativas de zero (Tabela 2). Verificou-se que ha diferencas significativas em varios
dos termos isolados (em formas simples ou potenciais) e em varias interacfes. A
interpretacdo desses efeitos pode ser feita com o célculo de predi¢cdes da formacéo de

halo inibitério médio esperado para cada combinacdo de espécie de bactéria, pH, tempo

de cultivo e salinidade.

Insira Tabela 2
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Previsdes dos diametros médios de halos de inibicdo (mm) baseados nas
estimavas dos pardmetros do modelo (Tabela 2) s&o mostradas na Figura 1.
Considerando que 0s pogos experimentais possuem 5 mm de didmetro, a interpretacao
dos resultados restringiu-se as previsdes de halos de inibicdo (zona clara ao redor dos

pocos) com diametro maior ou igual a 7 mm.

Insira Figura 1

A bactéria BC cultivada em pH 5 e 7 apresentou atividade inibitéria contra VP
para todas as salinidades testadas com a formacgéo de halos que variaram entre 10 e 13
mm até as primeiras 36 horas de cultivo. A medida que o tempo de cultura dessa
bactéria foi avancando até 60 horas, houve uma reducdo na capacidade de inibicdo do
patogeno em pH &cido. No pH neutro essa bactéria inibiu o crescimento de VP durante
todo o periodo experimental. Ja no pH alcalino, o0 BC sO foi capaz de inibir o
crescimento de VP até as primeiras 24 horas (Figura 1A).

A Dbactéria BS cultivada em pH acido e neutro apresentou atividade
antimicrobiana com a formacédo de halos que variaram entre 8 e 13 mm para todas as
salinidades durante todo o periodo experimental (60 horas). Logo, o tempo de cultura
teve menor influéncia na atividade antimicrobiana dessa bactéria. No pH 9, essa bactéria
ndo apresentou atividade inibitoria contra VP em todo o periodo experimental (Figura
1B).

O probiotico comercial utilizado nesse estudo demonstrou atividade inibitoria
contra VP com halos que variaram entre 8 a 11 mm apenas nas primeiras 24 e 36 horas
de cultura bacteriana em meio &cido e neutro, respectivamente. Em pH alcalino, o

probidtico ndo apresentou atividade antimicrobiana.
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De uma forma geral, observou-se que o pH alcalino e um tempo prolongado de
cultura bacteriana promoveram uma reducgdo na atividade antimicrobiana de BS, BC e
do probidtico comercial contra VP nas diferentes condi¢des, quando comparados com o
pH &cido ou neutro, sobretudo nas fases iniciais da cultura bacteriana (até 24 ou 36

horas).

3.3 Determinacao da atividade enzimética

As bactérias BC e BS apresentaram halos de degradacdo ao redor das colonias
para a atividade proteolitica com 72 horas de incubagio, onde o Indice Enzimatico (IE)
médio foi de 2,1+0,3 para 0 BC e de 2,0+0,4 para o BS. Quanto a atividade amilolitica,
apenas o BS apresentou halo de degradagdo com IE médio de 2,2+0,2. Para a atividade
lipolitica, foi observada a formacdo de halos fluorescentes rosa-alaranjados, o que
caracterizou a producdo de lipase por ambas as bactérias testadas, com IE médios de

2,3+0,3 para BC e 1,9+0,2 para BS.

4. Discussdo

As bactérias B. subtilis e B. circulans isoladas do trato digestorio de camardes
selvagens e o probiotico comercial foram capazes de inibir o crescimento in vitro de
diferentes espécies de Vibrio. De acordo com Verschuere et al. (2000), os mecanismos
de acdo das bactérias para inibicdo de patdgenos incluem a producdo de bacteriocinas,
lisozimas, proteases, peroxido de hidrogénio e alteracdo de pH pela producéo de acidos
organicos. A capacidade de inibir diferentes patdogenos &€ uma das principais
caracteristicas utilizadas para selecdo de bactérias com potencial para serem utilizadas
no cultivo de camarfes como probidtico. Villasefior et al. (2011) isolaram Bacillus spp.

do intestino de L. vannamei selvagens e o teste de antagonismo in vitro revelou que
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essas bactérias inibiram o crescimento de V. harveyi (CAIM 1793), V.
parahaemolyticus (CAIM 170), V. campbelli (CAIM 333), V. alginolyticus (CAIM 57)
e V. vulnificus (CAIM 157). Posteriormente, essas bactérias, quando adicionadas ao
cultivo, incrementaram a sobrevivéncia de larvas de L. vannamei. Em outro estudo, ao
utilizar Bacillus, Srinivas et al. (2010) demonstrou que a capacidade de inibicdo de
Vibrio spp. encontrada em testes realizados in vitro foi confirmada in vivo quando larvas
de P. monodon foram desafiadas com uma linhagem patogénica de V. harveyi
(MCCBL111) e obtiveram um significativo aumento na sobrevivéncia.

As bactérias utilizadas no presente estudo demonstraram uma efetiva atividade
inibitéria contra V. parahaemolyticus em uma ampla faixa de pH e salinidade. Em
estudo realizado por Shakibazadeh et al. (2008), bactérias isoladas do trato digestorio de
P. monodon apresentaram uma elevada atividade inibitéria in vitro contra V.
parahaemolyticus e V. alginolyticus em diferentes temperaturas, pH e salinidades.
Segundo esses autores, essa caracteristica € fundamental devido as flutuacGes nos
parametros fisico-quimicos de qualidade de agua que normalmente ocorrem nos cultivos
de camardes. Essas mudancas bruscas causam estresse e podem comprometer o estado
imunoldgico dos animais cultivados deixando-os mais susceptiveis a acdo de patdgenos
(Mohapatra et al. 2013). Embora Vibrio spp. possam ser causadores primarios de
doencas, essas bactérias também sdo consideradas agentes secundarios de infeccdo e
agem de forma oportunista quando os animais estdo imunologicamente comprometidos
devido ao estresse ambiental (Liu et al. 2010).

Vaérios estudos relataram um aumento da mortalidade dos camardes infectados
com diferentes espécies de Vibrio quando submetidos a estresse por pH ou salinidade.
Wang e Chen et al. (2005) demonstraram que juvenis de L. vannamei submetidos a

estresse por salinidade tiveram uma reducdo na resposta imunoldgica, resultando numa
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menor resisténcia a V. alginolyticus. Da mesma forma, Li et al. (2010) identificaram um
decréscimo no estado imunol6gico e um consequente aumento da mortalidade dos
camardes apds estresse por baixa salinidade e concluiram que os animais tornaram-se
mais vulneraveis a infeccdo por V. alginolyticus. Em outro estudo, camardes L.
vannamei sujeitos a estresse por pH &cido (6,5) e alcalino (10,1) tiveram uma reducédo
nos parametros imunolégicos e aumento da mortalidade (Li et al. 2008). Phuoc et. al
(2008) concluiram que em auséncia de estresse, as pés-larvas de L. vannamei ndo foram
suscetiveis a infeccdo por diferentes linhagens de V. campbellii, V. harveyi e V.
penaeicida. Nesse sentido, as bactérias probiéticas devem ser capazes de inibir a
proliferacdo de patdgenos mesmo em condicdes ambientais adversas, de forma a
diminuir os riscos de doencas e mortalidade no momento em que o animal esteja
imunologicamente comprometido.

No presente estudo, houve uma reducdo ou auséncia da atividade inibitdria de B.
subtilis, B. circulans e do probiotico comercial contra V. parahaemolyticus quando
submetidos ao pH 9. De acordo com Abrams et al. (2011), a perda da atividade em meio
alcalino representa uma caracteristica comum de alguns compostos inibitorios, 0s quais
habitualmente possuem carater acidofilo e sdo rapidamente desnaturadas em condi¢cfes
alcalinas.

Os probidticos devem ser capazes de tolerar as condi¢des do trato digestorio de
forma a garantir a sua manutencédo enquanto beneficia o hospedeiro (Vine et al. 2006).
Segundo Tkhruni et al. (2013), os pré-requisitos para selecdo de bactérias probioticas
incluem seguranca para o hospedeiro, viabilidade de industrializacdo, capacidade de
aderéncia ao tecido epitelial do intestino, producdo de substancias antimicrobianas e
resisténcia ao pH acido. Em estudo recente, Alexandre et al. (2014) determinaram que o0

pH do sistema digestorio dos camardes esta em torno de 7,0. As bactérias B. subtilis e
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B. circulans testadas em nosso estudo apresentaram uma maior capacidade de inibi¢ao
do V. parahaemolyticus em pH neutro e, mesmo em pH acido, continuaram inibindo o
crescimento desse Vibrio. Além disso, estas bactérias foram isoladas do intestino de
camardes peneideos marinhos, o que pode conferir a esses microrganismos uma maior
capacidade de colonizacdo do trato digestério de outras espécies de camardes cultivadas
comercialmente.

A maioria das bactérias produz e secreta compostos antimicrobianos na fase
estacionaria de crescimento (Tamehiro et al. 2002). Por outro lado, em algumas
espécies, a sintese de compostos pode ocorrer durante a fase exponencial de
crescimento desses microrganismos e ser interrompida quando as células entram na fase
estacionaria (Arauz et al. 2009). Tal fato pode ter acontecido em nosso estudo,
considerando que, de uma forma geral, a maior atividade inibitoria foi obtida até 24 h de
cultura bacteriana e que, com o tempo prolongado até 60 horas, houve uma diminui¢ao
ou auséncia de atividade antagonista de B. subtilis, B. circulans e do probidtico
comercial contra o V. parahaemolyticus. Este fato nos leva a sugerir que em uma
situacdo de cultivo (in vivo) essas bactérias sejam adicionadas a cada 24h ao ambiente
de cultivo, o que corrobora com as recomendacdes do probiotico comercial utilizado no
presente estudo, cuja orientacdo é adiciona-lo diariamente ao cultivo.

O indice enzimatico (IE) é um parametro utilizado para estimativa da capacidade de
um microrganismo produzir enzimas. A selecdo de bactérias produtoras de enzimas
pode ser realizada pela avaliacdo da hidrolise do nutriente em meio sélido (halo de
degradacdo ao redor da colbnia bacteriana), onde quanto maior o IE maior a
concentracdo da enzima produzida e, consequentemente, maior a atividade enzimatica
(Ceska, 1971). Lealem & Gashe (1994) sugerem um indice enzimatico >2,0 para

considerar um microrganismo como um produtor potencial de enzimas. Dessa forma, o
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B. subtilis e B. circulans utilizados no presente estudo apresentaram efetiva producédo de
lipase, amilase e protease.

Bactérias capazes de produzir exoenzimas podem contribuir para um melhor
aproveitamento dos nutrientes presentes nas ra¢des formuladas, complementando a
atividade enzimética do camarao e incrementando a digestibilidade do alimento (Ochoa-
Solano, J. L e Olmos-Soto, J. 2006). De acordo com Yan-Bo Wang (2007) um melhor
crescimento de L. vannamei foi resultado do aumento da atividade de enzimas
digestivas promovido por B. coagulans adicionado a dieta, uma vez que estas bactérias
podem ter contribuido com a atividade enzimatica através da produgdo de enzimas
exogenas ou induzido a producdo de enzimas enddgenas pelo camardo. O aumento da
atividade da amilase, lipase e protease em larvas de L. vannamei tratadas com B.
coagulans SC8168 pode ter contribuido para um incremento na digestao e absor¢do do
alimento, resultando em uma maior sobrevivéncia (Zhou et al. 2009).

As bactérias B. subtilis e B. circulans isoladas do intestino de camardes selvagens
apresentaram antagonismo contra diferentes espécies de Vibrio e foram capazes de
inibir o crescimento de V. parahaemolyticus em uma ampla faixa de pH e salinidade.
Além disso, essas bactérias sdo produtoras de lipases, amilases e proteases. Essas
caracteristicas fazem dessas bactérias potenciais para utilizacdo como probidtico na
carcinicultura marinha. Serdo necessarios testes para avaliarem tais beneficios in vivo.
No entanto, a realizacdo de ensaios e simulagdes in vitro ainda sdo 0s mecanismos mais

utilizados para a selecdo e prospeccdo de bactérias probidticas.
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Tabela 1 — Médias do didmetro (mm) do halo de inibicdo promovido por B. subtilis, B.

ciculans e o Probidtico Comercial contra diferentes espéecies de Vibrio.

Espécie de Vibrio B. subtilis B. circulans Probiotico comercial
V. harveyi ++ ++ —
V. alginolyticus +++ +++ ++
V. vulnificus ATCC 27562 +++ ++++ ++
V. mimicus ATCC 33655 ++ ++ 4
V. parahaemolyticus ATCC 17802 ++ +++ ++

Halos de inibicdo: ++ > 8 ¢ <12 mm; +++> 12 mm < 16 mm; ++++ > 17 mm
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Tabela 2 — Estimativas dos pardmetros do modelo quadratico polinomial para o efeito

antagonista de B. circulans (BC), B. subtilis (BS) e o Probi6tico Comercial (PC) contra

V. parahaemolyticus, sob diferentes condigdes de cultivo.

Estimativa Erro padrdo Valor det Valor de p

Intercepto
pH
TC
BS
PC
Sal
pH?
TC?
Sal?

pH:BS
pH:PC
pH:Sal
TC:BS
TC:PC
TC:Sal
BS:Sal
PC:Sal

-32,1000
12,8300
0,2816
4,7740
-1,8900
0,4617
-0,9646
-0,0129
-0,0217
-0,5813
0,1729
-0,0317
0,0292
-0,0656
0,0021
-0,1206
0,0430

4,1100
1,0700
0,1710
1,7600
1,7600
0,1260

0,0752
0,0053

0,0096
0,2130
0,2130
0,0078
0,0205
0,0205
0,0007
0,0311
0,0311

-7,8180
11,9890
1,6490
2,7120
-1,0740
3,6680
-12,8240
-2,4510
-2,2600
-2,7320
0,8130
-4,0760
1,4250
-3,2060
2,8450
-3,8800
1,3840

2,98E-14
2,00E-16
0,099667
0,006905
0,283429
0,00027
2,00E-16
0,014557
0,024224
0,006505
0,416699
0,0000529
0,154817
0,00143
0,004617
0,000118
0,166995

*TC = Tempo de cultivo; Sal = Salinidade.



VOGELEY, J. A. L. Selecéo e identificacdo de bactérias probioticas para utilizagdo no cultivo... 46

A A
1Y) @ \ za/o\

T T T T T T T T T T T T

=
Salinidade (g L'Y)
2 = »
1 1 1
o

Salinidade (g L)
Salinidade (g L)

R

T
"0 E] 0 40 50 0 ] ° 10 E] » @ £ ©

Tempo (horas) Tempo {horas) Tempo (horas)
pH S5 pH 7 pH9
"] ’ "1/ ~. _7
=" = ' o A /// \/
3 ; / AN
2 @ @
B 3. E o E .- / \/
a 3 3
s s . (
o / ~ o 0 o U .
! ' ' T T T T T T T
Tempo (horas) Tempo (horas) Tempo (horas)
pH 5 pH 7 pH9
8 - 8 / Ll /
& 4 N £ - L /
% e/ :'E & :r 2 - /
e - L . ] T =
¢ E g
§ : / \ § : : ] O
o \ avi A - S N // : o
T T T T T T T T T T T T T T
Tempo (horas) Tempo (horas) Tempo (horas)
pH5 pH7 pH9

Figura 1 — Previsdes dos diimetros médios de halos de inibicio (mm) do modelo
polinomial de analise de antagonismo de Bacillus circulans (A), Bacillus subtilis (B) ¢
Probidtico Comercial (C) contra Vibrio parahaemolyticus.
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Resumo

Juvenis de Litopenaeus vannamei (1,05 + 0,05g) foram alimentados com dietas
suplementadas com Bacillus subtilis e Bacillus circulans (10° UFC g™), conforme a
sequir: racdo + B. subtilis (BS); ragdo + B. circulans (BC) e racdo sem bactérias
(Controle). A cada 15 dias, amostras de hepatopancreas, intestino e fezes foram
coletadas para quantificacdo bacteriana e da atividade de enzimas digestivas no
hepatopancreas. Ao final de 45 dias, houve um aumento significativo no peso dos
camardes alimentados com BS e BC em relacdo ao controle. Houve um aumento da
concentracdo de Bacillus spp. e reducédo de Vibrio spp. no intestino e hepatopancreas
dos camardes, com diferencas estatiticas sobretudo nos tempos 30 e 45 dias, e um
aumento significativo de Vibrio spp. nas fezes dos camardes da dieta BS. B. subtilis e B.
circulans foram isolados do trato gastrointestinal dos camarfes alimentados com BS e
BC. Houve um significativo aumento da tripsina, quimotripsina, lipase e amilase no
hepatopéancreas dos camardes alimentados com BC e BS, principalmente apos 30 dias.
Esse aumento pode ter sido ocasionado pela colonizagéo de B. subtilis e B. circulans no
trato digestorio dos camardes, resultando em uma melhor digestdo dos nutrientes da
racdo e consequente ganho de peso dos animais.

Palavras-chave: Bacillus spp., Vibrio spp., tripsina, quimotripsina, lipase, amilase.
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1. Introducéo

A utilizacdo de alimentos funcionais pode ser uma opg¢do economicamente viavel
para a industria da aquicultura, uma vez que as despesas com rag¢fes comerciais
representam em torno de 40 a 60% dos custos total de producéo (Olmo et al., 2011). Um
alimento funcional pode ser definido como aquele que, quando consumido regularmente
como parte de uma dieta padrdo, promove beneficios a salde, reduzindo o risco de
doencas, e afeta beneficamente algumas funcgdes fisioldgicas (como o metabolismo
enzimatico), resultando em vantagens para além de seu papel nutricional basico (Doyon
& Labrecque, 2008; Jensen et al. 2015).

Doencas infecciosas no cultivo de camardes permanecem sendo um obstaculo
para a atividade e inimeros paises registram perdas devido a enfermidades causadas por
bactérias do género Vibrio (Nakayama & Nomura, 2009; Pham et al. 2014). Para
controle de Vibrio spp., 0 abuso de drogas antimicrobianas na aquicultura resulta em
uma evolucdo na resisténcia de linhagens bacterianas potencialmente patdgenas (Esiobu
et al. 2002). Dessa forma, a utilizacdo de alimentos funcionais que contribuam tanto
para 0 incremento da salde quanto para o da nutricdo dos camardes pode ser uma
alternativa promissora. Nesse sentido, a manipulacdo da microbiota intestinal atraves da
suplementacdo da dieta com microrganismos benéficos (probioticos) € um novo
enfoque para a prevencdo de doencas e para 0s aspectos nutricionais dos camardes
cultivados (Mohapatra et al. 2012, Newaj-Fyzul et al. 2014).

Probioticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando consumidos
em quantidades adequadas, promovem beneficios a saude do hospedeiro (FAO, 2001).
Entre os beneficios, estdio a melhora do sistema imunologico do hospedeiro, o
incremento do estado nutricional dos animais através da producédo de enzimas digestivas

e a reducdo da incidéncia de patdgenos atraves do mecanismo de exclusdo competitiva
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(Verschuere et al. 2000, Vine et al. 2006). Entre as bactérias usadas como probidticos na
aquicultura, as espécies do género Bacillus se destacam devido a caracteristicas como a
capacidade de controlar a proliferacdo de Vibrio spp., através da producdo de compostos
inibitorios (antibidticos naturais) e competicdo por nutrientes e locais de adesdo, e a
secre¢do de enzimas extracelulares (Ninawe & Selvin, 2009). Assim, Bacillus podem
ser capazes de colonizar o trato gastrointestinal dos camardes e excluir potenciais
patdgenos como Vibrio (Rengpipat et al. 2000, Ravi et al. 2007, Li et al. 2007,
Nakayama & Nomura 2009, Xu et al. 2013), tornar os camarfes mais resistentes a
infec¢bes por Vibrio (Sapcharoen & Rengpipat, 2013) e produzir enzimas digestivas,
contribuindo com a digest&o do alimento e crescimento dos camardes (Liu et al. 2009).
Apesar dos beneficios mencionados sobre a contribuicdo de Bacillus na producéao
de enzimas digestivas, poucas pesquisas abordam o efeito dessas bactérias na atividade
enzimatica dos camardes, principalmente no tocante as proteases enddgenas, como a
tripsina e a quimotripsina. Diante do exposto, 0 objetivo desse estudo foi avaliar o efeito
da suplementacéo da dieta de juvenis de Litopenaeus vannamei com Bacillus circulans
e Bacillus subtilis na comunidade de Vibrio spp. e Bacillus spp. do hepatopancreas,
intestino e fezes e na atividade das enzimas protease total, proteases especificas (tripsina

e quimotripsina), amilase e lipase nos camardes.

2. Material e Métodos
2.1 Dieta experimental
As bactérias B. subtilis e B. circulans, provenientes do intestino de camarfes
selvagens da espécie Farfantepenaeus subtilis, foram utilizadas como potenciais
probidticos nesse estudo devido a caracteristicas como producdo de enzimas e

capacidade antagonista contra diferentes espécies de Vibrio in vitro (Capitulo 1). Dessa
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forma, as dietas experimentais foram compostas de ragdo comercial (40% proteina
bruta, Camaronina CR2, Purina®) suplementada com as bactérias B. circulans e B.
subtilis numa concentracéo de 10° UFC g™ de ragdo. Para adicdo dos Bacillus & racdo,
as bactérias foram cultivadas separadamente em caldo triptona de soja (TSB -
Himedia®) durante 48 h a 30 °C. Em seguida, as culturas dos Bacillus foram
centrifugadas (4000 rpm, 15 min) e os sobrenadantes descartados. As células
bacterianas decantadas foram homogeneizadas em agua marinha estéril de forma a obter
uma solugéo pura de cada Bacillus. Assim, a ragdo comercial, previamente esterilizada
em vapor fluente (15 min), foi imersa nas solugdes de B. subtilis e de B. circulans
separadamente (1:2) durante 20 min. Posteriormente, as ragdes foram colocadas para
secar em temperatura ambiente. ApOs esse procedimento, a confirmacdo da
concentracdo de Bacillus nas dietas foi realizada através da técnica de plaqueamento,
onde uma amostra de cada racdo foi serialmente diluida (1/10) em solucéo salina estéril
(2% NaCl) e espalhada em Agar MYP (Mannitol-egg Yolk-polymyxin Agar -
Himedia®). As racdes experimentais foram estocadas (-6 °C) por no maximo cinco dias
e a viabilidade de Bacillus spp. foi avaliada durante esse periodo. Uma racdo controle

foi feita sem adicdo de Bacillus utilizando os mesmos procedimentos.

2.2 Desenho experimental

Um total de 65 juvenis de L. vannamei (peso médio inicial de 1,05 £ 0,05 g) foi
distribuido aleatoriamente em tanques retangulares de polipropileno (0,48 x 0,56 x 0,89
m) com volume Gtil de 100 I, aeracéo constante, salinidade de 24 g I e temperatura de
28-29 °C mantida através de aquecedores de imersdo com termostato. Os camardes
foram alimentandos com as seguintes dietas experimentais: racdo + B. subtilis (BS);

racdo + B. circulans (BC) e racdo sem adicdo de bactérias (Controle), totalizando trés
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tratamentos com quatro repeti¢cOes cada. As dietas foram ofertadas ad libitum trés vezes
ao dia durante 45 dias. Ao final do experimento foram avaliados o peso final, o ganho
de peso (Peso final — Peso inicial), a taxa de crescimento especifico ([In peso final — In
peso inicial] / dias) x 100) e a taxa de sobrevivéncia (n° de camardes final / n° de

camardes incial) x 100).

2.3 Atividade de enzimas digestivas

O hepatopancreas de amostras de camardes alimentados com as diferentes dietas
experimentais (BS, BC e C) foram coletados a cada 15 dias para avaliacdo da atividade
das enzimas digestivas protease total (inespecificas), proteases especificas, amilase e
lipase, totalizando trés coletas (15, 30 e 45 dias). Dessa forma, os hepatopancreas de
quatro camardes de cada réplica foram removidos de maneira asséptica e imediatamente
congelados a -80 °C (Zhou et al., 2011). Posteriormente, os hepatopancreas foram
descongelados, pesados e homogeneizados em solucéo salina estéeril (9% NaCl) numa
proporcdo de 40 mg de tecido por ml. Esses homogeneizados foram centrifugados
(10000 g) durante 25 min (4 °C) e os sobrenadantes obtidos foram utilizados como
extratos brutos para quantificacdo das atividades enzimaticas dos camardes de cada
dieta experimental. Todos os ensaios enzimaticos foram conduzidos em triplicata. A
dosagem de proteina total solivel nos extratos brutos foi determinada como descrito por
Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino como proteina padréo.

A quantificacdo da atividade proteolitica total (protease total) foi realizada por
meio da hidrdlise de 1% de azocaseina dissolvida no tampéo Tris-HCla 0,1 M e pH 8.0
(Garcia-Carrefio, 1992). Trés aliquotas (30 uL) dos extratos brutos de cada tratamento
foram incubados em microtubos com solucdo de substrato azocaseina (50 pL) por uma

hora a 25 °C, conforme protocolo adaptado de Bezerra et al. (2005). A reacdo foi
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interrompida com a adicdo de &cido tricloroacético a 10% (240 pL) e a mistura foi
centrifugada a 8000 g por 5 minutos. Posteriormente, 70 pL desse sobrenadante foram
adicionados em uma microplaca com 130 pL de hidroxido de sddio 1 M (solucédo
reveladora). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro (Bio-Rad680)
em um comprimento de onda de 450 nm. Um controle negativo (branco) foi feito com a
substituicdo dos extratos brutos por solucédo salina (9% NacCl).

A quantificacdo da atividade da tripsina e quimotripsina (proteases especificas)
foi realizada em microplacas com a utilizagdo dos substratos especificos Na-benzoil-
DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) e N-succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida
(SApNA), respectivamente (Bezerra et al., 2005), os quais foram utilizados numa
concentracdo de 8 mM. Assim, os extratos brutos de cada tratamento (30 pL) foram
incubados com 140 pL de tamp&o (Tris-HCI 0,1 M, pH 8) e 30 pL do substrato
especifico por um periodo de 15 minutos. Em seguida, as leituras de absorbancia foram
mensuradas e registradas por meio de um leitor de microplacas (Bio-Rad 680) em um
comprimento de onda de 405 nm.

Para a determinacdo da atividade amilolitica, uma aliquota de 20 uL do extrato
bruto de cada tratamento foi adicionada a microtubos contendo 125 uL de solucdo de
amido (2%) e 125 uL de solugédo tampéo (Tris-HCI 0,1 M, pH 8). Os microtubos foram
incubados a 37 °C por 10 minutos e, posteriormente, a temperatura ambiente por 20
minutos. Em seguida, 30 uL dessa mistura foram inoculadas em novos microtubos com
300 uL de acido dinitrosalicilico (DNSA), os quais foram incubados em banho seco a
100° C (Adaptado de Bernfeld, 1955). Posteriormente, a coloracdo desenvolvida foi
avaliada através de espectrofotdmetro, utilizando comprimento de onda de 540 nm.

Uma curva de calibracdo foi preparada usando uma solucéo de maltose padrao.
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A atividade lipolitica foi realizada a partir da preparacdo de uma solucdo A de
palmitato (3 g de palmitato para 1 ml de isopropanol) e de uma solugdo B de tritonX-
100 (2 g) e goma arébica (0,5 g) para cada 10 ml de tamp&o Tris-HCI (0,05 M). Apés o
preparo das solucdes, a solugédo de palmitato foi homogeneizada com a solucdo de
tritonX-100 e goma ardbica (1/10), formando uma nova solugdo. Para o ensaio de
quantificacdo da atividade, 900 uL dessa nova solugéo foram adicionados com 100 uL
dos extratos brutos dos tratamentos em microtubos e aquecidos a 37 °C por 15 minutos.
Dos microtubos foram retirados 200 uL, adicionados em microplaca e submetidos a

leitura de absorbancia em espectrofotdmetro (410 nm).

2.4 Andlises bacterioldgicas

A cada 15 dias de periodo experimental, amostras de intestino, hepatopancreas e
fezes dos camardes dos diferentes tratamentos (dietas BS, BC e C) foram coletadas para
quantificacdo de Vibrio spp. e Bacillus spp. através da técnica de plagueamento,
totalizando trés coletas (15, 30 e 45 dias). Os intestinos e hepatopancreas de quatro
camardes de cada réplica foram assepticamente removidos, pesados, macerados,
serialmente diluidos (1/10) em solucdo salina estéril (2% NaCl) e uma amostra foi
inoculada em placas de petri contendo Agar MYP (Mannitol-egg Yolk-polymyxin Agar
- Himedia®), para quantificagéo de Bacillus spp. e Agar TCBS (Agar Tiussulfato Citrato
Bile Sacarose - Himedia®) para quantificacdo de Vibrio spp. Em seguida, as placas
foram incubadas em estufa (24 h, 30 °C) para quantificacdo das Unidades Formadoras
de Colbnias (UFC).

Além da quantificacdo de Bacillus spp. presentes no intestino e hepatopancreas
dos camardes, as Unidades Formadoras de Coldnias crescidas no meio Agar MYP

foram observadas quanto ao tamanho, formato da borda, textura, brilho e coloracdo de
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forma a encontrar no trato digestério dos animais alimentados com as dietas BS e BC 0s
morfotipos atribuidos as bactérias B. subtilis e B. circulans utilizadas neste estudo,
respectivamente. Dessa forma, as bactérias que apresentaram essas caracteristicas foram
submetidas aos testes presuntivos para o género Bacillus (Coloragéo de Gram, Catalase
e de formacdo de esporos) e identificadas através de testes bioquimicos (API 50 CH -
Biomerieux®).

A cada 15 dias, trés camardes de cada réplica dos respectivos tratamentos foram
coletados para quantificacdo de Bacillus spp. e Vibrio spp. das fezes, totalizando trés
coletas (15, 30 e 45 dias). Apos a alimentacdo e constatacdo de que o intestino dos
animais encontrava-se repleto, os camardes foram lavados externamente com &gua
marinha estéril e imediatamente transferidos para recipientes de 2 | estéreis. Os
recipientes foram abastecidos com &gua marinha estéril e os animais permaneceram
nessas novas unidades experimentais até o esvaziamento do intestino. Posteriormente,
os animais foram devolvidos as parcelas de origem e as fezes foram coletadas para
realizacdo do procedimento de quantificacdo bacteriana. As fezes foram pesadas,
maceradas, serialmente diluidas (1/10) em solugdo salina estéril (2% NaCl) e
submetidas a técnica de plagueamento para quantificacdo de Vibrio spp. e Bacillus spp.,

conforme descrito anteriormente.

2.5 Anélise estatistica

Os dados referentes ao crescimento dos camardes, quantificacdo bacteriana e
atividade enzimatica foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), considerando-
se as premissas necessarias. Em seguida, o teste de Tukey foi utilizado para determinar

diferencas significativas (p<0.05) entre os tratamentos.
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3. Resultados
3.1 Crescimento

Ao final dos 45 dias de alimentacdo dos camarbes com as dietas BS, BC e
controle ndo houve diferenga significativa na sobrevivéncia dos animais entre o0s
tratamentos. No entanto, houve um aumento significativo no peso final (g), ganho de
peso (g) e taxa de crescimento especifico (%/dia) dos camardes alimentados com as

dietas BS e BC, quando comparados ao grupo controle (Tabela 1).

Inserir Tabela 1.

3.3 Atividade de enzimas digestivas

As atividades das proteases (especifica e inespecifica), lipase e amilase foram
avaliadas no hepatopancreas de L. vannamei alimentados com as dietas experimentais
BC, BS e C a cada 15 dias de cultivo. Os camardes alimentados com a dieta BC
apresentaram um aumento significativo na atividade das proteases inespecificas
(protease total) aos 30 e 45 dias, quando comparados aos camardes das dietas BS e

controle (Fig. 1).

Inserir Figura 1

Em relacdo as proteases especificas (tripsina e quimotripsina), houve um
aumento significativo na atividade da tripsina nos camardes alimentados com as dietas
BS e BC nos tempos 30 e 45 dias, quando comparados ao grupo controle. Alem disso, a
atividade da tripsina foi significativamente maior nos camardes alimentados com a dieta

BC, gquando comparados aos animais alimentados com a dieta BS (Fig. 2). Da mesma
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forma, houve um aumento significativo da atividade da quimotripsina nos camardes
alimentados com as dietas BS e BC aos 30 e 45 dias, quando comparados ao grupo
controle. Além disso, aos 45 dias, a atividade dessa enzima nos cultivados com as dietas
BC e BS diferiram entre si, com maior atividade nos camardes alimentados com a dieta

BC (Fig. 3).

Inserir Figuras 2 e 3.

A atividade da lipase aumentou significativamente nos camardes alimentados
com a dieta BS no tempo 15 dias, quando comparados aos animais alimentados com BC
e controle. Porém aos 30 e 45 dias de cultivo, houve um aumento significativo na
atividade dessa enzima nos camardes alimentados com a dieta BC, quando comparados

aos tratamentos BS e controle (Fig. 4).

Inserir Figura 4

Apesar de ambos os tratamentos BS e BC apresentarem um aumento
significativo da atividade da amilase nos tempos 30 e 45 dias em relacdo ao grupo
controle, os valores de atividade desta enzima foram significativamente superiores

apenas nos camardes alimentados com a dieta BC (Fig. 5).

Inserir Figura 5.

3.2 Analises bacterioldgicas
As dietas BS e BC permaneceram com células bacterianas viaveis de B. subtilis

e B. circulans, respectivamente, na concentracdo determinada para o experimento (10°
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UFC g™ de racéo) durante todo o cultivo. Além disso, aos 30 e 45 dias de cultivo, 0s
morfotipos de B. subtilis e B. circulans foram observados nas placas de Agar MYP com
amostras do intestino e hepatopancreas dos camardes e identificados bioquimicamente,
sugerindo que houve colonizagdo dessas bactérias no trato digestorio dos animais.

A quantificagdo de Bacillus spp. e Vibrio spp. foi realizada no intestino,
hepatopancreas e fezes de L. vannamei alimentados com as dietas experimentais BC,
BS e C a cada 15 dias de cultivo. Houve uma maior concentragdo de Bacillus spp. no
intestino dos animais alimentados com as dietas BC e BS em relagdo ao controle com
diferencas estatisticas em todos os tempos avaliados (15, 30 e 45 dias), exceto entre 0
tratamento BC e controle no tempo de 15 dias (Tabela 2). Em relagdo ao total de Vibrio
spp., houve uma reducdo significativa dessas bactérias no intestino dos camardes
alimentados com a dieta BS, nos tempos 30 e 45, e com a dieta BC ao final dos 45 dias

de experimento, quando comparados ao grupo controle (Tabela 3).

Inserir Tabela 2.

Em relacdo quantificacdo de bactérias no hepatopancreas, houve um aumento
significativo de Bacillus spp. nos camardes dos tratamentos BS e BC nos tempos 30 e
45 dias em relacdo a dieta controle (Tabela 2). Ao final do experimento foi observada
uma reducéo significativa de Vibrio spp. no hepatopancreas nos camardes alimentados
com a dieta BS, enquanto que aqueles oriundos do tratamento BC ndo diferiram
significativamente do grupo controle (Tabela 3).

Houve um aumento na concentracdo de Bacillus spp. nas fezes dos camardes
tratados com as dietas BS e BC, mas sem diferenca significativa quando comparados ao

grupo controle nos diferentes tempos avaliados (Tabela 2). Por outro lado, houve um
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aumento significativo de Vibrio spp. nas fezes dos camardes tratados com a dietas BC

aos 30 dias e dieta BS em todos os tempos avaliados em relagdo ao controle (Tabela 3).

Inserir Tabela 3.

4. Discussao

A suplementacdo da dieta de juvenis de L. vannamei com B. subtilis e B.
circulans resultou em um aumento significativo do peso final, ganho de peso e taxa de
crescimento especifico dos camar6es. Diferentes pesquisas demonstram um incremento
no crescimento dos camardes apds adicdo de Bacillus spp. a dieta (Liu, et al., 2009;
Keysami e Mohammadpour, 2012; Silva et al., 2013; Zokaeifar et al., 2014). Esses
autores sugerem que o ganho de peso dos camardes pode ser devido a contribui¢do de
bactérias probidticas na digestdo do alimento através de um aumento da atividade de
enzimas digestivas no animal promovido pelas células bacterianas, contribuindo com
um melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta. De acordo com Ochoa e Olmos
(2006) algumas bactérias podem participar do processo de digestdo dos camardes pela
producdo de enzimas extracelulares como proteases, amilases e lipases, melhorando o
crescimento do animal. De fato, em nosso estudo, houve um incremento significativo da
atividade de enzimas digestivas nos camardes cultivados com B. subtilis (BS) e B.
circulans (BC) adicionados a dieta, o que pode ter proporcionado o ganho significativo
de peso dos animais.

Diante do exposto, as células de B. subtilis e B. circulans podem ter
complementado a atividade das enzimas protease, amilase e lipase, melhorando a
digestdo e absorcdo dos nutrientes do alimento, uma vez que espécies de Bacillus séo
capazes de produzir enzimas extracelulares e de digerir uma variedade de carboidratos,

lipidios e proteinas (Moriarty, 1998; Ochoa e Olmos, 2006; Gomez e Shen, 2008). Em
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consonancia com o presente estudo, a adi¢do de B. coagulans a dieta de juvenis de L.
vannamei também resultou em um aumento da atividade das enzimas amilase, lipase e
protease e em um significativo ganho de peso dos camardes (Wang et al., 2012). Yu et
al. (2008) adicionaram Bacillus a alimentagdo de L. vannamei e obtiveram um aumento
das atividades de protease e amilase no hepatopancreas, resultando em um maior ganho
de peso e taxa de crescimento especifico dos camardes.

Resultados semelhantes ao nosso no tocante a atividade enzimética também
foram encontrados em estudos realizados por Wang et al. (2007) e Zhou et al. (2009).
Apesar de haver um consenso entre essas pesquisas de que o incremento da atividade
enzimatica nos animais pode ter tido contribuicdo das células bacterianas de Bacillus,
esses autores comentam que nao foi possivel distinguir entre as enzimas produzidas
pelos camardes daquelas sintetizadas pelas bactérias, assim como em nosso estudo. Por
outro lado, mesmo que os Bacillus contribuam com uma pequena parte da producéo de
enzimas, a presenca de células bacterianas no trato gastrointestinal do hospedeiro
também pode estimular a atividade de enzimas enddgenas do camardo (Ziaei-Nejad et
al., 2006; Wang et al., 2007; Zhou et al., 2009). Esse fato pode ainda justificar o
significativo aumento das proteases especificas tripsina e quimotripsina nos camardes
alimentados com as dietas BC e BS em nosso estudo, quando comparados ao grupo
controle.

Nimrat et al. (2013) ao adicionarem B. subtilis a dieta de juvenis de P. monodon
encontraram um significativo aumento na atividade da tripsina e ganho de peso nos
camardes. A tripsina e a quimotripsina sao as enzimas proteoliticas mais abundantes e
as maiores responsaveis pela digestdo das proteinas dos alimentos em camardes
peneideos (Lemos, 2000; Perea et al., 2012). Considerando que a proteina € o nutriente

mais oneroso das racdes e um fator limitante do crescimento dos camarfes (Gimenez et
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al., 2009), a utilizacdo de suplementos alimentares que incrementem a atividade da
tripsina e quimotripsina, como o uso de bactérias probioticas, podem contribuir para um
melhor aproveitamento do alimento e consequente ganho de peso e reducdo de custos
com ragdes comerciais.

De uma forma geral, nés observamos que houve um aumento na concentracéo de
Bacillus spp. no intestino e hepatopancreas dos animais alimentados com a dietas BC e
BS durante todo o periodo experimental, sobretudo a partir de 30 dias, em relacdo ao
grupo controle. Apesar de ter havido uma tendéncia de aumento de Bacillus spp.
também nas fezes dos animais alimentados com dietas BC e BS, ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos, possivelmente devido a uma retencdo dessas
bactérias no trato digestério dos animais. Esses resultados nos levam a sugerir que o
aumento significativo da concentracdo de Bacillus spp. foi devido a colonizagéo de B.
circulans e B. subtilis no trato digestorio dos animais, uma vez que essas bactérias
foram isoladas de camardes alimentados com as dietas BC e BS. Adicionalmente, as
atividades das enzimas digestivas no hepatopancreas dos camardes alimentados com as
dietas BC e BS também aumentaram, sobretudo, a partir de 30 dias de cultivo,
reiterando a sugestdo de que B. circulans e B. subtilis podem ter contribuido para o
metabolismo enzimatico dos animais.

Diversas pesquisas relatam o aumento da concentracdo de Bacillus spp. viaveis
no trato digestorio dos camardes em diferentes fases de desenvolvimento ap0s
administracdo dessas bactérias através da dieta (Rengpipat et al., 2000; Balcazar et al.,
2007; Nimrat et al., 2012). De acordo com Ziaei-Nejad et al. (2006), a composi¢édo
natural da flora bacteriana do trato digestorio de camardes marinhos pode ser
modificada pelo fornecimento de bactérias probioticas através da alimentacdo, o que

corrobora com o aumento da concentragdo de Bacillus spp. no intestino e
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hepatopancreas dos camardes alimentados com B. circulans e B. subtilis. Em estudo
realizado por esses mesmos autores, a administragio de Bacillus aumentou
significativamente a propor¢do dessas bactérias em larvas e no trato digestério de pds-
larvas de Fenneropenaeus indicus. Em outro estudo, Nimrat et al. (2012), encontraram
um aumento do numero de Bacillus sp. no trato digestério dos animais apos adigdo
dessas bactérias a alimentacdo de L. vannamei.

Apobs a administracdo de B. subtilis a L. vannamei através da dieta, Zokaeifar et
al. (2012) isolaram esse Bacillus do trato digestorio dos camar@es apds oito semanas de
cultivo. O conceito de probidtico perpassa pela capacidade desses microrganismos
colonizarem o trato digestorio do hospedeiro (Vine et al., 2004), mesmo que seja de
forma transitéria. No entanto, poucas pesquisas relatam que as bactérias adicionadas ao
cultivo como probidtico através da dieta foram isoladas do trato gastrointestinal dos
camardes tratados. Além disso, de acordo com Newaj-Fyzul et al. (2014), pesquisas que
demonstrem a viabilidade das bactérias probioticas apds adicdo ao alimento sdo
escassas. Em nosso estudo, nos identificamos o B. circulans e o B. subtilis no trato
gastrointestinal dos camardes alimentados com as dietas BC e BS, respectivamente, e
essas bactérias permaneceram viaveis na ragdo durante todo o periodo experimental.
Esse fato pode ter contribuido para a colonizacdo e aumento de Bacillus spp. no trato
digestorio dos camardes tratados.

Bactérias do género Bacillus podem inibir o crescimento de espécies de Vibrio
spp. (Nakayama & Nomura 2009, Xu et al. 2013). A administracdo de B. subtilis através
da dieta a juvenis de L. vannamei resultou em um aumento significativo da
concentracdo de Bacillus spp. e reducéo de Vibrio spp. no trato digestorio dos animais
durante o cultivo (Zokaeifar et al. 2014). Silva et al. (2013), encontraram uma reducao

de Vibrio spp. tanto na 4gua quanto em larvas e pos-larvas de L. vannamei apés inclusdo
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de Bacillus spp. no cultivo através da agua ou alimento. Resultados semelhantes foram
encontrados em nosso estudo, onde houve uma reducdo de Vibrio spp. no trato
digestorio dos camardes alimentados com ambas as dietas contendo Bacillus ao longo
do cultivo, com diferengas significativas da dieta controle nos tempos 30 e 45 dias. Esse
decréscimo de Vibrio spp. pode ter sido devido ao mecanismo de exclusdo competitiva
entre as bactérias, uma vez que Bacillus spp. sdo capazes de produzir substancias
antimicrobianas e de competir com outras bactérias por nutrientes e locais de adesao
(Moriarty, 1998; Verschuere et al., 2000). Sugere-se que o mecanismo de exclusdo de
Vibrio spp. por Bacillus spp. em nosso estudo pode ainda ser corroborado pelo aumento
de Vibrio spp. encontrado nas fezes dos camardes alimentados com as dietas BC e BS.

Ainda que tenha havido uma reducdo de Vibrio spp. no intestino e
hepatopancreas dos animais alimentados com B. circulans e B. subtilis, concentragdes
elevadas de Vibrio spp. foram encontradas. De acordo com Gomez-Gil et al., (1998), a
presenca de Vibrio spp. no hepatopancreas, por exemplo, ndo significa que o animal esta
doente. Recentemente, Zheng et al. (2016) avaliaram a concentracdo bacteriana em L.
vannamei saudaveis e doentes em diferentes fases de desenvolvimento. Bactérias do
género Vibrio foram encontradas tanto em camardes saudaveis quanto em doentes, mas
ocorreram em maior abundancia nos camardes enfermos, apontando para um
crescimento descontrolado de Vibrio spp. devido a doenca. Por outro lado, considerando
que Vibrio spp. sdo bactérias consideradas oportunistas (Saulnier et al. 2000), o controle
desses microrganismos se faz necessario.

Em nosso estudo foi possivel observar algumas peculiaridades no efeito de B.
circulans e B. subtilis nos camarGes. Embora ambas as bactérias possam ter
influenciado no aumento da atividade de enzimas digestivas e no controle de Vibrio

spp., a bactéria B. circulans parece ter sido mais eficiente em contribuir com o
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metabolismo enziméatico dos camarBes, considerando que houve um aumento
significativo das atividades das diferentes enzimas digestivas avaliadas, quando
comparadas aos animais das dietas BS e Controle. J4 a bactéria B. subtilis parece ter
sido mais eficiente na colonizagdo do trato digestorio e no controle de Vibrio spp., uma
vez que identificamos um aumento significativo de Bacillus spp. no intestino dos
camardes ja nos primeiros 15 dias de cultivo e reducdo de Vibrio spp. no intestino, ap6s
30 dias, e no hepatopancreas, apos 45 dias, quando comparados aos camardes das dietas
BC e Controle. Essas observagdes nos levam a refletir sobre o potencial da elaboracéo
de probidticos com uma mistura de diferentes espécies bacterianas. De acordo com Hao
et al. (2014), a combinagédo de linhagens bacterianas pode resultar em um aumento ou
prolongamento dos efeitos desejaveis do probidtico no hospedeiro. Por outro lado,
pesquisas devem ser conduzidas de forma a avaliar a influéncia mdtua entre as bactérias
para garantir os beneficios e respostas esperadas nos camardes. Adicionalmente, parece
ser a primeira vez que a espécie B. circulans é avaliada como probidtico no cultivo de

camaroes.
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Tabela 1 — Crescimento e sobrevivéncia de Litopenaeus vannamei (media = EP)
alimentados durante 45 dias com as dietas BS = rac¢do + Bacillus subtilis; BC = ragéo +

Bacillus circulans e C = ragdo sem adicdo de bactérias.

Tratamentos DietaBS  Dieta BC Dieta C
Sobrevivéncia (%) 98,0+1,0 983+17 94732
Peso final (g) 6,11 + 0,08% 6,35+ 0,16 5,69 +0,12°
GP (9) 5,06 + 0,08* 5,30 +0,16° 4,64 +0,12°
TCE (%/dia) 3,91+ 0,03* 4,00 +0,06* 3,75+ 0,05°

Valores com diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferencas

significativas (P<0.05).
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Tabela 2 — Log de Bacillus spp. (Média + EP) no intestino, hepatopéncreas e fezes de
Litopenaeus vannamei alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = racdo +

Bacillus subtilis; BC = racéo + Bacillus circulans e C = ra¢do sem adi¢do de bactérias.

Tratamento BS BC C
15 dias

Intestino 7.21+0.21% 6,13 +0,43"° 5,69+ 0,43°
Hepatopancreas 4,86 +0,50 4,64 +0,52 4,57 +0,26

Fezes 528+0,04 529+0,20 5,01+0,01

30 dias
Intestino 7,26 +0,07* 7,28 +0,17* 6,22 0,15
Hepatopancreas 6,16 +0,05° 5,61 +0,22% 5,03 + 0,09
Fezes 532+0,27 519+0,66 4,95+0,07

45 dias
Intestino 7,37 £0,19* 6,75+0,19* 587 +0,17°
Hepatopancreas 6,89 + 0,18 6,36 + 0,04 5,37 + 0,09

Fezes 6,34 £0,01 6,33+0,24 5,70 0,30
Valores com diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferencas

significativas (P<0.05).
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Tabela 3 — Log de Vibrio spp. (Média = EP) no intestino, hepatopancreas e fezes de
Litopenaeus vannamei alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = racdo +

Bacillus subtilis; BC = racdo + Bacillus circulans e C = ra¢do sem adi¢do de bactérias.

Tratamento BS BC C
15 dias

Intestino 8,18+0,18 8,11+0,09 8,43+0,08
Hepatopancreas 5,17 +0,28 4,79+0,55 5,68 +0,20
Fezes 595+ 0,14° 4,83+0,31" 4,35+0,37"

30 dias
Intestino 7,19 +0,34% 7,52 +0,10* 8,11 + 0,05
Hepatopancreas 5,20+0,11 556+0,35 5,81+0,21
Fezes 6,16 + 0,20° 6,26 +0,10° 5,12 +0,18°

45 dias
Intestino 6,91+ 0,09° 7,19+0,15° 8,24 +0,03"
Hepatopancreas 4,30 +0,65° 5,17 +0,14%* 5,89 +0,14°

Fezes 6,81 +0,07° 6,50 +0,18" 592 +0,17°
Valores com diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam diferencas

significativas (P<0.05).
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Fig. 1 — Atividade proteolitica total no hepatopancreas de Litopenaeus vannamei
alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ragdo + Bacillus subtilis; BC =
racdo + Bacillus circulans e C = racdo sem adicdo de bactérias. Letras diferentes sobre

as colunas em um mesmo tempo de cultivo indicam diferencas significativas (P < 0.05).
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Fig. 2 — Atividade da enzima tripsina no hepatopancreas de Litopenaeus vannamei
alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ragdo + Bacillus subtilis; BC =
racdo + Bacillus circulans e C = racdo sem adicdo de bactérias. Letras diferentes sobre

as colunas em um mesmo tempo de cultivo indicam diferencas significativas (P < 0.05).
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enzima quimotripsina no hepatopancreas de Litopenaeus

vannamei alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ra¢do + Bacillus subtilis;

BC = ragdo + Bacillus circulans e C = racdo sem adigéo de bactérias. Letras diferentes

sobre as colunas em um mesmo tempo de cultivo indicam diferencas significativas (P <

0.05).
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Fig. 4 — Atividade da enzima lipase no hepatopancreas de Litopenaeus vannamei
alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ragdo + Bacillus subtilis; BC =
racdo + Bacillus circulans e C = racdo sem adicdo de bactérias. Letras diferentes sobre
as colunas em um mesmo tempo de cultivo indicam diferengas significativas (P < 0.05).
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Fig. 5 — Atividade da enzima amilase no hepatopancreas de Litopenaeus vannamei

alimentados ao longo de 45 dias com as dietas BS = ragdo + Bacillus subtilis; BC =

racdo + Bacillus circulans e C = racdo sem adicdo de bactérias. Letras diferentes sobre

as colunas em um mesmo tempo de cultivo indicam diferencas significativas (P < 0.05).
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Resumo

O desenvolvimento do cultivo de Litopenaeus vannamei continua limitado
devido ao aumento de doencas. Vibrio parahaemolyticus é frequentemente relacionado
a infeccOes e altas taxas de mortalidade no cultivo de camardes. O uso de probidticos e
uma alternativa ao uso de antibidticos nos sistemas de cultivo. Entre os beneficios, a
utilizacdo de probidticos pode incrementar o estado imunoldgico dos camardes,
tornando-os mais resistentes a doencas. As bactérias Bacillus subtilis e Bacillus
circulans, isoladas do intestino de camarBes selvagens, foram adicionadas a ragdo
comercial, perfazendo as seguintes dietas experimentais: racdo + B. Subtilis (BS); racéo
+ B. circulans (BC) e racdo sem adi¢do de bactéria (controle). Ap6s 60 dias de cultivo, a
quantificacdo da expressao de genes do sistema imunoldgico dos camardes foi realizada
(proPO, LGBP e HEM). Além disso, os camardes foram infectados via injecdo e
desafiados via agua com V. parahaemolyticus ATCC 17802. Apos 24h, a expressao do
gene proPO foi quantificada. O peso final, ganho de peso, taxa de crescimento
especifico e expressdao dos genes proPO, LGBP e HEM foram significativamente
maiores (p<0.05) nos animais alimentados com as dietas BS e BC. Contudo, ndo houve
diferenca estatistica na expressdo da proPO apods infeccdo e desafio com V.
parahaemolyticus. Por outro lado, os animais alimentados com a dieta BC tiveram uma
maior sobrevivéncia apos injecdo (p<0.05). Apos desafio, houve uma reducao de Vibrio
spp. e significativo aumento de Bacillus spp. no intestino dos camardes alimentados
com as dietas BC e BS. A suplementacédo da dieta de L. vannamei com B. subtilis e B.
circulans contribuiu para um aumento no ganho de peso e reducédo de Vibrio spp. no
intestino. O aumento da expressdo do gene proPO nos camardes da dieta BC antes da
infeccdo pode ter contribuido para uma maior resisténcia dos camardes ao V.

parahaemolyticus.
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Palavras-chave: Probiotico, Expressdo genética, PCR, Pro-fenoloxidase.

1. Introducéo

O desenvolvimento da industria de cultivo de camardes marinhos, sobretudo a
producdo da espécie Litopenaeus vannamei, continua limitado devido ao aumento de
doencas causadas por virus ou bactérias (Wongsasak et al., 2015). Bactérias do género
Vibrio estdo frequentemente associadas ao surgimento de doengas nos camardes
cultivados e a espécie Vibrio parahaemolyticus é comumente relacionada a infecges e
altas taxas de mortalidade em L. vannamei (Kumar et al., 2014, Lomeli-Ortega et al.,
2014). Nesse contexto, a prevencdo de doencas €é, atualmente, o maior desafio da
carcinicultura (Hamza et al., 2015).

Para evitar o surgimento ou a proliferacdo de patdgenos, o uso de antibidticos
passou a ser uma pratica comum entre os produtores (Moriarty, 1999). No entanto, essa
medida resulta no desenvolvimento de patdogenos mais resistentes e virulentos
(Moriarty, 1999, Bachere, 2000). Dessa forma, um método alternativo que vem
surgindo em detrimento do uso de antibioticos é a utilizacdo de probidticos nos sistemas
de cultivo. Probidticos podem ser definidos como “suplemento alimentar de
microrganismos vivos que promove beneficios ao hospedeiro devido a uma melhora do
balan¢o microbiano intestinal” (Fuller, 1989). Entre os beneficios, hda um crescente
interesse na utilizacdo desses microrganismos para controle de patdégenos ou para
incremento do estado imunolégico dos camardes, de forma a torna-los mais resistentes a
doencas.

Para o controle de patdgenos, 0 modo de acdo desses probioticos é através da
exclusdo competitiva, onde esses microrganismos podem produzir compostos inibitorios

e disputar com os patégenos por locais de adesdo ou nutrientes (Verschuere et al. 2000).
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No tocante & imunidade, os componentes da parede celular de microrganismos usados
como probidticos, como fungos e bactérias, podem estimular o sistema imunoldgico dos
camardes (Bachere, 2000).

O sistema imune dos crustaceos esta relacionado a hemolinfa, que € constituida
de plasma e hemdcitos, os quais sdo responsaveis pelas respostas humorais e celulares,
respectivamente (Vazquez et al., 2009). Entre as rea¢fes imunoldgicas dos camardes
estd o sistema de ativacdo da pro-fenoloxidase (sitema proPO), o qual desencadeia o
processo de melanizagédo induzido pela agdo da enzima fenoloxidase (PO) em resposta a
identificacdo de agentes estranhos pelos hemdcitos (Soderhall e Cerenius, 1992;
Pezzarolo e Barracco, 1997).

Bactérias do género Bacillus sdo potenciais para utilizacdo na aquicultura devido
a capacidade de producdo de compostos antibioticos, secrecdo de enzimas e competicao
por espaco e nutrientes (Moriarty, 1998). Alem disso, algumas pesquisas demonstram
que a utilizacdo de Bacillus na aquicultura pode promover um incremento na resposta
imunoldgica dos camardes. Como exemplo, a utilizagdo de Bacillus S11 proporcionou
uma protecdo contra V. harveyi através da ativacdo das defesas imunoldgicas humorais
e celulares no camardo Penaeus monodon (Rengpipat et al., 2000).

Em estudo realizado por Li et al. (2009), houve uma maior resisténcia de L.
vannamei a doenca da mancha branca devido a um incremento nos diferentes
parametros imunoldgicos promovido pela adicdo de Bacillus a dieta dos camardes. A
incluséo de B. subtilis no cultivo de larvas de L. vannamei resultou em um aumento
significativo da expressdo do gene pro-fenoloxidase, vinculado ao sistema proPO,
melhor desenvolvimento, sobrevivéncia e tolerancia ao estresse (Liu et al., 2010).

Diante do exposto, o0 objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito da

suplementacdo da dieta de juvenis de L. vannamei com espécies de Bacillus isoladas do
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intestino de camardes selvagens na expressao de genes da resposta imunoldgica antes e

apos infeccdo e desafio com V. parahaemolyticus.

2. Material e Métodos

2.1 Linhagens bacterianas
As bactérias Bacillus subtilis e Bacillus circulans utilizadas neste estudo foram
previamente isoladas do intestino de camardes selvagens da espécie Farfantepenaeus
subtilis devido a caracteristicas como producdo de exoenzimas e capacidade antagonista
contra diferentes espécies de Vibrio (Capitulo 1). A espécie V. parahaemolyticus ATCC
17802 foi utilizada para experimentos de infeccdo dos camardes via injecédo

intramuscular e de desafio via agua.

2.2 Dieta experimental

As dietas experimentais foram compostas de ragdo comercial (40% proteina
bruta, Camaronina CR2, Purina®) suplementada com as bactérias B. circulans e B.
subtilis numa concentracdo de 10° UFC g de racdo. Para tanto, as bactérias foram
cultivadas separadamente em caldo triptona de soja (TSB - Himedia®) durante 48 h a 30
°C. Em sequida, as culturas dos Bacillus foram centrifugadas (4000 rpm, 15 min) e 0s
sobrenadantes descartados. As células bacterianas decantadas foram homogeneizadas
em agua marinha estéril de forma a obter uma solucéo pura de cada Bacillus. Assim, a
racdo comercial, previamente esterilizada em vapor fluente (15 min), foi imersa nas
solucdes de B. subtilis e de B. circulans separadamente (1:2) durante 20 min.
Posteriormente, as racdes foram colocadas para secar em temperatura ambiente. Apds
esse procedimento, a confirmacdo da concentracdo de Bacillus na dieta foi realizada

através da técnica de plagueamento, onde uma amostra de cada racdo foi serialmente
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diluida (1/10) em solucdo salina (2% NaCl) e espalhada em Agar MYP (Mannitol-egg
Yolk-polymyxin Agar - Himedia®). As ragdes foram estocadas (-6 °C) por no maximo
cinco dias e a viabilidade de Bacillus spp. foi avaliada durante esse periodo. Uma racéo

controle foi feita sem adi¢ao de Bacillus utilizando os mesmos procedimentos.

2.3 Desenho experimental

Um total de 65 juvenis da espécie L. vannamei (peso médio inicial de 1,05 +
0,05 g) foram distribuidos aleatoriamente em tanques retangulares de polipropileno
(0,48 x 0,56 x 0,89 m) com volume util de 100 L, aeracdo constante, salinidade de 24g
L™ e temperatura de 28-29 °C mantida através de aquecedores de imersdo com
termostato. Os camardes foram alimentandos com as seguintes dietas experimentais,
totalizando trés tratamentos com quatro repetigdes cada: racdo + B. subtilis (BS); racéo
+ B. circulans (BC) e racdo sem adicdo de bactéria (Controle). As dietas foram
ofertadas ad libitum trés vezes ao dia durante 60 dias. Ao final do experimento foram
avaliados o peso final, 0 ganho de peso (Peso final — Peso inicial), a taxa de crescimento
especifico ([In peso final — In peso inicial] / dias) x 100), a taxa de sobrevivéncia (n° de
camardes final / n® de camardes incial) x 100) e a expressao de genes relacionados ao
sistema imunologico dos camarGes dos respectivos tratamentos. Além disso, 0s
camardes foram infectados via injecdo intramuscular e desafiados via dgua com V.

parahaemolyticus ATCC 17802.

2.4 Expressao relativa de genes do sistema imunologico
A hemolinfa dos animais foi utilizada para quantificacdo da expressao relativa
de genes associados ao sistema imunologico dos camar@es através de PCR (Reagdo em

Cadeia da Polimerase) em tempo real (RT-PCR). A coleta de hemolinfa foi realizada ao



VOGELEY, J. A. L. Selecéo e identificacdo de bactérias probioticas para utilizagdo no cultivo... 92

final dos 60 dias de alimentagdo dos camardes com as dietas experimentais BS, BC e C.
Dessa forma, a hemolinfa de 32 espécimes de cada tratamento foi coletada do sinus
ventral dos camardes com a utilizacdo de uma seringa de 1 ml. A expressao relativa dos
seguintes genes foi avaliada: Pro-fenoloxidase (proPQO), proteina de ligagdo B-1,3-
glucano (LGBP), Hemocianina (HEM) e o gene normalizador Beta-actina (ACT-

controle). Os pares de primers especificos utilizados estdo descritos na tabela 1.

Inserir Tabela 1.

A PCR em tempo real foi realizada usando o RNA extraido da hemolinfa para a
construcdo das bibliotecas de cDNA, utilizando trés pools para cada tratamento. O RNA
total foi extraido da hemolinfa dos camar@es utilizando Trizol (Invitrogen) e
quantificado por analise espectrofotométrica em 260 e 280 nm através do Nanovue (GE
Healthcare). A sintese de cDNA foi feita usando o kit ImProm-1I™ Reverse
Transcription System (Promega®) de acordo com as instrucdes do fabricante.

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas de acordo com métodos
descritos por Livak e Schimittgen (2001), assim como para o calculo do AACt e
obtencdo da quantificacao relativa dos transcritos. O calibrador das reac¢des foi o0 grupo
ndo tratado com bactérias adicionadas a ragdo (Controle) para 0s transcritos com
expressao aumentada ou diminuida mediante ao tratamento com bacteérias (BC e BS).

As amplificagdes com SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
foram realizadas em um termociclador Step One Plus (Applied Biosystems) e as reacfes
consistiram de 1 pL of cDNA (5 ng), 12,5 pL de SYBR® Green e 0,3 uM de cada primer
(concentracdo final) em um volume final de 25 puL. RNA ribossomal 18S foi usado

como controle interno. O ciclo térmico utilizado foi: (94°C - 1 min, 60°C -1 min) x 40
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ciclos, seguidos de uma curva de dissociacdo. As curvas de dissociacdo foram
analisadas para confirmar a especificidade das amplificacOes e todas as reagdes foram

realizadas em triplicata.

2.5 Infeccéo via injecéo

Apos alimentacdo com as dietas experimentais durante 60 dias, dez camardes de
cada tratamento foram mantidos nas mesmas condi¢bes para realizagdo de um
experimento de infeccdo através da injecdo de V. parahaemolyticus ATCC 17802. O V.
parahaemolyticus foi cultivado em caldo triptona de soja (TSB - Himedia®) durante 24
h a 30 °C. Em seguida, a cultura foi centrifugada, o sobrenadante descartado e uma
solucdo de V. parahaemolyticus foi feita através da suspensdo das células bacterianas
decantadas em um volume de solucéo salina (0,9% NacCl) estéril (SS) correspondente a
uma concentracdo de 10 UFC ml™, de acordo com a curva de absorbéancia (600 nm).
Para infeccdo dos camardes, a solugédo de V. parahaemolyticus foi ajustada com SS para
uma concentracdo de 10° UFC ml™ (solucdo de infeccdo). Dez camardes de cada
tratamento foram injetados com 100 ul da solucdo de infeccdo no terceiro segmento
abdominal. Um controle positivo (CP) foi realizado, onde animais ndo submetidos aos
tratamentos com as dietas experimentais foram injetados com 100 ul de solucdo salina
estéril para avaliar uma possivel mortalidade devido ao procedimento de injecéo.
Durante o periodo de infeccdo, os camarfes continuaram a ser alimentados com a
respectiva dieta de cada tratamento. A infeccdo teve duracdo de 96 h e a cada 24 h a
mortalidade foi avaliada.

Apos 24 h de infeccdo, a hemolinfa dos camar@es sobreviventes nesse periodo
foi coletada para quantificacdo da expressdo relativa do gene Pro-fenoloxidase (proPO),

conforme descrito anteriormente. A hemolinfa dos camardes do controle positivo
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também foi coletada para identificar uma possivel mortalidade em decorréncia do

procedimento de coleta.

2.6 Desafio via agua

Ao final dos 60 dias de cultivo com as dietas experimentais (BS, BC e C), 18
camardes de cada tratamento foram transferidos para trés novas unidades experimentais
(20 1) mantidas nas mesmas condi¢Ges dos tanques de origem. Os camardes foram
desafiados com a adicdo de V. parahaemolyticus ATCC 17802 na agua de cultivo numa
concentracéo de 10° UFC ml™. A solucéo de V. parahaemolyticus para inoculo na 4gua
de cultivo foi realizada conforme descrito anteriormente. Apos 24 h de desafio via agua,
a hemolinfa de trés camarbes de cada replica foi coletada para quantificacdo da
expressao relativa do gene Pro-fenoloxidase (proPO), conforme descrito anteriormente.

A mortalidade acumulada foi avaliada ao final de dez dias de desafio.

2.7 Quantificacao bacteriana

Ao final do desafio com V. parahaemolyticus via agua, amostras do intestino de
trés camarfes de cada réplica foram coletadas para quantificacdo de Vibrio spp e
Bacillus spp. A quantificacdo foi realizada através da técnica de plagueamento. Os
intestinos foram assepticamente removidos, macerados, serialmente diluidos (1/10) em
solucdo salina estéril (2% NaCl) e inoculados em Agar MYP (Mannitol-egg Yolk-
polymyxin Agar - Himedia®), para quantificacdo de Bacillus spp., e em Agar TCBS
(Agar Tiussulfato Citrato Bile Sacarose - Himedia®) para quantificacdo de Vibrio spp.
Em seguida, as placas foram incubadas em estufa (24 h, 30 °C) para quantificacdo das

Unidades Formadoras de Colonias (UFC).
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2.8 Andlise estatistica

Os dados referentes ao desempenho zootécnico, expressdo de genes e
quantificacdo bacteriana foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA),
considerando-se as premissas necessarias. Em seguida o teste de Tukey foi utilizado

para determinar diferencgas significativas (p<0.05) entre os tratamentos.

3. Resultados
3.1 Desempenho zootécnico

Durante todo o periodo experimental, as dietas BS e BC permaneceram com
celulas bacterianas viaveis de B. subtilis e B. circulans, respectivamente, na
concentracdo determinada para o experimento (10° UFC g™ de rac&o). Ao final dos
tratamentos com as dietas experimentais, ndo houve diferencas significativas na
sobrevivéncia dos camardes. No entanto, houve um incremento significativo no peso
dos camardes alimentados com as dietas BS (8,22 + 0,16 g) e BC (8,18 £ 0,08 g),
quando comparados aos camardes da dieta controle (7,68 + 0,12 g). Da mesma forma,
0s camardes submetidos a dieta BS e BC apresentaram um maior ganho de peso e taxa

de crescimento especifico (Tabela 2).

Inserir Tabela 2.

3.2 Expressao relativa de genes do sistema imunologico

De acordo com os resultados da PCR em tempo real (RT-PCR), as dietas com
adicdo de B. subtilis (BS) e B. circulans (BC) influenciaram na modulacdo da expressao
de genes do sistema imunologico dos camardes. A expressao relativa do gene proPO foi

significativamente maior nos animais alimentados com a dieta BC, quando comparados
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aos camardes alimentados com BS e Controle (Figura 1). Quanto ao gene LGBP, o0s
camardes alimentados com a dieta BS apresentaram um aumento significativo na
expressdo desse gene (Figura 2). Ja para o gene HEM, houve um aumento significativo
na expressao dos animais alimentados com as dietas BS e BC, quando comparados com

a dieta Controle (Figura 3).

Inserir Figuras 1, 2 e 3.

3.3 Infeccéo e desafio com V. parahaemolyticus

Apobs 60 dias de alimentacdo com as dietas experimentais, os camarfes foram
infectados via injecdo intramuscular com V. parahaemolyticus. Apds 24 h de infeccéo,
os animais alimentados com a dieta BC apresentaram uma significativa maior
sobrevivéncia, quando comparados aos camardes da dieta BS e Controle (Figura 4). Em
seguida, houve uma brusca queda na sobrevivéncia dos camardes. Apos 96 h de
infeccdo, apenas 15% dos camarfes da dieta BC permaneceram vivos. N&o houve
mortalidade nos camardes do controle positivo quando injetados com solucdo salina
estéril (0,9% NaCl) ou quando submetidos a coleta de hemolinfa.

Apos alimentacdo dos animais com as dietas experimentais durante 60 dias, 0s
camardes foram desafiados com V. parahaemolyticus via dgua. No entanto, ndo houve

diferenca significativa na sobrevivéncia dos camardes entre os tratamentos (Figura 5).

Inserir Figuras 4 e 5.

Apos 24 h de infeccdo dos animais via injecdo, ndo houve diferenca significativa

entre os tratamentos na expressdo do gene proPO. No entanto, observamos um aumento
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na expressdo desse gene nos camardes das dietas Controle e BS (Figura 6), quando
comparados a expressao da proPO nesses mesmos tratamentos antes da infecgdo (Figura
1). Ja para a dieta BC, observamos uma estabilizacdo da expressdo da proPO apos 24 h
de infeccdo. Resultados semelhantes foram encontrados na expressao da proPO apds 24

h de desafio com V. parahaemolyticus via 4gua (Figura 7).

Inserir Figuras 6 e 7.

3.4 Quantificacao bacteriana

Apobs dez dias de desafio dos camarbes com V. parahaemolyticus, houve um
aumento da concentracao de Vibrio spp. no intestino dos camardes do grupo controle e
uma reducéo nos camardes alimentados com as dietas BS e BC. No entanto, ndo houve
diferencas estatisticas entre os tratamentos. Por outro lado, houve um aumento
significativo de Bacillus spp. no intestino dos camardes alimentados com as dietas BC e

BS, os quais diferiram entre si e em relagdo ao controle (Figura 8).

Inserir Figura 8.

4. Discussao

A adicdo de B. subtilis e B. circulans a dieta de L. vannamei contribuiu
significativamente para o crescimento dos camardes, resultando em um maior ganho de
peso e taxa de crescimento especifico. Varias pesquisas demonstram que a inclusdo de
probidticos na alimentacdo dos camarbes contribui para um melhor desempenho
zootécnico dos animais (Gullian et al., 2004; Silva et al. 2013). Em pesquisa realizada

por Balcazar et al. (2007), a adicdo de B. subtilis UTM 126 no cultivo de L. vannamei
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resultou em um aumento significativo do peso e taxa de conversdo alimentar. Assim
como Wang et al., (2012) que avaliaram os efeitos de B. coagulans como suplemento
em dietas oferecidas a L. vannamei e identificaram um maior ganho de peso e
sobrevivéncia nos camardes. Recentemente, Jamali et al. (2015) concluiram que
Bacillus podem incrementar as taxas de crescimento e sobrevivéncia de larvas de L.
vannamei, uma vez que o enriquecimento de Artemia urmiana e Brachionus plicatilis
com B. licheniformis e B. subtilis resultou em um maior comprimento, peso e
sobrevivéncia dos camardes.

Além de contribuir com uma melhor performance de crescimento e sobrevivéncia,
a adicdo de Bacillus a alimentacdo de L. vannamei também contribui com uma melhora
do estado imunoldgico e resisténcia a doencas nos animais (Sapcharoen e Rengpipat,
2013). Estudos tém demonstrado que a utilizacdo de bactérias probidticas pode
beneficiar o sistema imunologico dos camarfes cultivados atraves da avaliacdo de
diferentes respostas como quantidade de hemacitos, atividade da enzima Fenoloxidase
(PO), atividade fagocitica, atividade oxidativa, atividade de lisozima, concentracdo de
proteinas no plasma, resisténcia a patdgenos e expressao de genes associados ao sistema
imunoldgico dos animais (Tseng et al. 2009, NavinChandran et al. 2014, Pattukumar et
al, 2014, Wu et al., 2014, Ferreira et al. 2015).

Em nosso estudo, a suplementacdo da dieta de juvenis de L. vannamei com B.
subtilis (BS) e B. circulans (BC) influenciou na modulacdo da expressao dos genes
vinculados a resposta imunoldgica HEM, proPO e LGBP. Houve um aumento
significativo na expressdo do gene HEM nos camardes alimentados com a dieta BC e
BS, quando comparados ao grupo controle. A Hemocianina é uma proteina presente na
hemolinfa de artropodes que é relacionada com o armazenamento e transporte de

oxigénio, além de também estd envolvida em outros processos fisiolégicos como a
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resposta imune do animal (Zhang et al., 2009). J& os genes proPO e LGBP estdo
relacionados ao sistema de ativacdo da pro-fenoloxidase (sistema proPQ). Esse sistema
é considerado uma importante ferramenta de resposta imunoldgica nos crustaceos, uma
vez que é um dos mecanismos presentes na hemolinfa de reconhecimento e combate dos
patdgenos. O sistema proPO ¢ ativado através de proteinas receptoras de
reconhecimento de padrdes moleculares (PRPsS) capazes de identificar o intruso via
Lipopolissacarideos ou Peptidoglicanos de bactérias e [-1,3-glucanos de fungos
(Soderhall et al. 1998, Barraco et al. 2008).

No presente estudo, a expressdo dos genes proPO e LGBP foi significativamente
maior nos camarfes alimentados com as dietas BC e BS, respectivamente, quando
comparados ao grupo controle. Em pesquisa realizada por Wongsaak et al. (2015), a
adigdo de um prebiotico (B-glucan) e B.subtilis a dieta de L. vannamei promoveu um
incremento na expressdao do gene proPO. Segundo esses autores, o aumento da
expressdo da proPO estimulou a atividade da Fenoloxidase (PO), contribuindo para o
estado imunologico do animal. Em outro estudo, Zokaeifar et al. (2012) ao
suplementarem a dieta de juvenis de L. vannamei com B. subtilis encontraram uma
melhor performance de crescimento, de resisténcia ao V. harveyi e atribuiram esses
resultados a um incremento na resposta imunologica dos camardes promovido pelo
aumento da expressdo dos genes Peroxinectina (PE), Serino-protease (SP), LGBP e
proPO.

Resultados semelhantes aos nossos foram encontrados por Hao et al. (2014) ao
adicionarem diferentes bactérias a dieta dos camardes, entre elas, B. subtilis isolados do
intestino de L. vannamei, como aumento significativo do peso final, ganho de peso, taxa
de crescimento especifico e da expressdo dos genes LGBP e proPO. Segundo esses

autores, o aumento da expressdo da LGBP pode estar relacionado com uma maior



VOGELEY, J. A. L. Selecéo e identificacdo de bactérias probioticas para utilizagdo no cultivo... 100

regulacdo do gene proPO e ativagdo do sistema proPO. A proteina de ligacdo
Lipopolisacarideo- e p-1,3-glucano (LGBP) é uma PRPs que reconhece e responde a
intrusos microbianos, resultando na ativacdo do sistema proPO (Sritunyalucksana et al
2000). No entanto, ao final dos 60 dias de tratamento com as dietas BC e BS, nds ndo
encontramos relacéo entre a expressdo do gene LGBP com o gene proPO, uma vez que
0 significativo aumento da expressdo da LGBP no camarfes da dieta BS ndo
influenciou a expressao do gene proPO. Assim como 0 aumento da expressao da proPO
nos camardes da dieta BC ndo foi acompanhado por uma regulacdo do gene LGBP. Da
mesma forma Chiu et al. (2007), ao suplementarem a dieta de L. vannamei com
Lactobacillus plantarum, encontraram um significativo aumento da proPO e
relacionaram a um estimulo da PO e consequente aumento da resisténcia dos camardes
a infeccdo por V. alginolyticus. Contudo, os autores também ndo observaram um
aumento da expressdo da LGBP. De acordo com Vargas-Albores et al. (2000) a reacéo
de ativacdo do sistema proPO ndo ocorre apenas na presenca de proteinas de
reconhecimento de padrées moleculares, como a LGBP.

Apos 24h de infeccdo via injecdo e desafio via agua com V. parahaemolyticus,
ndo houve diferencas significativas na regulacdo da expressdao do gene proPO nos
camardes dos diferentes tratamentos. No entanto, houve um aumento na expressdo da
proPO nos animais dos tratamentos BS e grupo Controle, quando comparados com a
expressao desse gene antes da infeccdo e desafio. Essa regulacdo da expressdo apds a
infeccdo e desafio com V. parahaemolyticus pode ter sido devido ao reconhecimento de
Lipopolissacerideos presentes na parede celular de bactérias gram negativas como as do
género Vibrio, desencadeando a ativacdo do sistema proPO (Johansson and K.

Soderhill, 1989).
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Os animais submetidos a dieta BC tiveram uma sobrevivéncia significativamente
maior apés infec¢do dos camarfes com injecdo de V. parahaemolyticus (VP), quando
comparada aos tratamentos BS e Controle. Essa maior sobrevivéncia foi observada até o
final das 96h de infeccdo. Nos camardes alimentados com a dieta BC, a expresséo da
proPO manteve-se regulada antes e ap6s a infecgdo. Esse fato nos leva a sugerir que a
regulacdo da expressdo da proPO antes da infec¢do contribuiu para uma melhor
resposta dos camarBes diante do patégeno, tornando-os mais resistentes ao V.
parahaemolyticus. O aumento da expressdo do gene proPO nos tratamentos BS e C
apenas apos a infeccdo parece nao ter interferido na resposta desses camardes diante da
infeccdo por V. parahaemolyticus.

Vérias pesquisas demonstram uma maior resisténcia e sobrevivéncia dos
camarfes a infeccbes por espécies de Vibrio quando tratados previamente com
probidticos (Vaseeharan e Ramasamy, 2003, Li et al., 2008, Chiu et al. 2007, Zokaeifar
et al. 2012, Hao et al. 2014). Zokaeifar et al. (2014) demonstraram que apos oito
semanas de administracdo de B. subtilis a juvenis de L. vannamei, houve um aumento
da expressdo dos genes proPO, LGBP, PE e SP. Nesse estudo, apds 24h de infecgdo os
camardes foram significativamente mais resistentes a injecdo de V. harveyi ATCC
14126, alcancando até 63,33% de sobrevivéncia quando comparados ao controle
(20,00%). Em outro estudo, a adicdo de Lactobacillus lactis a dieta de Marsupenaeus
japonicus resultou em um significativo aumento da sobrevivéncia dos camardes
infectados com Vibrio penaeicida (Maeda et al. 2014). Camardes previamente tratados
com mix de Bacillus através da dieta tiveram 33% de sobrevivéncia ap6s injecdo com V.
parahaemolyticus, quando comprados com os camarfes ndo tratados (9%) com Bacillus

(Luis-Villasenor et al. 2013).
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Em nosso estudo apesar de uma maior sobrevivéncia encontrada nos camardes
do tratamento BC houve uma elevada mortalidade dos animais injetados com V.
parahaemolyticus ATCC 17802. V. parahaemolyticus tém sido frequentemente
associados a infeccdes, doencas e altas mortalidades em organismos aquéticos (Joshi,
2014). De acordo com Martines Diaz et al. (2013), V. parahaemolyticus é um
importante patégeno para camardes, € comum nos sistemas de aquicultura e a linhagem
ATCC 17802 esta mundialmente disponivel. Em estudo realizado por esses autores,
apos 48h de infeccdo de Artemia com esse V. parahaemolyticus houve um répido
aumento na mortalidade dos animais, alcancando 50%. Em outro estudo realizado com
V. parahaemolyticus ATCC 17802, apds 96h de infeccdo, larvas de L. vannamei
infectadas com 10° UFC/ml apresentaram 59 + 4.9% de mortalidade (Lomeli-Ortega et
al. 2014).

Os camardes alimentados com as dietas BS e BC obtiveram uma maior
sobrevivéncia apés desafio com V. parahaemolyticus via agua. No entanto, ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos. De acordo com Xia et al. (2015), a rota de
infeccdo é o fator que mais contribui e resulta em mortalidade nos testes de desafios.
Logo, apesar de ter havido elevada mortalidade dos camardes infectados com V.
parahaemolyticus via injecéo, a rota de infec¢do pode estar relacionada com uma menor
mortalidade dos animais desafiados via agua com a mesma bactéria.

Houve um incremento significativo na concentracdo de Bacillus spp. no intestino
dos camard@es alimentados com B. circulans e B. subtilis, sugerindo que estes Bacillus
podem ter colonizado o trato digestdrio dos animais. Além disso, houve uma reducao na
concentracdo de Vibrio spp. no intestino dos camardes alimentados com as dietas BC e
BS, quando comparados com o grupo controle. Estudos demonstram que ap6s a oferta

de Bacillus através da alimenta¢do ha um aumento na concentracdo de Bacillus spp. e
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reducgdo de Vibrio spp. no trato digestorio dos animais (Zokaeifar et al. 2014). Esse fato
pode ocorrer devido a competicdo entre as bactérias por nutrientes ou espaco (Moriarty,
1998; Rengpipat, et al., 1998; Verschuere et al., 2000).

Em estudo realizado por Luis-Villasefior et al. (2011), espécies de Bacillus
adicionadas a agua foram capazes de aderir ao muco intestinal de L. vannamei.
Boonthai et. al, 2011 demonstraram que bactérias do género Bacillus sp. isoladas do
intestino de Penaeus monodon foram capazes de colonizar a 4gua e o trato digestdrio
desses animas sob condic¢des de cultivo, reduzindo a concentragdo de Vibrio tanto no
trato digestdrio quanto na agua. Ke Li et al (2007) ao administrar B. licheniformis a
juvenis de L. vannamei encontraram uma quantidade significativamente mais baixa de
Vibrio spp no intestino desses animais.

Nossos resultados demonstraram que a suplementagédo da dieta de juvenis de L.
vannamei com B. subtilis e B. circulans pode ter contribuido para o aumento no ganho
de peso, reducdo de Vibrio spp. no intestino e melhora do estado imune dos animais,
demonstrado pela regulagdo da expressdo dos genes proPO, LGBP e HEM. O aumento
da expressdo do gene proPO nos camarfes alimentados com B. circulans antes da
infeccdo pode ter contribuido para uma maior resisténcia dos animais ao V.
parahaemolyticus. Diante do exposto, as bactérias B. subtilis e B. circulans isoladas de
camardes selvagens podem ser potenciais para utilizagdo como probidticos na

carcinicultura.
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Tabela 1 — Primers especificos utilizados para quantificacdo relativa de genes

associados ao sistema imunolégico de Litopenaeus vannamei.

Primer Sequéncia (5° — 3°) Referéncia
proPO F CGGTGACAAAGTTCCTCTTCG Lai et al.. 2005
proPO R TGCAGGTCGCCGTAGTAAG ’

LGBP F CATGTCCAACTTCGCTTTCAGA Cheng et al., 2005
LGBP R GCTCCGTAGGGCCAGTTAC
HEM F CTTAGTGGTTCTTGGGCTTGTC Cheng et al., 2005
HEM R GGTCTCCGTCCTGAATGTC

Beta-actina F CCACGAGACCACCTACAAC
Beta-actinaR TCCTTCTGCATCCTGTCGG

GenBank acesso n°; AF300705
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Tabela 2 — Crescimento e sobrevivéncia de Litopenaeus vannamei cultivado durante 60

dias com Bacillus subtilis (BS) e Bacillus circulans (BC) adicionados a dieta.

Tratamentos Controle BS BC
Sobrevivéncia (%) 941+34 96,1+39 980+20
Peso final (g) 7,68+0,12° 8,22+ 0,16 8,18 + 0,08°
Ganho de Peso (g) 6,63+0,12" 7,17 +0,16* 7,13 +0,08°

Taxa de Crescimento Especifico (%) 4,42 +0,03" 4,57 +0,04* 4,56 + 0,02°

Valores (media + EP) com diferentes letras sobrescritas na mesma linha indicam
diferencas significativas (P<0.05).
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Figura 1. PCR em tempo real da expressdo relativa do gene pré-fenoloxidase (proPO)
na hemolinfa de Litopenaeus vannamei alimentados durante 60 dias com as dietas C =
racdo sem adicdo de bactérias, BS = racdo + Bacillus subtilis e BC = racdo + Bacillus
circulans. Todos os dados foram normalizados com o gene da B-actina, representando a
media (n = 3) de triplicatas + erro padrdo. Letras diferentes representam diferencas
significativas.
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Figura 2. PCR em tempo real da expresséo relativa do gene LGBP na hemolinfa de
Litopenaeus vannamei alimentados durante 60 dias com as dietas C = ra¢do sem adicdo
de bactérias, BS = ra¢do + Bacillus subtilis e BC = racdo + Bacillus circulans. Todos 0s
dados foram normalizados com o gene da B-actina, representando a media (n = 3) de
triplicatas £ erro padréo. Letras diferentes representam diferencas significativas.
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Figura 3. PCR em tempo real da expressdo relativa do gene Hemocianina (HEM) na
hemolinfa de Litopenaeus vannamei alimentados durante 60 dias com as dietas C =
racdo sem adicdo de bactérias, BS = racdo + Bacillus subtilis e BC = racdo + Bacillus
circulans. Todos os dados foram normalizados com o gene da -actina, representando a
media (n = 3) de triplicatas + erro padrdo. Letras diferentes representam diferencas

significativas.
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Figura 4. Sobrevivéncia de Litopenaeus vannamei durante 96h de infec¢do com Vibrio
parahaemolyticus via inje¢do, onde C = racdo sem adi¢do de bactérias, BS = racdo +

Bacillus subtilis e BC = racédo + Bacillus circulans.
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Figura 5. Sobrevivéncia de Litopenaeus vannamei ap06s 10 dias de desafio com Vibrio
parahaemolyticus via agua, onde C = racdo sem adicdo de bactérias, BS = ragdo +
Bacillus subtilis e BC = racéo + Bacillus circulans.
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Figura 6. PCR em tempo real da expressdo relativa do gene pro-fenoloxidase (proPO)
na hemolinfa de Litopenaeus vannamei apds 24h de infeccdo com Vibrio
Parahaemolyticus via injecdo, onde C = racdo sem adicdo de bactérias, BS = racdo +
Bacillus subtilis e BC = ragdo + Bacillus circulans. Todos os dados foram normalizados
com o gene da PB-actina, representando a media (n = 3) de triplicatas + erro padréo.
Letras diferentes representam diferencas significativas.



VOGELEY, J. A. L. Selecéo e identificacdo de bactérias probioticas para utilizagdo no cultivo... 118

2.5+
= 20-
ks
2 154 BE
o
23 ...............
@ 104 Essses E% —
- i
w oS B e

"n"a"a""n"s]
0.0-
o BS BC

Figura 7. PCR em tempo real da expressédo relativa do gene pro-fenoloxidase (proPO)
na hemolinfa de L. Vannamei ap6s 24h de desafio com V. Parahaemolyticus via agua,
onde C = racdo sem adicdo de bactérias, BS = racdo + Bacillus subtilis e BC = racdo +
Bacillus circulans. Todos os dados foram normalizados com o gene da [-actina,
representando a media (n = 3) de triplicatas + erro padrdo. Letras diferentes representam
diferencas significativas.
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Figura 8. Concentracdo de Bacillus spp. e Vibrio spp. no intestino de Litopenaeus
vannamei apo6s 10 dias de desafio com Vibrio parahaemolyticus via agua, onde C =
racdo sem adicdo de bactérias, BS = racdo + Bacillus subtilis e BC = racdo + Bacillus
circulans.
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