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RESUMO

Os probioticos surgiram como alternativa ao uso de antibiéticos no controle de bactérias
patogénicas. Buscando alternativas para reduzir as vibrioses surgiu a utilizacdo das bactérias
do género Bacillus como prevencdo para o aparecimento de enfermidades. O objetivo
principal desta pesquisa foi testar a viabilidade e eficiéncia de bactérias isoladas do trato
intestinal de crustaceos saudaveis como agentes probidticos no cultivo do camardo
Litopenaeus vannamei. Foram testadas 17 cepas do género Bacillus e uma cepa do género
Paenibacillus, pertencentes as seguintes espécies: B. circulans (n=1), B. megaterium (n=1), B.
subtilis (n=2), B. cereus (n=2), B. thuringiensis (n=2), Bacillus sp. (n=9) e P. agaridevorans
(n=1). Foram realizados testes de atividade da tolerncia a temperatura, viabilidade sob
diferentes concentracdes de pH e tolerancia ao NaCl. Foi realizado o teste de susceptibilidade
a antimicrobianos e da analise da presenca ou auséncia de alguns fatores de viruléncia. O teste
de inibicdo de patdgenos foi feito de duas formas: através de plugs de agar e por intermédio
de estrias cruzadas (cross streak). A capacidade de agregacdo foi verificada por meio do teste
de aderéncia ao vidro. O experimento in vivo foi realizado utilizando camarfes Litopenaeus
vannamei com peso médio de 10 g. O delineamento experimental foi totalmente ao acaso e
foram suplementados da seguinte forma: Tratamento A: controle (sem suplementacgéo);
Tratamento B: uma cepa por aspersdo; Tratamento C: mix bacteriano por aspersdo;
Tratamento D: uma cepa bioencapsulada em alginato de sodio; Tratamento E: mix bacteriano
bioencapsulado em alginato de sddio. A alimentacdo foi ofertada ad libitum trés vezes ao dia
por 30 dias. A biometria dos animais foi feita a cada 10 dias. Passados os 30 dias de
alimentacdo, os camar@es foram desafiados frente ao patdégeno Vibrio harveyi. Foi realizada a
Contagem Padrdo em Placas (CPP) de Vibrio e Bacillus do intestino e do contetdo intestinal,
antes e apos a infeccdo do sistema. A maioria das cepas testadas apresentaram potencial para
uso como probidticos em carcinicultura. O peso final foi estatisticamente superior ao peso
inicial para os tratamentos A, B, D e E (p<0,05). Os tratamentos que utilizaram as bactérias do
género Bacillus apresentaram crescimento reduzido das bactérias do género Vibrio apos a
infeccdo. Com os resultados encontrados neste trabalho é sugerida a realizacdo de estudos
complementares da potencialidade probiotica das cepas de Bacillus no controle de Vibrio,

minimizando os efeitos deste patdgeno na carcinicultura.

Palavras-chave: Enfermidades, Bacillus, Vibrio.



ABSTRACT

Probiotics have emerged as an alternative to antibiotics in the control of pathogenic bacteria.
Seeking alternatives to reduce Vibrio infections comes the use of bacteria of the genus
Bacillus as prevention for the onset of diseases. The main objective of the research was to test
the feasibility and efficiency of bacteria isolated from the intestinal tract of healthy shellfish
such as probiotic agents in the cultivation of Litopenaeus vannamei. Were tested 17 strains of
the genus Bacillus and a strain of genus Paenibacillus, of the following species: B. circulans
(n =1), B. megaterium (n = 1), B. subtilis (n = 2), B. cereus ( n = 2), Bacillus thuringiensis (n
= 2), Bacillus sp. (n = 9) and P. agaridevorans (n = 1). The temperature tolerance activity tests
were conducted under different concentrations viability pH and tolerance to NaCl. The
susceptibility testing to antibiotics and analysis of the presence or absence of some virulence
factors was performed. The inhibition test was done to pathogens in two ways: using agar
plugs and through cross-striations (cross streak). The aggregation ability was observed
through the glass adhesion test. In vivo experiment was performed using Litopenaeus
vannamei shrimp with average weight of 10 g. The experimental design was completely at
random and were supplemented as follows: Treatment A: control (no supplementation);
Treatment B: a strain sprinkler; Treatment C: Bacterial mix spray; Treatment D: A Strain
bioencapsulated sodium alginate; Treatment E: Bacterial mix bioencapsulated sodium
alginate. The feed was offered ad libitum three times a day for 30 days. Biometrics animal
was taken every 10 days. After 30 days of feeding, the shrimp were challenged against the
pathogen Vibrio harveyi. Standard plate count (SPC) was performed to Vibrio and Bacillus
from gut and intestinal contents before and after the infection of the system. Most of the
strains showed potential for use as probiotics in shrimp farming. The final weight was
statistically superior to the initial weight for treatments A, B, D and E (p <0.05). The
treatments of bacteria of the genus Bacillus reduced growth of bacteria of the genus Vibrio
after infection. Thus, it suggested to carry out further studies of potential probiotic strains of
Bacillus sp. in the control of Vibrio, minimizing the effects of this pathogen in shrimp

farming.

Keywords: Disease, Bacillus, Vibrio.
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1 INTRODUCAO

Carcinicultura é o cultivo de camarbes em cativeiro, podendo ser feito em agua
doce ou salgada. Esta atividade teve inicio por volta do ano de 1930, no Sudoeste da Asia,
onde pescadores artesanais faziam diques de terra para o aprisionamento de pos-larvas de
camardes selvagens, que habitavam a regido estuarina, acompanhando seu crescimento em
condi¢des naturais. O abastecimento e a renovagdo de agua dos diques eram mantidos pelo
regime de marés. Muitas vezes esses cultivos eram realizados em consdrcio com peixes que
vivem na coluna d’agua, enquanto os camardes habitavam o fundo do viveiro (SEBRAE,
2008).

No Brasil, esta pratica comecou a ser desenvolvida em meados de 1970
(MAGALHAES, 2004), no Rio Grande do Norte, com a introducdo da espécie exética
Penaeus japonicus. Porém, esta especie ndo se adaptou as condi¢des de salinidade brasileira
(BARBIERI JUNIOR; OSTRENSKY NETO, 2002).

A solucdo para a carcinicultura brasileira surgiu com outra espécie exotica, 0
camardo Litopenaeus vannamei, que viabilizou a préatica no Brasil. Embora a atividade no pais
tenha aproximadamente 40 anos de existéncia, ela pode ser considerada recente, levando em
conta que o pacote tecnoldgico do L. vannamei aconteceu entre 1996 e 1997 (IBAMA, 2016).

Atualmente, a maior parte da producdo de camardo marinho brasileiro é de L.
vannamei (SILVA et al., 2012), também conhecido como camardo cinza ou camardo do
Pacifico. Devido a temperatura elevada durante todo 0 ano e extensas areas costeiras, 0
Nordeste brasileiro € considerado ideal para o cultivo de camarfes (SOARES et al., 2007).

Esta espécie de camardo é naturalmente encontrada no Pacifico desde o Meéxico
até o Peru, de aguas rasas até 72 metros de profundidade e fundos lamosos (SANTOS;
COELHO, 2002). O camardo cinza adulto habita preferencialmente regibes marinhas,
profundas e escuras, onde acontece a reproducdo. Na fase inicial do ciclo de vida, as larvas do
camardo nadam até encontrar zonas estuarinas onde encontram abrigo e alimento para o seu
crescimento. Vivem nessas regides durante toda a fase jovem (LOPES et al., 2009) e retornam
ao mar quando estdo adultos.

O desenvolvimento descontrolado do setor aquicola é capaz de provocar alguns
problemas, entre eles estd a disseminacdo de doencas (PRIMAVERA, 2006), muitas vezes
ocasionados pelo manejo inadequado e pela densidade de estocagem. Para otimizar a

produtividade do cultivo é necessario o conhecimento dos niveis maximos de estocagem
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(KRUMMENAUER et al., 2006). Na carcinicultura é bastante comum o uso de antibidticos
no tratamento de enfermidades relacionadas as bactérias que invadem o cultivo, porém o uso
excessivo destes compostos causa poluicdo do meio ambiente e 0 aparecimento de cepas
bacterianas resistentes a estes antimicrobianos (BERMUDEZ-ALMADA; ESPINOSA-
PLASCENCIA, 2012).

A utilizacdo de probidticos é uma medida preventiva para evitar o aparecimento
de doencas pelo fortalecimento das defesas dos organismos aquéaticos contra patdgenos ou
pela manutencdo da qualidade do ambiente de cultivo. Sua acéo é diferente dos antibioticos
que sdo usados no tratamento das doencas ja instaladas e que s6 tém efeito sobre agentes
bacterianos e ndo virais. A definicdo mais aceita atualmente de probioticos para carcinicultura
é a de Fuller (1989) que o define como “microrganismo vivo utilizado na alimentagdo que
afeta beneficamente o animal hospedeiro por melhorar o balango de microrganismos da
microbiota intestinal”. Muitos dos probidticos utilizados na carcinicultura s@o importados,
desta forma o produtor, ao invés de solucionar o problema pode estar agravando a situacéo,
introduzindo cepas de bactérias exdticas com pouca competitividade nas condicOes
ambientais e diversidade microbiana dos locais de cultivo.

Os probidticos podem mudar a microbiota natural do trato intestinal dos camardes
de diversas formas, protegendo a mucosa intestinal e auxiliando na imunomodulacdo do
sistema de defesa dos animais. Portanto, o uso de artificios que fortalecam o sistema imune
inato dos camarBes € uma grande vantagem para melhorar sua resisténcia a infeccdo por
patogenos (VIEIRA, 2010).

As principais doencas adquiridas por camardes marinhos possuem relacdo com
bactérias do género Vibrio, que habitam a agua e o sedimento do viveiro, além de se aderirem
ao trato intestinal dos crustaceos. Entre as bactérias usadas como agentes probioticos, espécies
do género Bacillus ttm um acentuado destaque. Estes dois géneros competem entre si por
substrato, nutrientes, entre outros. O género Bacillus tem vantagem sobre o Vibrio e outras
bactérias, especialmente as Gram negativas, pois produzem substancias antibioticas durante a
esporulacdo, ndo permitindo que essas bactérias se multipliquem e possam transferir genes de
resisténcia (HONG; DUC; CUTTING, 2005).

Os vibrios pertencem a familia Vibrionaceae, um grupo bastante diverso
(NOGUEROLA; BLANCH, 2008), atualmente com 131 espécies catalogadas (DSMZ, 2016).
Esses microrganismos sdo originarios de ambientes marinho e estuarino. Sdo bastonetes

curvos, Gram negativos e ndo formam esporos. Possuem flagelos polares, envolvidos por uma
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membrana externa da parede celular, que auxiliam na locomocdo. Por ser uma bactéria
mesofila, a temperatura 6tima para seu crescimento é em torno de 30°C. A maioria das
espécies do género € oxidase positiva. Trata-se de um género halofilico, portanto necessita de
sal para o desenvolvimento (LAFISCA et al., 2008).

O género Bacillus apresenta elevada diversidade de espécies originarias de
ambientes terrestre e marinho, atualmente possui 334 espécies identificadas (DSMZ, 2016).
Em relacdo a forma sdo bastonetes com extremidade reta ou arredondada, Gram positivos,
podendo ser aerdbios ou anaerdbios facultativos, apresentam producdo natural de esporos e
geralmente sdo méveis devido a presenca de flagelos peritriquios (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2002).

Com base nessas informacdes, esse estudo teve como objetivo geral testar a
viabilidade e eficiéncia de bactérias do género Bacillus isoladas do trato intestinal de
crustaceos saudaveis como agentes probidticos no cultivo do camardo Litopenaeus vannamei.
E os seguintes objetivos especificos foram tracados: estabelecer a viabilidade dos agentes no
trato intestinal dos organismos aquaticos atraves de tolerancia a temperatura, viabilidade sob
diferentes pH e tolerdncia ao cloreto de sdédio (NaCl); verificar a susceptibilidade a
antimicrobianos; avaliar as enzimas extracelulares relacionadas a patogenicidade; testar a
atividade antagonista das cepas isoladas, frente ao agente patogénico Vibrio harveyi; avaliar o
efeito da utilizacdo de probioticos sobre o desenvolvimento zootécnico e microbiolégico de
camardes cultivados e realizar teste desafio in vivo frente ao patégeno de camardes marinhos

Vibrio harveyi.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Carcinicultura

Na década de 70, no estado do Rio Grande do Norte, comeca a se desenvolver o
cultivo de camardo no Brasil, como atividade comercial. Uma iniciativa do governo
denominada "Projeto Camardo" importou a espécie Penaeus japonicus e passou a adaptar a
espécie exotica as condicbes locais. O cultivo desta espécie resultou em fracasso devido a um
periodo de seca prolongado e as variacBes de salinidade nas aguas estuarinas, havendo
dificuldades na larvicultura e engorda do P. japonicus no Nordeste brasileiro. A carcinicultura
brasileira voltou sua atencdo para o cultivo das espécies nativas: Farfantepenaeus subtilis,
Litopenaeus schmitti, F. brasiliensis e F. paulensis, porém a baixa produtividade e a pouca
lucratividade levaram ao insucesso destes cultivos. No ano de 1993, outra espécie exotica
surgiu para alavancar a carcinicultura no Pais, 0 camardo Litopenaeus vannamei, capaz de
suportar as variagdes de temperatura e salinidade brasileiras (ABCC, 2016).

A Organizagdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO)
classificou o Brasil entre 0s quinze paises que mais cultivaram organismos aquaticos no
mundo e com desempenho ascendente ao longo dos anos. A carcinicultura tem grande parcela
de importéncia nesta afirmacao, pois no ano de 2012 produziu 74.415 toneladas do pescado
(FAO, 2014). Desta forma, impulsionou o mercado financeiro, movimentou a balanca
comercial e gerou renda, além de empregos diretos e indiretos.

O camardo L. vannamei é a terceira espécie aquatica mais cultivada no Brasil,
perdendo apenas para o cultivo da tilapia e de peixes redondos, que encontram-se na primeira
e segunda colocacédo do ranking, respectivamente. No ano de 2014, o cultivo deste camarao
atingiu cerca de 90 mil toneladas, producdo esta que se iguala ao ano de 2003, quando a
atividade alcangou seu pico maximo. A carcinicultura marinha esta praticamente toda
concentrada no Nordeste brasileiro, com apenas pequenas producdes localizados no Sul do
pais, nos estados de Santa Catarina e Parana. O principal produtor de camardo € o estado do
Ceara que alcangou producéo de 42 mil toneladas no ano de 2014 (KUBITZA, 2015).

2.2 Litopenaeus vannamei

O camardo marinho Litopenaeus vannamei € originario da Costa do Pacifico,

encontrado naturalmente do México até o Peru. Na natureza é encontrado em temperatura de
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20°C a 30°C, vivendo em profundidades de até 72 m e chega a alcancar 230 mm de
comprimento (BARBIERI JUNIOR; OSTRENKY NETO, 2002).

Os machos tornam-se aptos a reproducdo a partir de 20 g e as fémeas apds
atingirem o peso de 28 g, isso geralmente ocorre depois de 6 a 7 meses de vida. Um camarao
desta espécie pesando entre 30 g a 45 g devera produzir de 100.000 a 250.000 ovos de cerca
de 0,22 mm de didmetro. A eclosdo ocorrerd apds 16 horas da desova e fertilizagdo (FAO,
2016). Estes organismos possuem seis fases de nauplios, trés fases de protozoea e trés fases de
misis; 0s estagios seguintes sdo conhecidos como pdés-larvas. Decorridas todas essas etapas, 0
animal chega a fase juvenil, sendo depois considerado adulto. Durante a fase de nauplio,
nutre-se das reservas vitelinicas. Nas fases de protozoea, misis e pos-larvas, se alimentam de
microalgas, organismos planctonicos e benténicos, respectivamente (BARBIERI JUNIOR,;
OSTRENKY NETO, 2002).

Nas carciniculturas, os peneideos sdo alimentados varias vezes ao dia com uma
dieta balanceada de proteinas, carboidratos, lipidios, sais minerais e vitaminas, para
garantirem um crescimento rapido e saudavel. Existem diferentes tipos de sistemas para a
producdo de camardo em cativeiro, sdo estes: extensivo, semi-intensivo, intensivo e super-
intensivo, 0s quais dependem do aporte de nutrientes, da densidade de estocagem dos
organismos cultivados e do controle de qualidade da agua. A agua do cultivo deve ser mantida
com qualidade que assegure um bom desempenho dos animais cultivados (MAGALHAES,
2004).

2.3 Enfermidades no cultivo

Em carcinicultura, enfermidade é definida como qualquer alteracdo adversa na
salde dos camarBes ou que afete o desempenho zootécnico dos individuos. Com a
intensificacdo dos cultivos, os camardes sdo submetidos a grandes estresses, 0 que resulta no
surgimento de doencas. Geralmente, uma enfermidade se manifestard quando existe um
agente etiologico presente no ambiente de cultivo, e de certa forma, o animal esteja com
algum comprometimento no seu sistema imunoldégico (ABCC, 2012).

Quando ocorre o desequilibrio entre as condi¢des ambientais do viveiro, o estado
de satde dos camarfes cultivados e os agentes potencialmente patogénicos hd uma maior
probabilidade do aparecimento de doencas, que muitas vezes chegam a dizimar as populacdes
de organismos cultivados. As enfermidades de origem infecciosa sé@o provocadas por agentes

transmissiveis, como os fungos, as bactérias, os protozoarios e os virus. As doencas ndo
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infecciosas sdo causadas por agentes abidticos, como as condi¢cdes externas ao ambiente de
cultivo (variagdes de temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido, pH, desequilibrio iénico,
entre outros parametros importantes), efeitos nutricionais e genéticos. Tal situacdo desenvolve
condicOes estressantes para 0s organismos confinados, gerando alteracfes em seu estado
imunoldgico. Neste cenario, 0s animais podem sofrer o ataque de patégenos levando os
individuos a ficarem debilitados ou chegarem a morrer (TORO, 2005).

E bastante comum a utilizacdo de antibidticos como tratamento para as
enfermidades em carcinicultura, porém o uso indiscriminado desses compostos leva ao
surgimento de cepas bacterianas resistentes e, ao invés de solucionar o problema, acaba por
causar outro. Esta situacdo tem motivado o estudo de medidas terapéuticas e profilaticas mais
eficazes, ambientalmente corretas e que ndo tragam prejuizos a saide humana. O aumento de
cepas bacterianas resistentes a antimicrobianos estimulou a busca de meios alternativos ao

controle de patdégenos, como a utilizacdo de microrganismos benéficos (ALBINATI, 2012).

2.4 Bacterias do género Vibrio

Vibrio € um género de bactéria da familia Vibrionaceae; que possuem forma de
bastonetes curvos, sdo Gram negativas e de origem marinha ou estuarina. Elas ndo formam
esporos, sdao moveis, fermentam glicose sem producdo de gas, crescem em temperatura de
20°C a 30°C, séo anaerobias facultativas e halofilas restritas, ou seja, necessitam de sal para o
seu desenvolvimento. A presenca de Vibrio é influenciada pela disponibilidade de nutrientes,
temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido (CAVALLO; STABILLI, 2002).

Algumas bactérias pertencentes ao género Vibrio sdo considerada patdégenos do
camardo marinho Litopenaeus vannamei, logo séo responsaveis por doencas em
carciniculturas. Por promover danos quando o hospedeiro se encontra estressado, debilitado
ou com baixa resposta imunologica, sdo consideradas patdgenos oportunistas e secundarios
(DE LAPENA et al., 1993; VIEIRA et al., 2009).

Surtos de vibrioses sdo comumente verificados em carcinicultura, sendo causados
pelo desequilibrio da populacdo de vibrios, que sdo encontrados naturalmente em
ecossistemas estuarino e marinho. As espécies Vibrio harveyi, V. angillarum e V.
parahaemolyticus estdo frequentemente associadas a enfermidades que podem levar a morte
em larviculturas e em viveiros de engorda do camardo marinho (ALBINATI, 2012). V.
parahaemolyticus pode ser infectado por um virus chamado de fago e liberar uma toxina

potente que pode levar o camardo a morte. Essa doenca é conhecida como Sindrome da
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Mortalidade Precoce (EMS/ AHPNS) e vem causando mortalidades em camardes de paises da
Asia e América Central (ROCHA; MAIA, 2013).

Segundo Aguirre-Guzman, Vasquez-Juarez, Ascencio (2001,) os problemas
associados a vibrioses que sdo ocasionados por estresse se devem as seguintes situacées:
diminuicdo do oxigénio dissolvido, altas densidades de estocagem, manejo inadequado, lesdes
na carapaca dos animais, alimentacdo imprépria, altas concentraces de compostos

nitrogenados no ambiente de cultivo, além das infeccbes por virus.

2.5 Probiéticos

A utilizacdo de bactérias benéficas tem sido conhecida como uma possibilidade ao
abandono do uso de antibioticos em carcinicultura. Em aquicultura, o uso de probidticos tem
crescido cada vez mais, como estratégia de manejo de enfermidades (GATESOUPE, 1999).

O uso de probidticos € um dos mais promissores métodos de prevencao
desenvolvidos para combater as enfermidades, baseando-se no principio da excluséo por
competicdo e/ou da acdo como imunoestimulantes (FULLER, 1992).

Segundo Dalmin, Kathiresan e Purushothaman (2001), a quantidade elevada de
bactérias Gram positivas pode reduzir o acumulo de particulas de carbono orgéanico dissolvido
durante todo o ciclo de producdo, melhorando, desta forma, a qualidade da agua, a
sobrevivéncia e o crescimento mais rapido dos animais, além de reduzir a populacdo de
vibrios patogénicos no cultivo. As bactérias probioticas podem apresentar 0s seguintes
mecanismos de acdo: excluem os patdégenos por competicdo, auxiliam na digestdo e melhoram
a qualidade de agua.

A demanda por probioticos esta cada vez maior. Novos produtos surgem todos 0s
dias, principalmente os voltados para a carcinicultura, sejam eles utilizados na larvicultura ou
na fase de engorda. Cepas probidticas estdo adaptadas, através de processos naturais, para o
uso em aquicultura, fazendo com que o produto alcance o efeito desejado (KESARCODI-
WATSON et al., 2008).

2.6 Bactérias do género Bacillus

As bactérias do género Bacillus pertencem a familia Bacillaceae. S&o capazes de
produzir enzimas que degradam substratos organicos. Apresentam temperatura étima de

crescimento entre 28°C e 35°C. Conseguem se multiplicar na faixa de pH que varia de 4,9 a
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9,3. Possuem formato de bastonete, s&o Gram positivas e formadoras de esporos (MADIGAN
et al., 2002).

Entre as principais bactérias Gram positivas testadas para a utilizacdo na
aquicultura como probiéticas encontram-se espécies do género Bacillus (RENGPIPAT et al.,
1998). Esse género pode produzir substancias antibi6ticas durante a esporulacdo, com
destaque para as bacitracinas, polimixina, tirocidina, gramicidina e circulina (MADIGAN et
al., 2004). As espécies do género Bacillus sdo as mais utilizadas como probidticos na
carcinicultura e em formulagdes comerciais (VIEIRA, 2010). Esses produtos tém sido muito
eficientes na prevencdo de enfermidades sendo usado um numero varidvel de espécies de
Bacillus. Os produtos que utilizam esporos em sua composi¢do possuem vantagens, pois 0S
esporos podem sobreviver intactos a passagem pelo estdmago, além de terem vida Gtil mais
longa (MARTINS; MARTINS; BARBOSA, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de coleta dos espécimes de crustaceos

Os crustaceos foram capturados no estuéario do Rio Pacoti, localizado no limite
entre as cidades de Fortaleza e Eusébio, estado do Ceard, conforme mostra a Figura 1.

Foram capturados trés siris, trés caranguejos e trés camardes, insensibilizados em
gelo e levados ao Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP). Os
crustaceos foram sacrificados para a retirada do trato intestinal (T1).

Figura 1 - Mapa de localizacdo da area de estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor

3.2 Isolamento dos morfotipos bacterianos e colecéo de isolados

A partir do TI dos crustaceos, foram feitas as diluicbes sucessivas. As amostras
foram mantidas em banho-maria (70°C) por 1 h e depois plagueadas em &gar nutriente
acrescido de 1,5% de NaCl. As placas foram incubadas em estufa a 30°C por 48 h. As
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colbnias caracteristicas (colénias grandes, esparramadas e de cor branca) de Bacillus foram

isoladas, e a morfologia das culturas foi confirmada posteriormente em microscopio éptico.

3.3 Identificagdo das culturas

Para a identificacdo das cepas de Bacillus isoladas do TI dos crusticeos foi
utilizado o gene 16S rRNA que codifica para uma proteina constituinte da subunidade 16S do
ribossomo procarioto. A amplificagdo do 16S rRNA foi realizada utilizando os primers
universais fD1 [5-CAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-31 e rD1 [5'-
GCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-317 descritos por Weisburg et al. (1991). Uma Unica
colonia foi ressuspendida em 20 pL de agua ultrapura (NaCl 200 mM) e incubada a 95°C por
10 min para a obtengdo do DNA bacteriano para a PCR.

O master mix utilizado para a amplificacdo do 16S rRNA conteve 1X do tampéo
proprietario (INVITROGEN®); 200 uM de dNTP’s; 1,5 mM de MgCly; 0,4 pM de cada
primer (fD1 e rD1); 1U da enzima Taq Platinum (INVITROGEN®); 1 pL de DNA (10x); e
agua ultrapura ajustada para o volume final de 12,5 pL.

Com o auxilio de um termociclador Primus 96™" (MWG-BIOTECH) as reaces
foram efetivadas, obedecendo as seguintes condicdes: 1 ciclo a 95°C por 5 min, referente a
desnaturacdo inicial; 35 ciclos a 95°C por 30 s, 52°C por 40 s e 72 °C por 2 min,
correspondendo a etapa de desnaturacdo, anelamento dos primers e extensdo do DNA,
respectivamente. Depois destas etapas, foi realizado mais um ciclo para a extensdo final a
72°C por 7 min.

Terminado o processo de termociclagem, uma aliquota de 4 pL do produto da
PCR foi aplicado em gel de agarose a 1%, contendo 0,1 pg de brometo de etidio/mL em
tampdo TAE (1X). A eletroforese foi realizada sob uma corrente continua de 0,63 V/cm?
durante 60 min. Os amplicons de DNA foram visualizados em um transiluminador
ultravioleta (SPECTROLINE®) e fotodocumentadas através do sistema EDAS 290
(KODAK®). O sequenciamento do gene 16S rRNA foi realizado de forma bidirecional
(HILLIS; MORITZ; MABLE, 1996). Os produtos de PCR foram purificados com o kit
Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up Systems (PROMEGA®). O master mix para a reagdo de
sequenciamento por ciclagem conteve 1 pL de BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems®); 1,5 X de tampdo; 0,2 pmol do primer fD1 ou rD1; 1

ML de produto da PCR; e 4gua milliQ suficiente para um volume final de 10 pL de reacdo. As
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amostras foram aplicadas em uma placa de sequenciamento (Seq. Mix 2) e conduzidas ao

termociclador, obedecendo as condigdes de termociclagem detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1 - CondicGes de termociclagem para o sequenciamento do gene 16S rRNA de bactérias do género
Bacillus isoladas do trato intestinal de crustaceos.

Primers Tempo Temperatura (°C) N ciclos
ou 155,155, 4 min 96, 50, 60 30
rD1 ]
10 min 72 1

Apds a reacdo de sequenciamento, as placas foram retiradas do termociclador, e as
amostras purificadas em isopropanol seguindo as recomendacfes do protocolo da Applied
Biosystems®. Depois, as placas foram encaminhadas para o Nicleo de Gendmica e
Bioinformatica da Universidade Estadual do Ceara (NUGEN-UECE), o sequenciamento foi
feito em sequenciador automatico, modelo ABI 3100 Prism analyzer (Applied Biosystems®).

As sequéncias produzidas foram analisadas a partir do alinhamento com
sequéncias previamente publicadas, disponiveis no banco de dados GenBank do National
Center for Biotechnology Information. Para o alinhamento foi utilizado o programa Clustal X,

versao 1.83.

3.4 Testes de fenotipicos

3.4.1 Estudo de tolerancia a temperatura

As cepas das bactérias potencialmente probidticas foram inoculadas em caldo LB
(Luria Bertani) acrescido de 1% de NaCl e expostas ao crescimento em diferentes
temperaturas (35°C, 40°C, 45°C e 50°C). Os resultados foram visualizados apds 24 h, através

do crescimento bacteriano no meio de cultura.

3.4.2 Estudo de viabilidade sob diferentes valores de pH

As cepas bacterianas foram inoculadas em caldo LB acrescido de 1% de NaCl e

incubadas a 35°C por 3 h nos diferentes pH (3, 5, 7 e 9), para a medicdo da viabilidade dos
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microrganismos, seguindo recomendagfes de Cai et al. (1999). Os resultados foram

verificados pela turvagdo do meio de cultura.

3.4.3 Estudo de tolerancia a NaCl

As cepas foram inoculadas em 5 mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth) nas
concentracdes de 0%, 3%, 5% e 10% de NaCl, e incubadas a 35°C por 24 h. Apds esse

periodo os resultados foram observados pelo turvamento do meio de cultura.

3.5 Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

O teste de susceptibilidade a antimicrobianos foi realizado seguindo as
recomendacgdes do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010). Para este teste
foram utilizados os seguintes antimicrobianos comumente manipulados em aquicultura:
cloranfenicol 30 pg (CLO), oxitetraciclina 10 pg (OXI), eritromicina 15 pg (ERI),
sulfazotrim 25 pg (SUT) e ampicilina 10 pg (AMP).

As culturas purificadas de Bacillus spp. foram crescidas em meio TSA (Tryptone
Soya Agar) contendo 1% de NaCl por 24 h a 35°C. Desse crescimento foi retirada uma porcéao
do in6culo e homogeneizado em 9 mL de salina 1% de NaCl até que houvesse uma
absorbéancia equivalente ao intervalo de 0,08 e 0,100 em comprimento de onda de 625 nm,
aferido em espectrofotémetro.

Apos o ajuste do indculo, as cepas foram inoculadas em placas contendo o meio
de cultura agar Muller-Hinton acrescido de 1% de NaCl, com o auxilio de um swab de
algoddo estéril. Em seguida, foram aplicados os discos antimicrobianos e incubadas em estufa
por 24 h a 35°C.

Decorrido o tempo de incubacdo, os halos de inibicdo foram mensurados,
incluindo os discos antimicrobianos, com o auxilio de um paquimetro digital. E os resultados
obtidos foram classificados em susceptivel (S), intermediario (1) ou resistentes (R), de acordo

com as recomendac@es do CLSI (2010).


http://clsi.org/
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3.6 Enzimas extracelulares relacionadas com a patogenicidade

Foi feita a analise da presenca ou auséncia dos seguintes fatores de viruléncia:

elastase, gelatinase, caseinase, fosfolipase, lipase e f-hemdlise.

3.6.1 Elastase

Com base na metodologia proposta por Rust, Messing e Iglewski (1994) as cepas
puras foram inoculadas em meio de cultura contendo elastina e depois incubadas a 35°C por
48 h. A formacdo de um halo transparente ao redor do in6culo (hidrdlise da elastina)

caracteriza a positividade do teste.

3.6.2 Gelatinase

O agar utilizado para inoculacéo foi o0 TSA 1% de NaCl com o acréscimo de 0,5%
de gelatina. As placas foram levadas para a estufa onde permaneceram a 35°C por ateé 7 dias.
Decorrido este tempo, foi adicionada uma solucdo saturada de sulfato de amdnio nas placas
para a visualizacdo do resultado. O aparecimento de um halo transparente indicou a zona de

acdo da enzima gelatinase, revelando a positividade do teste (RODRIGUES et al.,1993).

3.6.3 Caseinase

As cepas foram inoculadas em agar leite, constituido de: 1% de agar nutriente, 5%
de leite em pd desnatado e 1% NaCl, para bactérias halofilas. As placas foram incubadas em
estufas a 35°C por até 5 dias. A presenca de um halo transparente ao redor do in6culo indicou
a positividade do teste (RODRIGUES et al.,1993).

3.6.4 Fosfolipase

A inoculacdo ocorreu em agar TSA 1% de NaCl acrescido de 1% de solucdo de

gema de ovo. As placas foram levadas a estufa onde foram incubadas a 35°C por até 7 dias. A
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visualizagdo de uma zona clara ao redor do inoculo indica a positividade do teste
(RODRIGUES et al.,1993).

3.6.5 Lipase

As cepas foram inoculadas em placas de agar TSA 1% de NaCl contendo 1% de
Tween 80 e incubadas em estufa a 35°C por 24 h. O surgimento de um halo ao redor do
indculo indicou a positividade do teste (RODRIGUES et al., 1993).

3.6.6 p-hemdlise

As cepas foram inoculadas em placas de agar Wagatsuma, contendo uma solugéo
de 20% de hemécias em sua composi¢ao. Depois foram incubadas em estufa a 35°C por ate 4
dias. A formagdo de um halo transparente ao redor do inéculo bacteriano caracterizou a
positividade do teste (FURNISS; LEE; DONOVAN, 1979).

3.7 Testes de atividade antagonista

3.7.1 Teste de antagonismo atraves de plugs de agar

Os isolados de Bacillus foram inoculados sobre a superficie de placas com meio
agar nutriente e incubadas por 24 h a 35°C. Decorrido esse tempo foram feitos discos (plugs)
do agar inoculado com Bacillus spp. (1 cm de didmetro). Uma cepa de V. harveyi foi
inoculada sobre a superficie do TSA e em seguida colocados os discos de Bacillus sobre o
indculo. As placas foram incubadas a 35°C por 24 h. A inibicdo do crescimento dos patégenos

foi determinada pela formacéo do halo ao redor do disco (VIEIRA, 2010).

3.7.2 Teste de antagonismo através da técnica de estrias cruzadas (cross streak)

Foi feito um indculo central (estria) de V. harveyi sobre a superficie do agar TSA.
Depois foram feitos in6culos com os isolados de Bacillus perpendiculares a primeira estria

(mantendo distancia de 1 cm da linha principal). O resultado foi observado apds incubacéo a
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35°C por 24 h. A atividade antagonista foi verificada através da inibicdo do crescimento da

estria feita com o V. harveyi.

3.8 Teste de agregacgao

As cepas foram inoculadas em triplicata em caldo TSB 1% de NaCl e incubadas
em estufa a 35°C por 24 h. Decorrido este tempo, os indculos foram descartados, e 0s tubos
lavados por trés vezes com agua destilada estéril. ApoGs este procedimento, os tubos foram
expostos a solucéo de safranina 1%, deixados por 1 min. A safranina foi descartada, e os tubos
colocados invertidos para a secagem. A visualizacdo de agregados bacterianos na parede dos
tubos de ensaio, em tons de vermelho, devido a coloragdo da safranina, indica a positividade
do teste (CHRISTENSEN et al., 1982).

3.9 Selegdo dos microrganismos com potencial uso como probidticos em carcinicultura

De acordo com os resultados observados nos testes anteriormente mencionados,
foram eleitas quatro cepas para o desenvolvimento de um consorcio com aplicacdo como

probidtico para os testes in vivo.

3.10 Bioencapsulacao das cepas

A bioencapsulacdo foi realizada para ser utilizada em dois tratamentos: um
tratamento que utilizava apenas uma cepa como teste e o outro tratamento em que utilizava
um consorcio microbiano.

Foi feita uma solucdo de 120 mL de alginato de sodio a 1% e levada ao agitador
magnético por 3 h, para a solubilizacdo total do composto. Apds a dissolucdo, foram
adicionados a solucdo de alginato de sodio, 80 mL de solucdo salina 1% de NaCl inoculada
com a cepa de Bacillus spp. ou o mix bacteriano a ser testado, na concentracdo de 10°
UFC/mL, verificada com o auxilio de um espectofotdmetro. Essa concentracdo foi mantida
ap0s o processo de bioencapsulacéo.

Esta mistura de alginato de sodio e indculo bacteriano foi aspergida em solucao de
cloreto de célcio 2%, para que houvesse a microperolizacdo das particulas. As micropérolas

foram conservadas na solucgdo de cloreto de célcio por 12 h. Apos este tempo, as micropérolas
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foram filtradas, lavadas com agua destilada e liofilizadas. O produto final foi armazenado em
tubos estéreis em temperatura ambiente.

Para saber se as cepas resistiriam a todo esse procedimento, foi feito um teste de
recuperacdo, inoculando o produto final em placas contendo agar nutriente 1,5% de NaCl e
incubadas em estufa a 35°C por 24 h. Foi feito o teste de coloracdo de Gram em diversas

colbnias, confirmando a morfologia caracteristica do género Bacillus.

3.11 Preparo das ragoes

3.11.1 Controle

A racdo do grupo controle foi preparada da seguinte forma: racdo comercial 35%
de proteina bruta, adicionada de 2% de Oleo vegetal, foi homogeneizada, acondicionada em

recipientes fechados e armazenada a temperatura ambiente.

3.11.2 Suplementacao com alginato de sédio

Para este tratamento, foi utilizada racdo comercial 35% de proteina bruta
adicionada do probiotico imobilizado em alginato de sddio dissolvido em agua destilada. A
racdo foi desidratada em estufa a 50°C. Depois foi acondicionada em recipientes fechados e

armazenada a temperatura ambiente.

3.11.3 Suplementacao por aspersao

Neste tratamento, foi aspergida solucdo salina contendo o inoculo testado no
tratamento na concentragdo de 10° UFC/mL uniformemente sobre a ragdo comercial 35% de
proteina bruta. A racdo foi levada a estufa a 50°C. Depois resfriada a temperatura ambiente
para que fosse adicionado 2% de 6leo vegetal. A racdo foi armazenada em recipientes

fechados e conservada a temperatura ambiente.
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3.12 Teste in vivo

O experimento in vivo foi realizado no Centro de Estudos em Aquicultura Costeira
(CEAC), localizado no municipio de Eusébio-CE. Foram utilizados camar@es juvenis da
espécie Litopenaeus vannamei da linhagem SPF (Specific Pathogen Free) com peso médio de
10 g, provenientes do Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos - LANOA.

O delineamento experimental foi totalmente ao acaso, sendo dividido em quatro
grupos experimentais e um grupo controle, que foram suplementados da seguinte forma:

e Tratamento A: controle (sem suplementacao)

e Tratamento B: uma cepa por aspersdo

e Tratamento C: mix bacteriano por aspersao

e Tratamento D: uma cepa bioencapsulada em alginato de sodio

e Tratamento E: mix bacteriano bioencapsulado em alginato de sddio

Os camardes foram estocados individualmente em reservatorios de 4,5 L,
compondo um sistema de bioensaio. Foram utilizados 25 camarfes por tratamento. A agua
dos reservatodrios foi renovada, diariamente em 50% do volume para a retirada de restos de
racdo, fezes e muda. A qualidade da agua que entrou no sistema era a mesma para todos 0s
grupos testados. A alimentacao foi ofertada ad libitum aos crustaceos trés vezes ao dia (8:00 h,
11:00 h e 14:00 h) por um periodo de 30 dias. A biometria era realizada a cada 10 dias, sendo
0s animais medidos e pesados.

Ao fim do cultivo, os camardes foram levados ao Laboratério de Microbiologia
Ambiental e do Pescado (LAMAP) para as analises de Contagem Padrédo em Placas (CPP) de
Vibrio, Bactérias Heterotroficas Cultivaveis Totais (BHCT) e Bacillus do intestino e do
conteudo intestinal.

Passados o0s 30 dias de alimentacdo, os camarfes foram desafiados por 24 h frente
ao patdgeno V. harveyi. Foi adicionado a agua do cultivo um inéculo de V. harveyi em solucéo
salina 1% na concentracdo de 10° UFC/mL. Os camardes foram monitorados apés 24 h. A
mortalidade foi observada, para possivel realizacdo de calculo de sobrevivéncia. Decorrido o
tempo do desafio, amostras dos camardes foram levadas ao LAMAP para que fosse feita uma
nova anélise de CPP de Vibrio, BHCT e Bacillus do intestino e do contetido intestinal.

Houve introducdo de oxigénio durante todo o experimento através de um
soprador. A salinidade foi mensurada todos os dias com o auxilio de um refratrdmetro. As

determinagdes de nitrogénio amoniacal total, nitrito, nitrato, fosforo e alcalinidade foram
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realizadas seguindo recomendacGes de APHA (1999). As analises de qualidade de agua foram

realizadas no inicio e fim do experimento.

3.13 Contagem padréo em placas (CPP)

3.13.1 Processamento e diluicdo das amostras

Foi retirado o trato intestinal dos camardes, este, por sua vez foi separado em
intestino e conteldo intestinal, para que fossem analisados separadamente. Tanto o intestino
como o contetdo intestinal foram suspensos em 1 mL de solu¢do salina 1%, esta foi
considerada a diluicdo 10™. Foram realizadas diluicdes seriadas em solucdo salina 1% até a
diluicdo 10™.

3.13.2 Vibrio

Aliquotas de 0,2 mL de cada diluicdo foram espalhadas uniformemente sobre
superficie do &gar tiossulfato-citrato-bile-sacarose (TCBS), com a ajuda de uma alca de
Drigalsky previamente esterilizada, através da técnica de spread plate, em duplicata. As
placas inoculadas foram incubadas em estufa a 35°C por 24 h.

Depois da incubacéo, as coldnias foram contadas com o auxilio de um contador de
colénias do modelo PHOENIX EC550A. Para o calculo da Contagem Padrdo em Placas
(CPP) foi utilizada a expressdo: média da contagem das placas expressa em UFC (Unidade
Formadora de Col6nia) multiplicada pelo inverso do fator de diluicdo multiplicada pelo fator
de correcdo (5). UFC/mL corresponde a unidade da CPP para liquidos (DOWNES; ITO,
2001). Devem-se levar em consideracdo placas entre 25 e 250 coldnias. As placas que nédo

apresentaram coldnias dentro do limite estipulado tiveram suas contagens estimadas.

3.13.3 Bactérias heterotroficas cultivaveis totais (BHCT)

Das diluicbes seriadas do intestino e do contetdo intestinal dos camar@es L.
vannamei foram retiradas aliquotas de 0,2 mL de cada diluicdo com o auxilio de um pipetador

automatico e plaqueadas em agar nutriente 1% de NaCl, em duplicata. Depois as placas foram
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incubadas em estufa a 35°C por 48 h. Decorrido o tempo de incubagdo, as col6nias foram

contadas.

3.13.4 Bacillus

Para a contagem das bactérias do género Bacillus foi utilizada uma técnica
conhecida como lavagem de placas. As colbnias das placas de bactérias heterotroficas
cultivaveis totais da diluicdo 10 foram misturadas com solugéo salina estéril 1% de NaCl, e
as coldnias raspadas com o auxilio de uma alca de Drigalsky previamente esterilizada. A
mistura das placas foi colocado em banho-maria a 70°C por 1 h, para que outros géneros se
extinguissem, restando apenas as bactérias do género Bacillus.

Apo6s o tempo em banho-maria, a mistura constituiu na a amostra pura, da qual
retirou-se 1 mL e diluiu-se em 9 mL de solucdo salina 1% de NaCl, constituindo assim a
diluicdo 10™. A partir desta, foram realizadas diluices seriadas em solugdo salina 1% de
NaCl até a diluicdo 107.

A partir das diluicbes seriadas realizadas para o intestino e o conteudo intestinal
dos camardes, foram retiradas aliquotas de 0,2 mL para que fossem plaqueadas agar nutriente
1,5% de NaCl, em duplicata. Apos este procedimento as placas foram incubadas em estufa a
35°C por 48 h. Depois da incubacdo, as colonias foram contadas com o auxilio de um

contador de colonias.

3.14 Analise estatistica

Os resultados para avaliar as diferencas entre os pesos foram analisados
estatisticamente através de analise de variancia (ANOVA) para experimentos inteiramente
casualizados. Quando houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre o0s
tratamentos, as suas medias foram comparadas duas a duas, utilizando-se o teste de Tukey. O
nivel de significancia adotado foi de 5%. Para a andlise estatistica utilizou-se o0s seguintes
softwares: BioEstat 5.0® e Excel 2010 (Microsoft).
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Foram isoladas dezoito cepas a partir dos tratos intestinais (TI) dos crustaceos

sendo: quatro de siris, oito de caranguejos e seis de camardes. Os isolados foram identificados

resultando em: nove Bacillus spp., dois Bacillus subtilis, dois B. cereus, dois B. thuringiensis,

um B. megaterium, um B. circulans e um Paenibacillus agaridevorans (Tabela 2). Para que

um probidtico utilizado em aquicultura tenha maior probabilidade de eficiéncia, é necessario

gue o microrganismo em questdo seja de origem do animal de interesse (BALCAZAR et al.,

2006). Partindo desta afirmacdo, as cepas isoladas nesta pesquisa (excluindo-se as

patogénicas) podem ser utilizadas para a suplementacdo alimentar de crustaceos, desde que

mostrem resultados favoraveis aos testes de validagcdo como potenciais probioticos.

Tabela 2 - Identificagdo molecular das cepas isoladas das amostras dos siris, caranguejos e camardes.

Cepas Origem Identificagdo molecular Similaridade (%)
9 Siri Bacillus sp. 99,0
12 Siri Bacillus sp. 94,1
13 Siri B. subtilis 98,5
14 Siri Bacillus sp. 99,0
20 Caranguejo Bacillus sp. 92,6
25 Caranguejo B. subtilis subsp. subitilis 97,7
26 Caranguejo Bacillus sp. 99,9
27 Caranguejo B. megaterium 95,8
28 Caranguejo Bacillus sp. 99,0
29 Caranguejo Bacillus sp. 98,9
30 Caranguejo Bacillus sp. 99,2
31 Caranguejo Bacillus sp. 98,3
38 Camaréo B. cereus 99,0
39 Camarao B. thuringiensis 99,6
40 Camarao B. thuringiensis 97,9
41 Camaréo B. cereus 94,1
45 Camaréo B. circulans 99,3
46 Camardo Paenibacillus agaridevorans 97,5

As espécies do género Bacillus sdo encontradas em uma diversidade de

ambientes, com importancia ambiental, clinica e industrial. As cepas identificadas neste

trabalho sdo facilmente encontradas no trato intestinal de crustaceos, isso ocorre devido a
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ingestdo de alimentos que contém esse microrganismo. Existem varios relatos de espécies de
bactérias do género Bacillus sendo isoladas de peixes e crustaceos (GATESOUPE, 1999).
Porém algumas espécies de Bacillus sdo consideradas patogénicas ao camardo L. vannamei e
ndo devem ser utilizadas em carcinicultura, dentre as quais estdo o B. cereus e o B.
thuringiensis, que foram isoladas no presente estudo. Cepas de B. cereus sdo capazes de
produzir uma enterotoxina e uma toxina emeética que causam intoxicacdo alimentar. Uma
espécie bastante utilizada como probiético em aquicultura é o Bacillus subtilis (HAI, 2015),
que também foi identificado nesta pesquisa. Esta espécie protege o trato intestinal dos
camardes contra patdgenos.

No cultivo de camarBes marinhos, € comum a variacdo dos pardmetros
ambientais, tais como, temperatura, pH e salinidade, isso pode causar estresse e gerar doencas
(COCK et al., 2009). Para que o probiotico seja considerado bom, faz-se necessario que a
bactéria a ser utilizada para o devido fim, possa resistir a quaisquer variagdes ambientais que
ocorram durante o cultivo do crustaceo. A Tabela 3 mostra os resultados da simulacdo da

variagdo dos parametros ambientais em que as cepas foram testadas.

Tabela 3 - Teste de crescimento em diferentes temperaturas, pH e concentracdo de cloreto de sodio (NaCl).

Temperatura (°C) pH Salinidade
Cepas
35° 40° 45° 50° 3 5 7 9 0% 3% 5% 10%
9 + + + + - + + + + + + -
12 + + + + - + + - + + + -
13 + + + + - + + - + + + -
14 + + + + - + + - + + + +
20 + + + + - - + + + + + -
25 + + + + - + + + + + + -
26 + + + + - + + + + + + -
27 + + + + - - + + + + + -
28 + + + + + + + + + + + -
29 + + + + - + + + + + + +
30 + + + + - + - - + + + -
31 + + + + - + + + + + + -
38 + + + + - + + + + + + -
39 + + + + - + + + + + + -
40 + + + - - + + + + + + -
41 + + - - - + + + + + + +
45 + + + - - + + - + + + -
46 + + + - - + + + + + + -

(+) Resultado positivo; (-) Resultado negativo.
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A temperatura da agua de cultivo pode variar ao longo do dia e ao longo do ano.
Como resultado da analise de temperatura, a maioria das cepas mostraram ser tolerantes a sua
variagdo. Nas temperaturas de 35°C e 40°C, houve crescimento de todas as cepas. Em 45°C
apenas a cepa 41 nédo cresceu. As cepas 40, 41, 45 e 46 ndo resistiram ao crescimento com a
temperatura de 50°C.

Em cultivos de camardes é comum a variacdo de pH na &gua, essa variacdo pode
ocorrer por inlmeros motivos, um deles € através da excreta dos organismos cultivados. Esses
valores podem variar de proximo a 6 até 9, para que os camarfes alcancem 0 MAximo
crescimento (BOYD, 1990). Outro fator importante a mencionar é que para que um
microrganismo possa ser considerado probidtico, ele deve ser capaz de sobreviver ao pH
estomacal (MARTEAU et al., 1993). O pH do hepatopancreas de camardes L. vannamei varia
entre 3,5 e 3,8 (TORO, 2005). Portanto, é importante que uma cepa selecionada como
probidtica possua resisténcia a variacdo de pH. Apenas a cepa 28 resistiu ao crescimento em
pH 3. O numero de isolados foi maior quando o pH aumentou para 5, chegando mais perto do
pH neutro, nas quais apenas duas cepas ndo apresentaram crescimento, foram elas a cepa 20
(Bacillus sp.) e a cepa 27 (B. megaterium). Quando o pH foi alterado para 7, apenas a cepa 30
(Bacillus sp.) ndo cresceu. Em condicdes de alcalinidade, pH 9, das dezoito cepas testadas,
27,8% nao cresceram. Com estes resultados, pode-se afirmar que algumas destas cepas, em
especial a cepa 28, toleram uma variacéo de pH favoravel a formulacéo de probioticos.

Outro fator importante para a carcinicultura € a salinidade; o L. vannamei e outras
espécies de camardes marinhos toleram grandes variacGes de salinidade (FERREIRA, 2009).
Em cultivos comerciais ocorrem variagdes na salinidade, cuja extensao depende da regido em
que o cultivo é realizado, da época do ano, do regime de chuvas e do indice de evaporagédo
(PEREIRA, 2010). Foi testado o crescimento de espécies de Bacillus em concentracdes de
0%, 3%, 5% e 10% de NaCl. Nas concentracdes de 0%, 3% e 5% de NaCl todas as cepas
testadas apresentaram crescimento. Para a concentracdo de 10% de NaCl apenas 16,67% das
cepas tiveram resultado positivo para o crescimento, as demais cepas ndo conseguiram crescer
nessa quantidade elevada de sal. Com este teste de crescimento, pode-se observar que as
bactérias do género Bacillus suportam grandes variacdes de salinidade, caracteristica desejada
para a producdo de probidticos para camardes marinhos.

A cepa 28 (Bacillus sp.), isolada do TI de caranguejo, foi a mais resistente nos

testes de crescimento em diferentes temperaturas, pH e concentracdo de NaCl. As cepas
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menos resistentes a estes mesmos testes, foram originarias do TI de caranguejo e camarao,
identificadas como Bacillus sp. e Bacillus circulans, cepas 30 e 45, respectivamente.

Na Tabela 4 encontram-se os resultados dos perfis de susceptibilidade a
antimicrobianos das cepas de Bacillus. Para os antimicrobianos eritromicina, ampicilina e
oxitetraciclina, 100% das cepas apresentaram-se susceptiveis. Utilizando o cloranfenicol,
encontrou-se 5,56% (cepa 25) das cepas com resultado intermediario e as demais (94,44%)
cepas foram susceptiveis. Os resultados para o antimicrobiano sulfazotrim foram os mais
diversos: 33,33% susceptiveis (cepas 20, 26, 27, 30, 41 e 45), 38,89% resistentes (cepas 9, 12,
13, 25, 28, 29 e 39) e 27,78% intermediarias (cepas 14, 31, 38, 40 e 46).

Tabela 4 - Perfis de susceptibilidade a antimicrobianos das cepas de Bacillus isolados do trato intestinal de

crustaceos.

Cepas Eritromicina  Cloranfenicol ~ Sulfazotrim Ampicilina Oxitetraciclina

(15 ug) (30 pg) (25 ng) (10 pg) (30 ng)
9 S S R S S
12 S S R S S
13 S S R S S
14 S S | S S
20 S S S S S
25 S | R S S
26 S S S S S
27 S S S S S
28 S S R S S
29 S S R S S
30 S S S S S
31 S S | S S
38 S S | S S
39 S S R S S
40 S S | S S
41 S S S S S
45 S S S S S
46 S S | S S

S: susceptivel; I: intermedidrio; R: resistente.
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Em trabalho realizado com vinte cepas de Bacillus subtilis, Moreira (2010)
encontrou apenas 7% delas com resisténcia ao sulfazotrim, percentual bem inferior ao
encontrado no presente trabalho.

Muitas bactérias sdo resistentes a algum antimicrobiano. Devido ao rapido
crescimento bacteriano ha o favorecimento para que algumas células possam adquirir
mutacBes genéticas aleatdrias, o que resulta na resisténcia a um antimicrobiano e em
vantagem competitiva quando diante dele. Células bacterianas resistentes se multiplicam
gerando cepas resistentes (DROPA, 2012). O teste de perfis de susceptibilidade a
antimicrobianos permite que uma triagem seja realizada para a identificacdo de cepas
resistentes aos antibidticos com o objetivo de impedir a transmissdo do gene de resisténcia de
modo que ndo haja disseminacdo dessa resisténcia a patdgenos.

A Tabela 5 mostra os resultados da deteccdo de potenciais fatores de viruléncia
entre as cepas de Bacillus isoladas do TI de crustaceos. Em grau de ocorréncia, 100% das
cepas de Bacillus sp. analisadas apresentaram atividade das enzimas caseinase, fosfolipase e
B-hemolise, 22,22% para gelatinase (cepas 27, 28, 29 e 30), 5,56% para elastase (cepa 46) e
nenhuma das cepas do estudo em questdo apresentou atividade da enzima lipase. A grande
quantidade de cepas que apresentaram atividade das enzimas caseinase, B-hemolise e
fosfolipase é preocupante, isto pode ser um indicio de potenciais patogenicidades, porém nao

pode-se afirmar que ocasionardo enfermidades nos camardes.
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Tabela 5 - Resultados da deteccdo de potenciais fatores de viruléncia entre as cepas de Bacillus isoladas do trato

intestinal de crustaceos.

Cepa Elastase =~ Gelatinase  Caseinase  Fosfolipase  Lipase B-hemolise

9 - - + + - +
12 - - + + - +
13 - - + + - +
14 - - + + - +
20 - - + + - +
25 - - + + - +
26 - - + + - +
27 - + + + - +
28 - + + + - +
29 - + + + - +
30 - + + + - +
31 - - + + - +
38 - - + + - +
39 - - + + - +
40 - - + + - +
41 - - + + - +
45 - - + + - +
46 + - + + - +

(-) resultado negativo; (+) resultado positivo.

Poucas cepas apresentaram atividade da elastase que atua na determinacdo das
propriedades mecéanicas do tecido conjuntivo (ALP; ARIKAN, 2008). Furniss, Lee e
Donovam (1979) descrevem que a lipase € recorrente em espécies patogénicas do género
Vibrio.

Além dos testes j& mencionados anteriormente, outros testes sdo de grande
importancia para a selecdo de bactérias potencialmente probidticas. Devido ao elevado
namero de espécies bacterianas se torna inviavel fazer experimentos in vivo com animais e
todas as cepas isoladas. Desse modo, como saida a esta problematica, sdo realizados testes em
laboratério que eliminam as espécies que ndo possuem as caracteristicas desejadas. Uma
forma comum de selecionar candidatas probidticas € a realizagdo de testes de inibi¢&o in vitro
(LUIS-VILLASENOR et al., 2011). Dentre os testes feitos em laboratério estdo o teste de
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inibicdo de patdgenos, também conhecido como prova de antagonismo (Tabela 6) e o teste de
agregacdo. O trabalho entdo prosseguiu com um nimero menor de bactérias com as mesmas

caracteristicas e como candidatas a terem potencialidade probidtica.

Tabela 6 - Resultados das provas de antagonismo das cepas de Bacillus, por diferentes técnicas (plug de agar e

estrias cruzadas), usando o Vibrio harveyi como bactéria indicadora.

Cepas Espécies do género Bacillus Eetrias Plug de agar
cruzadas
9 Bacillus sp. - -
12 Bacillus sp. - +
13 B. subtilis - +
14 Bacillus sp. - -
20 Bacillus sp. - -
25 B. subtilis subsp. subitilis - +
26 Bacillus sp. - -
27 B. megaterium - -
28 Bacillus sp. - +
29 Bacillus sp. - +
30 Bacillus sp. - +
31 Bacillus sp. - +
38 B. cereus - +
39 B. thuringiensis - +
40 B. thuringiensis - +
41 B. cereus - -
45 B. circulans - -
46 Paenibacillus agaridevorans - -

(-) resultado negativo; (+) resultado positivo.

O poder de inibicdo das bactérias do género Bacillus foi testado frente a um
patdgeno comum encontrado em carcinicultura, o Vibrio harveyi (VOGELEY et al., 2012). O
teste foi realizado utilizando duas técnicas diferentes: plug de agar e estrias cruzadas. Para a
prova de antagonismo realizado através da técnica de plug de agar foram encontrados o0s
seguintes resultados: dez cepas de Bacillus sp. mostraram capacidade de impedir o
crescimento do patdgeno V. harveyi por intermédio do surgimento de halos de inibicéo,
enquanto oito cepas que ndo possuem esta capacidade. Guedes Neto et al. (2005) afirmam que
a presenca de um halo de inibicdo, ndo importando o seu didmetro, é um indicativo de

antagonismo. Em resposta ao método das estrias cruzadas todas as cepas obtiveram resultado
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negativo. Liu et al. (2015) comprovaram a capacidade antagonista de bactérias do género
Bacillus frente a espécie V. parahaemolyticus, confirmando o potencial uso do género como
probidtico. A capacidade inibitoria de Bacillus ocorre devido a habilidade destas bactérias em
liberar substancias, como toxinas, enzimas bacterioliticas, subprodutos das vias metabolicas
primarias, substancias antibidticas e bacteriocinas com aptiddo bactericida ou bacteriostatica
capaz de inibir bactérias Gram positivas e Gram negativas, incluindo o patégeno V. harveyi
(SCHULZ; BONELLLI; BATISTA, 2005).

No teste das estrias cruzadas as bactérias ficam proximas umas das outras, ja no
teste feito com o plug de agar, os microrganismos ficam em contato direto. Esta é uma
explicacdo para o resultado negativo do teste feito através do método das estrias cruzadas. No
teste realizado com plug de &gar, houve o aparecimento de halos em algumas cepas, 0 maior
halo encontrado foi na cepa 28, Bacillus sp., oriunda do Tl de caranguejo, sendo assim
considerada com maior atividade vibricida. Também foram encontradas cepas com atividade
vibricida em espécies oriundas do Tl de siri e camarao.

A producao de biofilme, verificado por intermédio do teste de agregacdo em vidro
(Tabela 7), das bactérias do género Bacillus mostrou a capacidade delas aderirem a parede
intestinal dos crustaceos. Esta caracteristica é util e indica a capacidade dos microrganismos
sobreviverem em diferentes tipos de ambientes. Das dezoito cepas testadas, as cepas 26, 27,
29, 31, 38, 40 e 45 apresentaram positividade para o teste de agregacao, demostrando possivel
colonizacdo do Tl dos camardes L. vannamei e a potencialidade como probiotico. Fuller
(1989) afirma que para se conseguir um efeito antagdnico os microrganismos probiodticos
devem possuir a capacidade de adesdo celular. As bactérias que apresentam habilidade de
adesdo celular podem ser fornecidas com intervalos mais prolongados do que aquelas que ndo
se aderem, e que deveriam portanto, ser administradas de maneira continua (TORO, 2005). A
Figura 2 mostra o resultado positivo (A) para a adesdo das bactérias do género Bacillus ao

vidro e o resultado negativo (B) para 0 mesmo teste.
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Tabela 7 — Resultado do teste de agregacdo em vidro das bactérias do género Bacillus.

Cepa

Teste de Agregacdo

9
12
13
14
20
25
26
27
28
29
30
31
38
39
40
41
45
46

+

+

+

(-) ndo aderiu ao vidro; (+) aderiu ao vidro

Figura 2 - Adesdo de bactérias do género Bacillus ao vidro. (A) resultado positivo (A) para a adesdo das

bactérias do género Bacillus ao vidro e o resultado negativo (B) para 0 mesmo teste.

FONTE: Autor

Apos a realizacdo dos testes de tolerancia a variacdo de temperatura, pH e

salinidade, teste de antagonismo, teste de agregacdo ao vidro, teste de susceptibilidade a

antimicrobianos e producdo de enzimas extracelulares relacionados a patogenicidade, quatro

cepas foram selecionadas para compor o consorcio a ser suplementado na alimentacdo dos
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camardes, foram elas: cepa 25, Bacillus subtilis, e as cepas 28, 29 e 31, identificadas apenas
como pertencentes ao género Bacillus, todas originarias de caranguejo.

O cultivo comegou com o0s animais pesando aproximadamente 10 g (ndo houve
diferenca estatisticamente significativa dos pesos iniciais entre os tratamentos). Apds 30 dias
de cultivo, os camardes cresceram e 0s pesos (@) iniciais e finais estdo apresentados na Tabela
8. Os pesos finais dos individuos submetidos aos cinco tratamentos ndo apresentaram

diferenca estatisticamente significativa entre si.

Tabela 8 - Peso inicial, peso final e sobrevivéncia dos camardes Litopenaeus vannamei alimentados com ragéo

suplementada com probidtico.

Tratamentos Peso Inicial (g) Peso Final (g) Sobrevivéncia (%)
A 10,0040,27% 12,05+0,26™ 76,92
B 10,16+0,14* 12,08+0,09% 80,00
C 10,0140,18" 11,82+0,24%¢ 80,00
D 10,05+0,20* 12,04+0,23% 86,67
E 10,08+0,25* 11,94+0,18" 60,00

Letras iguais: ndo hé diferenca estatisticamente significativa para 0=5%.

Letras diferentes: ha diferenca estatisticamente significativa para a=5%.

Comparando estatisticamente 0s pesos iniciais e pesos finais, para cada
tratamento, observou-se que houve diferenca estatistica significativa nos tratamentos A, B, D
e E. Porém, no tratamento C, que utilizou um mix bacteriano por aspersdo, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre peso inicial e peso final. Este resultado pode ser
atribuido ao fato das cepas escolhidas para o consorcio quando utilizadas juntas ndo serem
eficientes para o crescimento em peso. Esta afirmacéo leva em consideracdo o tratamento E,
gue também foi feito utilizando o mesmo mix bacteriano, porém as cepas foram encapsuladas
em alginato de sodio, o fato € que nesse tratamento apesar de haver diferenca estatistica
significativa entre o peso inicial e peso final dos camardes, houve baixo crescimento em peso
ao final dos 30 dias de cultivo.

A maior sobrevivéncia foi encontrada no tratamento D, logo em seguida estdo os
tratamentos B e C, que possuem o mesmo resultado de sobrevivéncia. A menor taxa de
sobrevivéncia foi encontrada no tratamento E. Em cultivos comerciais € comum a mortalidade
de camard@es durante o ciclo de producédo. Os resultados encontrados nesta pesquisa obtiveram

taxas de sobrevivéncia acima de 75%, exceto pelo tratamento E.
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Padilha (2005), em um estudo feito com probi6tico comercial concluiu, que a
utilizacdo do produto ndo mostrou vantagens sobre indices de produtividade, ganho em peso,
producdo por hectare, conversao alimentar e sobrevivéncia. Apds 42 dias de cultivo, Ferreira
et al. (2015) ndo encontraram diferencga estatistica significativa para os parametros de peso
final, sobrevivéncia, produtividade, fator de conversdo alimentar, taxa de crescimento
especifico e ganho de peso semanal, entre a dieta controle e a dieta suplementada com
Bacillus sp., porém estes resultados podem ser explicados pela baixa concentracdo de Bacillus

sp. (1x10" UFC/mL) ofertada aos camardes.

Em um estudo realizado por Nimrat et al. (2012), utilizando um consércio de
Bacillus sp. microencapsuladas em alginato de sddio como bactérias probidticas, encontraram
diferencas estatisticas significativas para sobrevivéncia, peso final, ganho de peso médio
diario e taxa de crescimento especifico entre o controle (sem adicdo de probidtico) e os
tratamentos testados com adicdo de Bacillus sp. em concentracdo de 10'° UFC/mL. Antony et
al. (2011) observaram que a introducdo de bactérias dos géneros Bacillus e Vibrio podem
influenciar positivamente o ganho de peso, sobrevivéncia e a inibicdo do patogeno V. harveyi
e do virus da mancha branca em cultivo de Penaeus monodon.

Alguns estudos mostram que a utilizacdo de probidticos resulta em beneficios
para o cultivo de camardes marinhos, dentre 0s quais se destacam: maior resisténcia a
doencas, melhoria na qualidade da &gua, maior sobrevivéncia e diminuicdo da microbiota
patogénica intestinal (AKHTER et al., 2015; HAI, 2015; SONG et al., 2014).

A seguir estdo apresentados os dados referentes a Contagem Padrdo em Placas de
Vibrio e Bacillus no contetdo intestinal (Tabela 9) e no intestino (Tabela 10) dos camardes
apos serem alimentados por 30 dias com uma racdo suplementada com Bacillus sp., como
bactéria probidtica. As contagens foram realizadas antes e ap0s a infeccdo no sistema de

cultivo com o patégeno de camardo Vibrio harveyi.
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Tabela 9 - Contagem Padrdo em Placas de Vibrio e Bacillus no contetdo intestinal dos camardes Litopenaus

vannamei alimentados com ragéo suplementada com probi6tico.

Tratamentos Antes da infeccédo Apos a infeccdo
Vibrio (UFC/g) Bacillus (UFC/g) Vibrio (UFC/g) Bacillus (UFC/g)
A 3,35x10° 1,2x10° * 1,0x10° * 5,7x10°
B 2,12x10° 2,5x10° * 1,25x10°8 * 2,2x10° *
C 5,0x10° * 4,42x10°8 * 1,5x10° * 4,05x10°
D 4,12x10° 3,59x10°% * 2,15x10°8 * 2,57x10°
E 5,62x10° 2,06x10°% * 2,5x10 1,15x10° *
*estimada

No conteudo intestinal de camardes L. vannamei, a quantidade de bactérias do
género Bacillus antes da infeccao foi superior a quantidade de bactérias do género Vibrio, esse
resultado era esperado, pois os tratamentos (exceto o controle) recebiam suplementacdo de
Bacillus sp., como bactéria probidtica, na racdo. Apesar do tratamento controle ndo ter
recebido suplementacdo alimentar a base de bactérias do género Bacillus, este grupo
bacteriano foi encontrado. O motivo esta relacionado a este género ser naturalmente
identificado no trato intestinal de crustaceos.

Antes da infeccdo, a maior contagem de Vibrio no contetdo intestinal dos
camardes foi encontrada no tratamento E e a menor no tratamento C. Os dois tratamentos
receberam as mesmas cepas, porém, administrados de forma diferente. No tratamento E, as
bactérias eram encapsuladas em alginato de sodio e no tratamento C aspergidas sobre a racao,
que apds recebiam um banho de 6leo para que a bactéria aderisse ao pélete. Possivelmente,
essa forma de fixar as cepas na racao tenha interferido negativamente no resultado. O tempo
de acdo dos tratamentos que utilizaram aspersdo foi menor que os tratamentos que utilizaram
o alginato de sodio, fato visualizado pela comparacdo entre os tratamentos, no qual os
tratamentos B e C (aspersdo) apresentaram menor contagem de vibrios em relacdo aos
tratamentos D e E (alginato de sddio), antes da infeccdo. Os tratamentos B, C, D e E
apresentaram contagem de Bacillus sp. superior ao tratamento controle, pois neste ndo havia
suplementacdo com a bactéria probidtica. No tratamento C foi encontrada a maior contagem
de Bacillus sp. e a menor contagem de Vibrio.

Apos a infeccdo, a contagem de vibrios no conteudo intestinal dos camardes
aumentou nos tratamentos, pois houve a inocula¢do de Vibrio harveyi, porém no tratamento E,
ocorreu a diminuigédo da contagem de Vibrio sp. No tratamento B, as contagens de Bacillus sp.

foram semelhantes antes e apos a infecgdo. Nos tratamentos C, D e E houve um pequeno
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decréscimo na contagem de Bacillus sp. antes e ap0s a inoculagdo do patdgeno. No tratamento
A, que ndo recebeu o probidtico, houve uma diminuicdo consideravel das bactérias do género
Bacillus sp. ap6s a infeccdo do sistema de cultivo por V. harveyi.

Tabela 10 - Contagem Padréo em Placas de Vibrio e Bacillus no intestino dos camardes Litopenaeus vannamei

alimentados com racdo suplementada com probidtico.

Tratamentos Antes da infeccdo Apos a infeccdo
Vibrio (UFC/g) Bacillus (UFC/g) Vibrio (UFC/g) Bacillus (UFC/g)
A 1,07x10° * 4x10° 4,5x10° 2,5x10° *
B - 3,48x10° * 8,0x10° 5,76x10° *
C - 1,1x10* * 2,5x10° * 2,54x10°8 *
D - 2,5x10° * 2,6x10° * 1,96x10° *
E 4,42x10" 2,48x10° * - 1,6x10° *

*estimada; (-) ndo houve crescimento bacteriano.

De acordo com a Tabela 10, n&o foi encontrado Vibrio no intestino dos camardes
dos tratamentos B, C e D antes da infeccdo. Apenas nos tratamentos A e E houve contagem de
Vibrio, sendo esta contagem superior no tratamento A (controle), onde ndo houve
administracao de probidticos. Em todos os tratamentos havia Bacillus sp. aderidos a parede do
intestino dos crustaceos, com maior quantidade no tratamento B e menor no D. Nao é possivel
afirmar que as espécies de Bacillus encontradas nesta fase sejam as mesmas espécies
inoculadas na racdo, pois estas foram identificadas em nivel de género. O fato é que as
bactérias do género Bacillus inibiram o crescimento de vibrios antes da infeccéo.

Apos a infeccdo por V. harveyi, foi encontrado Vibrio no intestino dos camardes
submetidos aos tratamentos A, B, C e D. No tratamento A, a quantidade de vibrios aumentou.
Né&o foi encontrado Vibrio sp. no intestino dos camardes do tratamento E, apos a infeccdo. Em
todos os tratamentos foram encontradas bactérias do género Bacillus no intestino dos
camardes. A menor contagem foi encontrada no tratamento A, correspondente aquele que ndo
houve adicdo de bactérias probidticas.

A secrecdo de substancias por bactérias do género Bacillus explica o efeito da
diminuicdo sobre as bactérias do género Vibrio (SCHULZ; BOBELLI; BATISTA, 2005).
Estes autores verificaram a atividade antagonista das cepas probioticas em relacdo as bactérias
Gram negativas; essa inibicdo ocorre devido, principalmente, a producdo de compostos pelas
bactérias probioticas capazes de inibir o crescimento de bactérias Gram negativas. Além disto,

a utilizacdo preventiva de probioticos pode impedir as infegdes causadas por V. harveyi nos
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estagios iniciais de desenvolvimento larval. Toro (2005) observou que ao se trabalhar com
bactérias laticas probidticas, estas mostraram-se protetoras, inibindo o desenvolvimento de V.
harveyi e confirmando os resultados in vitro da acdo inibitéria e do teste de interacdo
competitiva.

Vieira (2010), em estudo sobre o efeito do uso de dieta suplementada com
probidtico apos desafio com V. harveyi, verificou que a suplementacdo da dieta com a
utilizacdo da bactéria probidtica Lactobacillus plantarum alterou significativamente a
microbiota intestinal dos camardes e provavelmente aumentou a resisténcia dos crustaceos a
infeccdo por V. harveyi. O autor encontrou melhor resultado de sobrevivéncia nos camardes
alimentados com dieta suplementada com probidtico e desafiados com V. harveyi do que nos
camardes alimentados com dieta sem adicdo de probidticos. Tais resultados corroboram com
0s do presente trabalho, em que houve mortalidade durante todo o cultivo. No entanto,
analisando o periodo de desafio com o V. harveyi, apenas no tratamento controle (que nao

recebeu adicédo de probioticos) foi verificado mortalidade.

A microbiota intestinal de organismos aquaticos em sua maior parte € composta
por microrganismos Gram negativos, contudo esta realidade pode ser modificada utilizando
bactérias Gram positivas na dieta e na agua de cultivo dos animais. Melhores resultados sao
encontrados quando os probidticos sdo administrados diretamente na alimentacédo, visto que
na agua o fator diluicdo atua negativamente para sua efetividade (RENGPIPAT et al., 1998).

As variaveis de qualidade de agua (Tabela 11) diferiram das citadas na literatura
como valores ideais de méaximo crescimento da espécie L. vannamei. Porém os valores
encontrados foram suficientes para que os camardes continuassem exercendo suas atividades
vitais (AUDELO-NARANJO; CAMPOS et al., 2012; VOLTOLIN; ROMERO-BELTRAN,
2012).

Tabela 11- Variaveis de qualidade de agua, iniciais e finais, do cultivo do camardo Litopenaeus vannamei.

Anélises Inicial Final
A B C D E
NAT* (mg/L) 6,378 1,770 0,662 1,531 0,960 0,764
Nitrito(mg/L) 2,379 1,113 1,005 1,076 1,070 1,929
Nitrato (mg/L) 1,071 5,628 5,728 1,084 1,306 4,704
Fésforo (mg/L) 3,428 0,652 0,651 0,685 0,684 0,659
Alcalinidade (mg/L CaCOs) 153 142,8 153 142,8 136,68 1326

*NAT: nitrogénio amoniacal total.
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5 CONCLUSOES

e Foi possivel o isolamento e verificacdo da eficiéncia de cepas do género Bacillus para
0 uso como probidticos no cultivo do camardo L.vannamei;

e Nd&o foi verificada uma associacdo entre o0 uso de probidticos nos diferentes
tratamentos e o0 peso dos camardes L. vannamei ao final do cultivo;

e O uso do consércio bacteriano bioencapsulado (tratamento E) se mostrou mais

eficiente frente & infeccéo pelo patégeno V. harveyi.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados encontrados neste trabalho pode-se sugerir a realizacdo de
estudos complementares da potencialidade probiotica das cepas de Bacillus sp. utilizadas
neste experimento para o controle de Vibrio, minimizando os efeitos deste patégeno na

carcinicultura.
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