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RESUMO

A pescaria de lagostas ¢ uma das principais pescas desenvolvidas no Brasil, apresentando o
Estado do Ceara com a maior representacdo economica. As espécies da familia Palinuridae
sdo as que mais agregam valor econdmico, em especial Panulirus laevicauda e Panulirus
argus. Devido o decréscimo da pesca mundial o setor vem tentando receber apoio da
aquicultura, porém, com a intensificacdo e deterioracdo do ambiente de cultivo diversas
doengas estdo surgindo e o uso excessivo de produtos como antibidticos pode levar ao
aumento da resisténcia patogénica. Uma das estratégias que se mostra como a mais
promissora ¢ a utilizagdo de microrganismos vivos (probidticos), sendo eles administrados na
ragdo, injetados ou adicionados na dgua com o intuito de combater ou controlar doencas
infecciosas. O presente estudo teve como objetivo identificar bactérias com potencial
probidtico em lagostas espinhosas das espécies Panulirus laevicauda e Panulirus argus.
Analisando a capacidade dessas cepas suportarem variagdes de salinidade, temperatura e pH,
avaliar o perfil enzimatico, a capacidade de formar agregados, antagonizar frente a patdgenos
e a susceptibilidade a antibidticos utilizados na carcinicultura, veterinaria e clinica humana.
Como resultados foram observados: na salinidade o crescimento em 3 e 10%o0 das estirpes
oriundas do intestino residente da P. laevicauda e do intestino transitorio da P. argus, para a
temperatura o melhor crescimento foi observado pelas estirpes do hepatopancreas em todas as
faixas testadas, para o pH o crescimento satisfatorio foi nas concentragdes de 5, 7 € 9, nas
amostras do intestino residente e hepatopancreas da P. laevicauda, no perfil enzimatico as do
intestino residente e intestino transitorio da P. laevicauda, e no intestino transitério da P.
argus foram as que se destacaram, para agregacdo foram as do intestino transitério de P.
argus. E para o perfil de resisténcia foi observada: nas amostras de P. /laevicauda isoladas do
intestino residente resisténcia a: Amoxicilina, Ciprofloxacina, Cloranfenicol e Tetraciclina, no
intestino transitorio a resisténcia foi a Amoxicilina, Ciprofloxacina e Norfloxacina. Nas
estirpes de P. argus foi observada resisténcia nos dois intestinos com o mesmo padrao:
Amoxicilina, Ciprofloxacina e Tetraciclina. As andlises mostraram que existe possibilidade de
acdo probidtica das cepas, porém, ainda se faz necessario a realiza¢do de mais testes para a
comprovacao dos seus efeitos.

Palavras — Chave: Pescarias Marinhas; Intestino, Enzimas, Microrganismos; Acao

Probidtica.



ABSTRACT

Lobster fishing is one of the main fisheries in Brazil, with the state of Ceara having the largest
economic share. The species of the Palinuridae family are the most economically valuable,
especially Panulirus laevicauda and Panulirus argus. Due to the decrease in global fishing,
the sector has been trying to receive support from aquaculture, but with the intensification and
deterioration of the farming environment, various diseases are appearing and the excessive
use of products such as antibiotics can lead to an increase in pathogenic resistance. One of the
most promising strategies is the use of live microorganisms (probiotics), which are
administered in the feed, injected or added to the water in order to combat or control
infectious diseases. The aim of this study was to identify bacteria with probiotic potential in
spiny lobsters of the Panulirus laevicauda and Panulirus argus species. Analyzing the ability
of these strains to withstand variations in salinity, temperature and pH, evaluating the
enzymatic profile, the ability to form aggregates, antagonize pathogens and susceptibility to
antibiotics used in shrimp farming, veterinary and human medicine. The results were as
follows: in salinity, growth was observed at 3 and 10%o for the strains from the resident
intestine of P. laevicauda and the transient intestine of P. argus; for temperature, the best
growth was observed by the strains from the hepatopancreas in all the ranges tested; for pH,
satisfactory growth was observed at concentrations of 5, 7 and 9 in the samples from the
resident intestine and hepatopancreas of P. laevicauda. P. laevicauda, in the enzymatic profile
those from the resident intestine and transitional intestine of P. laevicauda, and in the
transitional intestine of P. argus were the ones that stood out, for aggregation were those
from the transitional intestine of P. argus. As for the resistance profile, resistance was
observed in the P. laevicauda samples isolated from the resident intestine to: Amoxicillin,
Ciprofloxacin, Chloramphenicol and Tetracycline, and in the transient intestine to
Amoxicillin, Ciprofloxacin and Norfloxacin. In the P. argus strains, resistance was observed
in both intestines with the same pattern: Amoxicillin, Ciprofloxacin and Tetracycline. The
analysis showed that there is a possibility of probiotic action of the strains, however, it is still

necessary to carry out more tests to prove their effects.

Keywords: Marine Fisheries; Intestine; Enzymes; Microorganisms; Probiotic Action.
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1. INTRODUCAO

Diversas pesquisas buscam descobrir a origem da pesca. Relatos mais antigos
sobre essa atividade, no continente sul-americano, levam a crer que a exploracao de recursos
aquaticos ocorreu a partir o periodo Colonial, no entanto, ha indicios de povos especializados
nessa area ha cerca de 12 mil anos na costa maritima, onde se localiza o Peru e Chile,
atualmente (WAGNER;SILVA 2020).

No Brasil, a pesca ¢ regulamentada pela Lei N° 11.959, de junho de 2009, que
promove o desenvolvimento sustentavel dessa atividade como fonte de renda, alimentacao,
emprego e lazer. Essa lei busca garantias para o uso sustentavel dos recursos, preservagao,
conservagao do meio ambiente e sua biodiversidade (BRASIL, 2009).

Desse modo, a pescaria de lagostas se destaca como sendo uma das principais
pescas desenvolvidas no Brasil. A exploracdo desse recurso se deu a partir dos anos 50 em
Pernambuco e 5 anos depois chegou ao Estado do Ceard onde se tornou o principal polo de
captura de lagostas no pais (VIANA et al., 2021). Esse Estado possui a sétima maior extensao
costeira do Brasil e a terceira maior do Nordeste, detendo mais de 570 km de faixa litoranea
(PAULA et al., 2019). As principais areas de pesca no Estado do Ceard estao localizadas nos
municipios de Camocim, Acarau, Itarema, Barroquinha (Bitupitd), Beberibe (Parajuru),
Cascavel (Caponga), Fortaleza (Porto do Mucuripe) e Icapui (Redonda), destacando Icapui e
Itarema como notaveis pontos de captura de lagostas (OLIVEIRA, 2015).

Ademais, a pescaria desse crustaceo possui a maior representacdo econdémica do
Ceara. As espécies da familia Palinuridae sdo as que mais agregam valor econdomico, em
especial as lagostas Panulirus argus e Panulirus laevicauda (lagosta vermelha e verde
respectivamente) e como fauna acompanhante as lagostas sapateiras Scyllarides brasiliensis,
S. delfonsi, Parribacus antarcticus ¢ Panulirus echinathus (lagosta pintada) (CRUZ et al.,
2011; FONTELES-FILHO, 2011).

Vale ressaltar que as pescarias marinhas ndo estdo progredindo e o mercado nesse
setor vem sendo sustentado prioritariamente pela aquicultura (XIMENES;VIDAL 2021).
Mundialmente, a criagdo de lagostas e lagostins apresenta uma perspectiva promissora para o
desenvolvimento econdmico e para seguranca alimentar, aliado a reducdo da pressdo sobre as
populacdes naturais desses crustaceos (ALVANOU et al., 2023). Porém, com a intensificacao
e deterioracdo do ambiente de cultivo diversas doengas podem surgir (STENTIFORD et
al.,2012). Inumeras substancias, como fendis sintéticos, inseticidas e antibidticos, sdo

utilizados para elimina¢do de patdgenos (RAJEEVer al., 2021). Contudo, o uso excessivo
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desses produtos pode levar ao aumento da resisténcia patogénica (THORNBERet al., 2020).
Bactérias resistentes a antibidticos na aquicultura evidenciam uma problematica crescente e
desse modo, novos métodos sdo necessarios para o combate da multirresisténcia bacteriana
(CDC, 2019). Sendo assim, uma das estratégias mais promissoras ¢ o uso de microrganismos
vivos (probioticos), podendo ser administrados na ragdo, injetados ou adicionados na agua a
fim de combater ou controlar doencas infecciosas (GARCIA-MARQUEZ et al., 2022; EISSA
etal.,2023).

A microbiota intestinal pode ser um possivel alvo para eliminar essas ameagas
(NEWMAN; ARSHAD, 2020). Aplicacdes de probidticos podem desempenhar fungdes
fundamentais, modulando diversos aspectos da satde desses animais (ALVANOU et al.,
2023). Como por exemplo, ajudando no sistema imunologico e aumentando a resisténcia a
diferentes contaminag¢des microbianas (MADANI et al.,2018; VAN DOAN et al., 2018;
DAWOOD et al., 2019). Tais praticas melhoram o microbioma intestinal do hospedeiro
(SELIM; REDA, 2015; RAMOS et al., 2017) e consequentemente sua funcionalidade (BURR
et al., 2008). Diante do exposto, o presente estudo buscou identificar bactérias com potencial

probidtico em lagostas espinhosas das espécies Panulirus argus € Panulirus laevicauda.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Atividade Pesqueira

A pesca ¢ uma atividade milenar que desde a sua origem possui um importante
papel histérico, no ambito global. Caracterizada pela captura ou retirada de organismos vivos
oriundos de um ambiente aquatico, possui relevancia recreativa, social e econdmica. Essa
pratica iniciou-se pelas civilizagdes primitivas, desempenhando um papel primordial na
subsisténcia desses povos. Essas areas obtiveram expansdo, com o decorrer dos anos e entdo
os grandes impérios notaram que essa atividade era altamente lucrativa e adotaram as
pescarias como funcao econdmica (DIEGUES, 2000).

Comparando todas as categorias de produgdo de pescados (pesca marinha, pesca
continental, aquicultura marinha e aquicultura continental) a pesca marinha continua sendo a
maior produtora de pescado com 84,4 milhdes de toneladas, seguida da aquicultura
continental e marinha, que produziram 82,1 milhdes de toneladas e por fim a pesca
continental com 12 milhdes de toneladas (FAO, 2020).

Depois de anos de estacionamento, a FAO verificou um aumento de 5,4% na
captura de espécies marinhas, totalizando 96,4 milhdes de toneladas em 2018, esse acréscimo
foi atribuido ao aumento da captura de Anchoveta (Engraulisringens) no Chile e no Peru.
Estima-se que a producdo mundial de pescado, advindo das atividades pesqueiras, tenha
movimentado cerca 96,4 milhdes de toneladas de pescados mundialmente. E importante
ressaltar que o Brasil ndo divulga seus dados relacionados a producdo pesqueiras desde 2011
(FAO, 2020).

Nesse pais, depois de mais de vinte anos de debates entre representantes do setor
pesqueiro, do poder executivo brasileiro e dos parlamentares, o Congresso Nacional aprovou
e o Presidente da Republica sancionou a Lei no 11.959, de 29 de junho de 2009, que
estabelece a Politica Nacional de Desenvolvimento Sustentavel da Aquicultura e da Pesca.
Essa norma define a pesca como sedo todo procedimento, ato ou execucdo com objetivo de
extrair, colher, apanhar, apreender ou capturar recursos pesqueiros e atividade pesqueira como
todos os métodos de pesca, explotacdo e exploracdo, criagdo, conservagdo, processamento,
transporte, comércio e estudos desses organismos (BRASIL, 2009), sendo realizada ao longo

da regido costeira brasileira (CRUZ et al., 2011).
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O Brasil possui uma extensa zona costeira, o que contribui para diversificar
caracteristicas climaticas tropicais, subtropicais e temperadas, criando particularidades
ecologicas, oceanograficas e geologicas diferentes para algumas regides do pais, contribuindo
para abundancia de diferentes espécies de pescados (MARRONI; ASMUS, 2013).

A atividade pesqueira movimenta no Brasil cerca de R$ 5 bilhdes de reais
(SEDREZ et al., 2013; LINS et al., 2020). Contribuindo para a economia, abastecendo o
mercado interno e externo (PINHEIRO et al., 2014; LUTZ et al., 2016). Considerando o
aprego do mercado externo pelo consumo da lagosta, houve a expansao da pescaria desse
crustaceo na Regido Nordeste do pais, no final da década de 90. O que caracterizou o inicio de
uma corrida da industria pela captura e exportacdo desse pescado, tornando-o um dos
produtos brasileiros mais exportados (PORTO, 2005). Portanto, as lagostas espinhosas se
tornaram um importante recurso comercial no Brasil (ALMEIDA, 2021). Aproximadamente
toda a producdo desses animais ¢ enviada para o mercado externo, tendo Estados Unidos,
Japdo e Franga como principais paises consumidores desse produto (CAVALCANTE, 2018).

Em soma, a exploragdo extrativista praticada de forma insustentavel por diversos
anos, fez com que os estoques sofressem uma propensdo a queda na producdo devido a
sobrepesca. Ademais, ocorreu a depreciacdo do valor da lagosta no mercado externo
ocasionados pela instabilidade quanto ao tamanho dos individuos (SANTOS, 2019;
ALMEIDA, 2021). Apesar da exploracdo desse recurso possuir grande importancia
econOmica e ecoldgica para o Brasil, a falta de dados de producdo e as raras e antigas
informacdes sobre as populacdes existentes dificultam a avaliacdo do impacto da atividade
pesqueira e a sustentabilidade dessa pratica para o futuro (ANDREW et al., 2007; JEFFERS
etal., 2019).
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2.2 Espécies de Lagostas Espinhosas no Brasil

No Brasil, ¢ possivel constatar a existéncias de cinco diferentes espécies de
lagostas, sendo Panulirus argus (lagosta vermelha) a mais capturada e por consequéncia
comercialmente de maior rentabilidade e em segundo lugar se encontra Panulirus laevicauda
(lagosta verde). E observada a presenca, apesar de insignificante, de Panulirus echinatus
(lagosta-pintada) encontrada principalmente no Arquipélago de Fernando de Noronha, em
Pernambuco (FONTELES-FILHO, 2011). As demais espécies sdo consideradas apenas como
fauna acompanhante: Scyllarides brasiliensis, Scyllarides delfonsi (lagostas sapateiras)
(CRUZ et al., 2011).

A espécie Panulirus argus (Latreille, 1804) comumente chamada de Lagosta-
Vermelha e Lagosta-Espinhosa-do-Caribe ¢ a mais abundante na costa brasileira. Sua
incidéncia vai do Mar do Caribe até o litoral do Sudeste brasileiro. Possui como principal
caracteristica o exoesqueleto coberto por espinhos (de onde adquiriu o nome popular de
lagosta-espinhosa), costuma viver em grupos e habitar fundos rochosos, sua coloragdo pode

variar de amarronzada a avermelhada (SILVA et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1 — Ocorréncia e classificacdao da Panulirus argus no Brasil.

Classificacao
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Fonte: Sistema de Informagao da Biodiversidade Brasileira— SiBBr (2023).

A espécie Panulirus laevicauda (Latreille, 1817) é conhecida como Lagosta do
Cabo Verde, possui cor esverdeada e seus anéis abdominais sdo inteiramente lisos. Se
assemelham a P. argus por ambas possuirem carapaga coberta por espinhos (FONTELES-

FILHO, 2011) (Figura 2).
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Figura 2 — Ocorréncia e classificagdo da Panulirus laevicaudano Brasil.

Classificagao
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species

Pamulirus laevicauda

Fonte: Sistema de Informacao da Biodiversidade Brasileira — SiBBr (2023).

As espécies P. laevicauda e P. argus podem coabitar no mesmo habitat, porém as
lagostas verdes sdo mais comumente encontradas em regides mais rasas, de aproximadamente

50 metros de profundidade (SILVA et al., 2008).
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2.3 Probioticos

A intensificagdo no cultivo de organismos aquaticos ocasionou uma maior
frequéncia de enfermidades, fazendo com que fosse necessaria a utilizagdo de antibioticos
para lidar com esse transtorno (SUMON et al., 2022). O uso desordenado desse produto fez
com que fosse necessario o desenvolvimento de estratégias para o controle de patdgenos,
visto que a resisténcia a antibioticos se tornou uma preocupagdo mundial (VERSCHURE et
al., 2000). Além disso, foi possivel perceber efeitos na microbiota intestinal dos organismos
aquaticos alterando seu sistema nutricional e sua resposta imunoldgica frente a patdgenos
(REKECKI et al., 2009; MAYNARD et al., 2012).

Sendo assim, na aquicultura, o bom funcionamento do sistema gastrointestinal dos
individuos ¢ fundamental para a producdo animal sustentavel (RINGO et al., 2018). Desse
modo, os probioticos exercem funcao essencial, sendo considerados promissores desde a sua
primeira utiliza¢do no cultivo (KOZASA, 2015).

Segundo Salminen et al. (2021) probidticos sdo microrganismos que
administrados de modo e em quantidades ajustados proporcionam beneficios ao hospedeiro.
De acordo com Chauhan e Singh (2018), para as bactérias serem reconhecidas como um
probidtico precisam atender aos principais critérios, tais como: ter efeito benéfico ao
hospedeiro, seja no crescimento, na imunoestimulagdo, na diminuicdo de efeitos estressores
ou na protecdo contra agentes patogénicos; ndo devem proporcionar nenhum efeito deletério
ou danoso ao animal; possuir bons atributos sensoriais, possuir atividade fermentativa, ¢
desejavel ter tolerancia a liofilizagdo; além de tolerancia acida e biliar; resisténcia as enzimas
gastricas; e capacidade de adesdo ao trato gastrointestinal.

Devido a correlagdo da produtividade dos crusticeos com o seu habitat as
alteragdes ambientais podem provocar doencas e a conservacao dos estoques pode ser afetada
(BUTT et al., 2021). Os probidticos, a principio, eram aplicados de forma preventiva a fim de
combater algum surto que pudesse acometer o cultivo (AZAD et al., 2005; GOMES et al.,
2009; VAN HAI, FOTEDAR, 2010). Com o passar do tempo, essa metodologia se
desenvolveu e o uso crescente dessa pratica se tornou uma ferramenta importante para o
desempenho zootécnico, auxilio na manutencdo da qualidade da 4gua e resisténcia a
patdgenos nos cultivos de crustaceos (ANJOS, 2021).

De acordo com Alvanou et al. (2023), diversos estudos indicam que o uso de
probidticos em cultivos de crustaceos podem demonstrar resultados positivos no

desenvolvimento desses individuos, mesmo que ainda haja incertezas em relagao a dosagem
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administrada. Nessa situacdo, sugere-se que estudos devam ser realizados a fim de uma
melhor compreensdo sobre o potencial probidtico da microbiota de lagostas e seu

funcionamento diante do hospedeiro.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Verificar o potencial probidtico de cepas bacterianas isoladas do sistema digestorio de
lagostas espinhosas Panulirus argus (lagosta vermelha) e Panulirus laevicauda (lagosta

verde) possuem potencial probiotico.

3.2 Objetivos Especificos
- Averiguar a capacidade de tolerancia a variacdes de temperatura, salinidade e pH das cepas
estudadas;

- Identificar perfil enzimatico da microbiota das lagostas analisadas;
- Verificar agdo antagdnica das cepas estudadas frente Vibrio parahemolyticus ATCC 53;
- Anélise da producao de exopolissacarideos;

- Investigar resisténcia a antimicrobianos das bactérias encontradas no sistema digestivo de

lagostas espinhosas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Area de Estudo

As lagostas foram coletadas no periodo dos dias 15 ¢ 16 de janeiro de 2019, na
comunidade pesqueira da Praia de Redonda, localizada no municipio de Icapui — CE, a cerca
de 15 km da sede do municipio.

Ao todo, foram processados um total de 20 individuos dos quais, 10 pertenciam a

espécie de P. argus e 10 a espécie de P. laevicauda (Figura 3).

Figura 3 —Mapa da localizacao da Praia de Redonda, Icapui - CE.
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Fonte: OLIVEIRA (2023).

4.2 Selecao e Isolamento dos Microrganismos

Os animais foram devidamente sensibilizados por meio da técnica de
termonarcose, (FREIRE; GONCALVES, 2013) com o intuito de minimizar o estresse
causado pelo abate, apds a insensibilizagdo, o intestino foi extraido de forma higiénica.

Apoés esse procedimento, as amostragens foram separadas em duas categorias:
cepas residentes e cepas transitdrias do intestino. Para que fosse realizado esse procedimento,
o intestino foi retirado de forma asséptica e lavado com 4gua destilada estéril e alcool 70%.
Essas amostras foram diluidas em 4gua do mar estéril, com a salinidade ajustada para 10g/L ™!
ou 10%o (partes por mil) e apos entrar em contato com o material processado, foram diluidas

. -1 5 . .
em series de 10™ a 10™, ou seja, da forma mais concentrada para a menos concentrada.
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Para a cultura dos microrganismos, foi utilizado o meio de crescimento nao
seletivo TSA (Agar Triptona de Soja) solubilizado em 4gua do mar, aplicando o Método de
contagem de Placas (CPP) e o Método de Incorporagao em placa (Pour Plate), um método de
inoculagdo em profundidade (VIEIRA; TORRES, 2004), caracterizado pela transferéncia de 1
ml da amostra para placas de Petri e adi¢do do meio de cultura. Posteriormente, as amostras
foram mantidas em uma estufa bacterioldgica a 35°C por um periodo de 48 horas. Apos esse
periodo foram realizados contagens e isolamento das colonias. A identificagdo e
caracterizacdo morfoldgica das bactérias foi realizada seguindo a técnica de coloragao de
Gram (VIEIRA; TORRES, 2004; PELCZAR, 1997). Depois de identificadas, as amostras
foram preservadas em agar TSA para que fossem utilizadas nos estudos posteriores (Figura

4).

Figura 4 —Fluxograma do Método de Incorporagdo em placa (Pour Plate) realizada

para o isolamento das cepas.
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Fonte: Autora (2023).
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4.3 Selecao dos Microrganismos com Potencial Probiotico

Para selecdo dos microrganismos, 30 cepas pertencentes ao intestino das lagostas
P. argus e P. laevicauda foram cultivadas. Essa selecao foi feita a partir de diferentes
tamanhos, formatos e cores das coldnias, a fim de ter uma maior diversidade de bactérias para
analise. As cepas foram submetidas a teste de coloragdo de Gram com a finalidade de

determinar a morfologia das suas paredes e verificar a pureza das células.

4.4 Determinacao de Tolerancia a Temperaturas

As cepas foram inoculadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion), meio liquido
ideal para o crescimento e desenvolvimento de microrganismos, acrescido de dgua do mar
10%eo, estéril. As culturas bacterianas foram incubadas em 4 temperaturas diferentes (25°C,
40°C, 45°C e 50°C), em um banho-maria por um periodo de 24 horas. O indicativo de

crescimento bacteriano foi a turvagdo do meio de cultura (Figuras 5 e 6).

Figura 5 —Fluxograma do Teste de tolerancia a variacdo de Temperatura.

Fonte: Autora (2023).
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Figura 6 — Observagdo da turvacdo do meio de

cultura indicando resultados positivos e

negativos.

Legenda: (+) houve crescimento; (-) ndo houve crescimento.

Fonte: Autora (2023).

4.5 Determinacio da viabilidade sob diferentes concentracoes de pH

Os microrganismos foram inoculados em caldo BHI acrescido de agua do mar
10%o0 em 4 niveis diferentes de pH (3, 5, 7 e 9) e incubados em uma estufa bacteriologica a
35°C por um periodo de 24 horas, seguindo as recomendacdes de (CAI et al., 1999) o

indicativo de crescimento foi a turva¢ao do meio de cultura (Figuras 7 e 8).

Figura 7 —Fluxograma do Teste de tolerancia a varia¢des de pH.
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Fonte: Autora (2023).
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Figura 8 — Observacao de resultados positivos e negativos.

Legenda: (+) houve crescimento; (-) ndo houve crescimento

Fonte: Autora (2023).

4.6 Determinacao da Tolerancia a NaCl

As cepas foram inoculadas em caldo TSB (7ryptone Soya Broth) sem a adi¢ao de
sais na composicao, foram realizadas diferentes concentragdes de NaCl (0%, 3%, 5% e 10%).
As amostras permaneceram na estufa bacteriologica a 35°C por um periodo de 24 horas. O
resultado positivo de crescimento foi por meio da turvagdo do meio de cultura (Figuras 9 e

10).

Figura 9 —Fluxograma do Teste de tolerancia a diferentes concentragdes de NaCl.
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Fonte: Autora (2023).
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Figura 10 — Resultado do crescimento bacteriano nas

concentragoes de NaCl 0%.

Legenda: (+) houve crescimento; (-) ndo houve crescimento.

Fonte: Autora (2023).

4.7 Determinacao do Perfil Enzimatico

As cepas foram testadas em relagdo a auséncia ou presenca de determinadas
enzimas, essas foram: Elastase, Gelatinase, Caseinase, Fosfolipase, Lipase, Amilase, Celulase,
Quitinase e f-Hemolise. (RUST, MESSING, IGLEWSKI, 1994; RODRIGUES et al., 1993,
FURNISS, LEE, DONOVAN, 1979).

4.7.1 Elastase

A metodologia utilizada foi proposta por Rust, Messing e Iglewski (1994). O meio
foi preparado em duas partes: a base que ocupa 2/3 do total da placa e a cobertura que ocupa
1/3 do total da placa de petri.

Foi utilizado na base o agar Noble da marca Difco e caldo nutriente, o pH do meio
deve ser de 7,5 e necessario esperar a solidificacdo da base para que a cobertura seja
adicionada. A cobertura foi composta de agar Nutriente, caldo nutriente e 0,3% de elastina.
Os microrganismos foram previamente inoculados em caldo BHI 10%o. Uma aliquota 4 ul do
in6culo foi transferida para placas de elastase e deixado crescer na placa por um periodo de 7
dias a 35 °C. A positividade do teste ¢ observada por meio da hidrolisacao da elastina, vista

em um halo ao redor do inoculo (Figura 11).
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Figura 11 — Resultados do teste de Elastase dos microrganismos analisados.

Legenda: (A)Placa de Elastase com os inoculos; (B) halo transparente indicando a hidrolise da
elastina.

Fonte: Autora (2023).

4.7.2 Gelatinase

Para a identificacao de bactérias que tenham a capacidade de hidrolisar gelatina,
foi preparado um meio de cultura com agar TSA com 1% de NaCl e adicionado de 0,5% de
gelatina, esse meio possui pH que pode variar de 7,5 a 8. O in6culo adicionado a placa,
permaneceu na estufa por um periodo de 7 dias a 35° C. Para a visualizagao da positividade da
atividade gelatinolitica, ¢ necessario fazer uma solugdo supersaturada de (NH4),SO4 (Sulfato

de Amonio), como revelador (Figura 12).

Figura 12 —Placas de Petri contendo meio para o teste de Gelatinase.

Legenda: (A) Placa de Gelatinase contendo os inoculos; (B) Observagdo do halo translucido com o
auxilio da solugdo reveladora.

Fonte: Autora (2023).
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4.7.3 Caseinase

Seguindo as recomendacdes de Rodrigues et al. (1993) com modificagdes, o meio
foi dividido em duas partes: um Erlenmeyer continha metade da solucao total do meio para
que fosse solubilizado 5% de leite em p6 desnatado, o outro Erlenmeyer continha 4gar
Nutriente, somente apds a retirada dos meios da autoclave as duas solugdes sdo misturadas e
adicionadas as placas de petri. Nao houve verificagao de pH.

As cepas crescidas em caldo BHI 10%o por 24 horas a 35°C foram adicionadas as
placas, 4 ul do inéculo foi transferido para placas contendo esse meio especifico, por 5 dias a
35° C. A visualizacdo da positividade da atividade das bactérias no meio foi por meio da
visualizagdo da formagdo de um halo translucido ao redor do crescimento bacteriano (Figura
13).

Figura 13 — Placa de petri contento o meio para o Teste de Caseinase.

caseinase

Legenda: (A)Placa com as cepas inoculadas; (B) Formagdo do halo indicando a quebra da caseina.

Fonte: Autora (2023).

4.7.4 Fosfolipase

Para a realizacdo do teste, foi necessario adicionar 1% de uma solucdo contendo
gema de ovo e salina 0,85% ao 4gar TSA. O pH do meio deve estar entre 7,5 a 8. Apds o
preparo, foi transferido 4 pl do in6culo bacteriano crescido em caldo BHI pra placas contendo
esse meio, posteriormente, essas placas de Petri foram incubadas por um periodo de 7 dias a
35°C, segundo as recomendacdes de Liu, Lee e Chen (1996). A apresentacdao de positividade

foi o aparecimento de um halo claro e translucido ao redor do indculo (Figura 14).
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Figura 14 — Placas de Petri contendo o meio para o teste de Fosfolipase.

Legenda: (A)Placa de Fosfolipase contendo os inoculos; (B) Indicag@o de hidrolisagdo de fosfolipase com a
apresentagdo do halo.

Fonte: Autora (2023).

4.7.5 Lipase

Para verificagdo da produ¢do de lipases pelas cepas analisadas foi utilizado meio
TSA, com o pH ajustado para 7,5 a 8, acrescido de uma aliquota de1% de TWEN 80 ap6s o
resfriamento do meio. A positividade foi observada pela visualizacao de um halo opalescente

assim como foi descrito por Liu, Lee e Chen (1996) (Figura 15).

Figura 15 —Placas contendo o meio para o teste de Lipase.

Legenda: (A)Placa de Lipase contendo os inoculos; (B) Indicagdo de hidrolise de lipase observado
pela formacdo de halo.

Fonte: Autora (2023).
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4.7.6 p-Hemdlise
A técnica da atividade hemolitica foi observada pela utilizagdo do meio de cultura
TSA com adi¢do de 5% de sangue de carneiro (LB —LABORCLIN). As cepas bacterianas
foram inoculadas e incubadas em estufa bacteriologica por até 4 dias a 35°C. A positividade
da atividade hemolitica foi observada pela presenca deum halo transparente ao redor do
inoculo (FURNISS; LEE; DONOVAN, 1979) (Figura 16).
Figura 16 — Placa contendo agar Sangue.

.

Legenda: (A)Placa de agar sangue contendo os inoculos; (B) Presenca de halo indicando atividade
B-hemolitica.

Fonte: Autora (2023).

4.7.7 Amilase
A metodologia foi realizada de acordo com Rodrigues et al. (1993). Sendo assim,
os microrganismos foram inoculados em agar Nutriente acrescido de 0,1% de amido solavel,
as cepas foram incubadas a 35°C por um periodo de 24 horas. A positividade ¢ observada pela
presenga de um halo transparente, ¢ necessario utilizar uma solucdo de Lugol 1%, como
revelador (Figura 17).
Figura 17 — Placa contendo o meio para o teste

de amilase apos a adi¢do do Lugol 1%.

Fonte: Autora (2023).
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4.7.8 Celulase

O protocolo seguido foi descrito por Teather e Wood (1982), no qual as cepas
foram inoculadas em um meio Agar Carboximetilcelulose 1% — CMC adicionado a 3,27g de
meio mineral e 15g de agar-agar para cada 1000 ml de meio, por um periodo de 48 horas a
35°C. Ap6s adigdo de um revelador (solucdo de Vermelho Congo 1%) foi possivel visualizar

a presenca de halos alaranjados nas culturas bacterianas positivas para celulase (Figura 18).

Figura 18 - Placas contendo o meio para o teste de Celulase.

Legenda: (A) Placa de Celulase contendo cepas inoculadas; (B) Presenca de halo alaranjado.

Fonte: Autora (2023).

4.7.9 Quitinase

A avaliacdo da presenca de atividade quitinolitica foi realizadaem um meio
composto contendo 1% de quitina coloidal, caldo mineral e 4gar-dgar, as cepas foram
inoculadas em estufa bacteriologica em 35°C por um periodo de 72 horas. Para visualizagao
de halo, ¢ necessario a preparacao de uma solu¢do de Vermelho Congo 0,1% como revelador,

a cepa padrao utilizada para a melhor observacao da presenca de halo foi Vibrio fishery 10C

18524 (Figura 19).
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Figura 19 —Placa contendo o meio com quitina.

Legenda: (A) Placa de quitina com os inoculos; (B) Observacio da presenga de halo indicando
quebra da quitina

Fonte: Autora (2023).

4.8 Teste de antagonismo - técnica de estrias cruzadas (crossstreak)

O teste de antagonismo por estrias cruzadas (crossstreak) foi realizado por meio
da inoculacao central (estria) do Vibrio parahaemolyticus ATCC 53 sobre a superficie do
meio TSA 10%o, mantendo 0,5 cm de distancia entre os indculos, previamente, acrescidos em
caldo BHI 10%o por 24 horas em estufa a 35°C. A aplicacdao na placa contendo o meio de
cultura foi feita a partir de linhas alternadas para a observagdao do crescimento da cepa. O
antagonismo das culturas bacterianas foi verificado pelo ndo crescimento mutuo das cepas

testadas com V. parahaemolyticus ATCC 53 (Figura 20).

Figura 20 — Placa da agdo antagonica das

cepas frente a V. parahaemolyticus ATCC

Fonte: Autora (2023).
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4.9 Teste de Agregaciao em Tubo

4.9.1 Agregacio em Tubos em Vidro

As cepas foram inoculadas em caldo BHI 10%o e incubadas em estufa por 24
horas a 35°C. Apds esse tempo, os indculo foram descartados. Posteriormente, os tubos que
continham o crescimento bacteriano foram lavados trés vezes com agua destilada estéril. Logo
apos, essas vidrarias foram expostas a uma solu¢do de safranina 1% (corante de coloragdao
vermelha) e deixados por 1 minuto. A safranina ¢ descartada e os tubos foram invertidos para
secagem. A visualizacdo de agregados foi vista na parede dos tubos de ensaio. A positividade
do teste foi classificada de acordo com a intensidade do biofilme que permaneceu no tubo

(agregacao fraca, forte, muito forte ou ausente) (CHRISTENSEN et al., 1985) (Figura 21).

Figura 21 —Tubos de ensaio contendo biofilme produzido

pelas bactérias analisadas.
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Fonte: Autora (2023).

4.9.2 Agregacdo em microplacas de poliestireno

As cepas foram previamente inoculadas em caldo BHI 10%o por um periodo de 24
horas, em uma estufa bacterioldgica a 35° C. Apds esse periodo, 200 pL da suspencao
bacteriana foi inoculada em microplacas de poliestireno estéreis de 96 pocos (processo
realizado em triplicata) e colocadas na estufa, onde permaneceram por 24 horas. Passado esse
periodo, os in6culos foram removidos € 0s pogos passaram por trés lavagens com agua
destilada estéril. As placas foram colocadas para secar em uma estufa a 60°C por 1 hora.
Posteriormente a secagem, foi adicionado aos pogos 200 pL de uma solucdo de Cristal

Violeta 1% por 1 minuto e novamente realizada uma lavagem tripla com agua destilada estéril
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e deixados secando a temperatura ambiente. O resultado positivo foi observado pela

agregacao da coloragdo roxa nos pocos (CHRISTENSEN et al., 1985 — com modificacdes)
(Figura 22).

Figura 22 —Placa de poliestireno de 96 pogos com o

biofilme produzido pelas cepas analisadas.

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

Fonte: Autora (2023).

4.10 Estudo de Susceptibilidade a Antimicrobianos

O teste de susceptibilidade a antimicrobianos foi realizado de acordo com as
recomendacdes do ClinicalLaboratory Standards Institute (CLSI, 2010). Os antibidticos
selecionados foram escolhidos levando em consideragdo suas familias e as principais areas de

aplicacdo de acordo com a tabela a seguir (Quadrol):

Quadro 1 — Lista de Antibidticos utilizados para o teste de susceptibilidade a antimicrobianos.

Antibiotico/Concentracio Area de Aplicacio Sigla
Amoxicilina/ 10 pg Carcinicultura/Clinica AMO
Ciprofloxacina / 05 ug Carcinicultura CIp
Cloranfenicol / 30 ug Carcinicultura/Clinica CLO
Estreptomicina / 10 pg Clinica EST
Meropenem / 10 ug Clinica MPM
Norfloxacina / 10 ug Clinica NOR
Sulfazotrim (Sulfametaxazol/Trimetropim) / 25 pg | Carcinicultura/Veterinaria SUT
Tetraciclina / 30 pg Carcinicultura/Veterinaria TET

Fonte: Autora (2023).

As culturas foram inoculadas em TSA 10%o por 24 horas em uma estufa
bacterioldgica a 35°C. Do crescimento foi retirado uma quantidade e adicionada a um tubo

contendo salina 10%o para que fosse realizado a escala de McFarland, que consiste numa
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suspensdo bacteriana para padronizar a quantidade de células a serem estudadas, nessa escala
de turvagao a absorbancia buscada ¢ a de 625 nm.

Apos a afericdo em espectrofotometro, a solugdo salina foi inoculada, utilizando
um swab estéril, em uma placa contendo agar Muller-Hinton solubilizado em agua do mar e
feita aplicacao de discos de antibidticos. Apos esse procedimento, as placas foram colocadas
em estufa a 35° C por 24 horas. Por fim, foi possivel averiguar a inibi¢do do crescimento
bacteriano, observado pelo aparecimento de um halo ao redor do disco. Para mensurar o
tamanho dos halos formados foi utilizado um paquimetro. Os valores observados foram
comparados aos tamanhos catalogados no CLSI (Tabela 1), caso ndo apresente halo, ¢

considerado resistente ao antimicrobiano (Figura 23).

Tabela 1 — Lista com as zonas de inibicdo dos antibidticos testados, de acordo com as

especificagdes do CLSI 2022.

Antibidtico Resistente Intermediario Sensivel
Amoxicilina <13 14-16 >17
Ciprofloxacina <21 22-25 >26
Cloranfenicol <12 13-17 > 18
Estreptomicina <11 12-14 >15
Meropenem <19 20-22 >123
Norfloxacina <12 13-16 >17
Sulfazotrim <10 11-15 >16
Tetraciclina <11 12-14 >15

Fonte: Autora (2023).

Figura 23 — Placas de Muller Hinton10 ppm com discos de antibidtico com cepas
isoladas das amostras de lagostas.

Legenda: (A)Placa contendo os antibioticos (AMO 10) Amocixilina, (CIP 05) Ciprofloxacina,
(CLO 30) Clorofenicol, (EST 10) Estreptomicina; (B) (R) Resistente, (S) Sensivel.

Fonte: Autora (2023).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionadas 30 inoculos bacterianos. Sendo 14 cepas pertencentes ao
intestino da espécie Panulirus argus (sete da microbiota transitdria e sete da microbiota
residente), 14 cepas originadas do trato intestinal da espécie de Panulirus laevicauda (sete da
microbiota transitoria e sete da microbiota residente) e 2 cepas do hepatopancreas da P.
laevicauda. Desses isolados, 28 cepas foram caracterizadas como bastonetes variando entre
curtos e médios, Gram negativos e 2 cepas classificadas como bastonetes Gram positivas com

capacidade de esporular (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracterizagao morfologica (Coloracao de Gram) das cepas pertencentes ao

sistema digestivo de lagostas P. argus e P. laevicauda.

IRPL ITPL IRPA ITPA HPPL
Intestino Residente Intestino Transitério Intestino Residente Intestino Tramsitério Hepatopincreas
P, laevicauda P argus P, lnevicauda P argus P lgevicauda
Codigo da Cepa | GRAM | Codigo da Cepa | GRAM | Codigo da Cepa | GRAM | Codigo da Cepa | GRAM | Codigo da Cepa | GRAM

9 - 126 - 1 - 150 - 34 +
92 - 132 - 12 - 151 55 +
93 - 134 - 113 - 153 0] @
94 - 135 - 114 - 156 9] 4}
9 - 136 - 115 - 158 9] @
97 - 137 - 117 - 139 0] @
100 - 140 - 120 - 160 0] [}

Fonte: Autora (2023).

Segundo a literatura, pode existir no ambiente uma interferéncia na abundancia de
microrganismos existentes nos intestinos de crustaceos, sendo observados a presenca de
bactérias aerobias e Gram negativas (MOSS et al., 2000).

Fato reforcado por Hernandez-Perez et al. (2022) e Zhang et al. (2022) que
constataram em suas pesquisas a presenca de géneros de microrganismos Gram negativos em

intestinos de lagostas como Vibrio, Shewanella € Aeromonas.



42

5.1 Determinacio da toleriancia a temperatura, pH e salinidade
5.1.1 Temperatura

Todas as cepas apresentaram crescimento em 25°C (temperatura ambiente).
Apenas duas cepas, origindrias da microbiota residente do intestino da lagosta vermelha nao
toleraram a temperatura de 40°. Foi observado uma queda na sobrevivéncia das bactérias a
partir da temperatura de 45°C. Apenas as cepas 54 e 55, as Unicas bactérias Gram positivas e
pertencentes ao hepatopancreas da lagosta verde e identificadas fenotipicamente como

Bacillus sp conseguiram suportar a temperatura de 50°C (Tabela3).

5.1.2pH

Todas as cepas testadas apresentaram crescimento em pH 7 (neutro), quando
houve a reducdo do pH, o meio se tornando mais acido (pH 5) as cepas de ntimero 92,
93(IRPL), 114 (IRPA), 126 (ITPL), 150 e 151(ITPA) ndo cresceram. Ja quando o meio se

tornou alcalino (Ph 9) apenas trés cepas nao foram capazes de resistir ao pH 9 (Tabela3).

5.1.3 Salinidade

Todas as cepas apresentaram crescimento nas salinidades 3% e 5%. Em salinidade
de 0%, foi demonstrado menor capacidade de desenvolvimento, pois apenas um total de treze
cepas cresceram. Ja em salinidade de 10%, a maior testada, 20 cepas foram capazes de se
desenvolver (54, 55 (HPPL), 91, 92, 94, 96, 97, 100 (IRPL),102 (IRPA), 126, 132, 134, 137,
140 (ITPL), 150, 151, 156, 158, 159 e160(ITPA). Tal resultado ja era esperado, tendo em

vista a origem das cepas utilizadas nesse teste (Tabela3).
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Tabela3 — Resultados obtidos nos testes de temperatura, pH e salinidade das amostras
analisadas das lagostas P. argus e P. laevicauda.

Cepas Temperatura pH Salinidade
25°C | 40°C | 45°C | 50°C | 3 0% | 3% | 5% | 10%

HPPL | 54 + + + + |- -+ |+ +

5

+
55 + + |-+
IRPL |91 +
92
93
94
96
97
100

++|+

+ - - | -

++|+H|+|+]e
1

1
+ [+ |+

|+ ]+ |+

IRPA | 102
111
113
114
115
117
120

1
1
1
FlH|[ ||+ ]+

FlH| ||| ] ]+
1
1
1

1

1

1

1
++]+

+
1
1
1

ITPL | 126
132
134
135
136
137
140

S N S A R S S A S
1

+|+ |+

+ |+ |+ ]+ +
1
1
1
][+ [+ +

ITPA | 150
151
153
156
158
159
160

—+

+|+

|||+ |+

1
1
1
+

o I IR o I I IR I IR o [ IR R I IR R [ IR R I IR IR I R I I [ I I BN

ol o I o I o I IO I I I o I o I I IR I IR I I I I I
1
1
1
1
1
e o I I o I o I I I I o I o I o I I I I R I I I S I
I IR A A R A A AR A R R R R A R A AR A B
1

|+ |+ +
++|+]+

+

Legenda: (+) houve crescimento; (-) ndo houve crescimento; HPPL (Hepatopancreas da P. laevicauda); IRPL
(Intestino ResidenteP. laevicauda); IRPA (Intestino ResidenteP. argus); ITPL (IntestinoTransitério P.
laevicauda); ITPA (Intestino TransitorioP. argus).

Fonte: Autora (2023).

Os probidticos sao microrganismos vivos que propiciam beneficios ao hospedeiro,
quando administrados de forma adequada. Para que essas agdes benéficas ocorram esses
probidticos necessitam reunir certos atributos, como: capacidade de resistir a pH menor que

4,0 e, portanto, sobreviver no trato gastrointestinal do individuo; exercer controle sobre
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agentes patogénicos; apresentar capacidade de adesdo ao muco intestinal, devido a capacidade
de coagregacio e/ou autoagregagio (PACHECO-MARTINEZ et al., 2023). Além disso,
devem ser resistentes a variagdes de temperatura e salinidade, pois os ambientes de cultivo,
onde podem ser administrados, sofrem variacdes ao longo do periodo nictimeral e ao longo do
ano (AMARANTE, 2016). A salinidade de ambientes de cultivo comerciais de camardo, por
exemplo, depende da regido, do regime de chuvas, do indice de evaporagdo, dentre outros
aspectos (FERREIRA, 2009). As cepas do presente estudo 54 e 55 (HPPL) apresentaram
melhores caracteristicas probiodticas diante desses aspectos analisados.

Os ino6culos bacterianos, tanto Gram (+) como Gram (-) isolados e caracterizados,
de crusticeos ja4 sdo amplamente conhecidos na formulagdo de probidtico por contribuirem
para a manutengao da saude dos individuos e o controlar patogenos que podem atingir os
cultivos (FAR et al., 2013; MIRBAKHSH et al., 2013; LUIS-VILLASENOR, CAMPA-
CORDONOVA;ASCENCIO-VALLE, 2012). Porém, pouco se sabe dessas contribuigdes em
cepas oriundas de lagostas espinhosas.

Os achados do presente estudo sao corroborados com os resultados de temperatura
analisados por Rodriguez et al. (2020), que ao verificar cepas originarias do trato intestinal do
camardo Litopenaeus vannamei, encontrou que a maioria das cepas foi capaz de crescer em
temperaturas a 40°C. Além disso, os resultados referentes a variacdo de pH desses mesmos
autores ratificam os desfechos encontrados no presente estudo ao observar o desenvolvimento
das cepas nas diversas variagdes de pH (5,7 ¢ 9).

De acordo com Amarante (2016) as cepas isoladas de siri, caranguejo e camarao
apresentaram crescimento em salinidade 0%, 3% e 5% e em 10% tiveram menor
desenvolvimento (16,67%). Tais resultados diferem da atual pesquisa apenas na concentragao
de 0%, pois as bactérias isoladas das lagostas ndo obtiveram bom crescimento nessa

porcentagem de NaCl.
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5.2 Determinacao do Perfil Enzimatico

Para determinar a eficiéncia enzimadtica das cepas bacterianas foi necessario obter
o conhecimento da interagdo das enzimas produzidas por esses microrganismos. Desse modo,
verificou-se que do total de cepas analisadas apenas 13,33%, sendo elas: 54 (Hepatopancreas
Panulirus laevicauda - HPPL), 97 (Intestino Residente Panulirus laevicauda — IRPL), 102 e
115 (IRPA) foram capazes de produzir elastase. Essa enzima se mostrou rara na microbiota
das lagostas (Tabela 4).

A atividade enzimatica de gelatinase foi abundante no microbioma analisado, pois
verificou-se que 66,67% das bactérias eram capazes de hidrolisar gelatina, sendo estas as
cepas com essa capacidade: 54 e 55 (HPPL), 91, 92, 93, 94, 96 e 100 (IRPL), 102, 117 ¢ 120
(IRPA), 126, 134, 136 e 140 (ITPL), 151, 153, 156, 158 e 160 (ITPA) (Tabela 4).

Os isolados demonstraram capacidade de auxiliar na digestdo da caseina.
Dezenove cepas possuiram essa aptidao: 55 (HPPL), 91, 92, 94 e 96 (IRPL), 102, 113 ¢ 120
(IRPA), 126, 132, 136, 137 ¢ 140 (ITPL), 150, 151, 153, 156, 158 ¢ 160 (ITPA)) (Tabela 4).

A capacidade da microbiota de ajudar na digestdo de lipideos, por meio dos testes
de fosfolipase e lipase, foi comprovada em 70% e 76,6% das bactérias, respectivamente.
Logo, as cepas: 55 (HPPL), 91, 92, 93, 94,97 ¢ 100 (IRPL), 102, 113, 114, 115 e 117 (IRPA),
126, 132, 134 e 140 (ITPL), 150, 151, 158, 159 e 160 (ITPA) apresentaram hidrolisacao de
fosfolipidios e 55 (HPPL), 91, 92, 96, 97 ¢ 100 (IRPL), 102, 113, 115, 117 ¢ 120 (IRPA), 126,
132, 136, 137 e 140 (ITPL), 150, 151, 153, 158, 159 e 160 (ITPA) foram positivas para
lipases (Tabela 4).

A bacterioteca estudada apresentou baixa capacidade de lise total das hemadcias,
apresentando apenas duas cepas p— hemolise que foram a 114 e 115 (IRPA), impossibilitando
a sua utilizacdo em uma possivel formulacdo de probidticos. No entanto, 46,6% desse
microbioma eram capazes de quebrar parcialmente as hemadcias e, portanto, sendo
classificadas como a —hemolise: 54, 55 (HPPL), 92, 93, 94 ¢ 100 (IRPL), 102, 111, 113, 117 ¢
120 (ITPA), 126 (IRPA), 137 (ITPL), 150 (ITPA) e por fim, as cepas de niumero 91, 96 e 97
(IRPL), 132, 134, 135, 136 e 140 (ITPL), 151, 153, 156, 158, 159 e 160 (ITPA) ndo possuiam
capacidade de romper essa célula (Tabela 4).

A capacidade de auxiliar na digestdo de carboidrato (amido) foi altamente
evidenciada na microbiota bacteriana das lagostas, pois 80% das cepas possuiam enzimas

amilase em seu metabolismo. As cepas que hidrolisaram amido foram: 54 e 55 (HPPL), 91,
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92,93, 97 ¢ 100 (IRPL), 102, 111 e 113 (IRPA), 126, 132, 134, 135, 136, 137 e 140 (ITPL),
150, 151, 153, 158, 159 e 160 (ITPA) (Tabela 4).

Poucas cepas obtiveram capacidade de digerir celulose, desse modo, a enzima
celulase foi uma das menos encontrada nas cepas oriundas das lagostas vermelhas e verdes,
pois penas 23,3% delas conseguiram hidrolisar esse carboidrato, sendo: 55 (HPPL), 91
(IRPL), 113 (IRPA), 132, 151, 153 e 160 (Tabela 4).

A capacidade de quebrar quitina foi observada em 60% das cepas: 54 e 55
(HPPL), 91, 92, 94, 97 ¢ 100 (IRPL), 102, 111, 115, 117 e 120 (IRPA), 126, 134, 136 ¢ 140
(ITPL), 158 e 160 (ITPA) (Tabela 4).

E necessério evidenciar que as cepas 91(IRPL) e 160 (ITPA), possuiam aptiddo
para digestdao de proteinas, lipideos e carboidratos. Apenas nao tendo capacidade para quebra
de elastinas e incompeténcia para lise de hemadacias. Assim sendo, essas bactérias
demonstraram atividades enzimadticas caracteristicas de potenciais probiotico. A cepa 55,
originada do hepatopancreas da lagosta verde, possuia as mesmas atividades das bactérias
supracitadas, porém, tinha capacidade de lisar parcialmente células hemoliticas. As cepas do
intestino transitorio e residente da lagosta verde apresentaram a menor taxa de hemolise com

apenas seis cepas com atividade hemolitica (Tabela 4).



Tabela 4 — Resultados obtidos dos testes de Perfil Enzimatico.

Cepas Perfil Enzimatico
HPPL 54 Elas, Gel, Ami, Quit
55 Cas, Fosf, Gel, Lip, Ami, Cel, Quit
91 Cas, Fosf, Gel, Lip, Hem (-), Ami, Cel, Quit
92 Cas, Fosf, Lip, Ami, Quit
93 Fosf, Gel, Lip, Ami
IRPL 94 Cas, Fosf, Gel, Ami, Quit
96 Cas, Gel, Lip, Hem (-),
97 Elas, Fosf, Lip, Hem (-), Ami, Quit
100 Fosf, Gel, Lip, Ami, Quit
102 Cas, Elas, Fosf, Gel, Lip, Ami, Quit
111 Ami, Quit
113 Cas, Fosf, Lip, Ami, Cel
IRPA 114 Fosf, Lip
115 Fosf. Lip, Quit
117 Fosf. Gel, Lip, Quit
120 Cas, Gel, Lip, Quit
126 Cas, Fosf, Gel, Lip, Ami, Quit
132 Cas, Fosf, Lip, Hem (-), Ami, Cel
134 Fosf, Lip, Hem (-), Ami, Quit
ITPL 135 Hem (-), Ami
136 Cas, Gel, Lip, Hem (-), Ami, Quit
137 Cas, Lip, Ami
140 Cas, Fosf, Gel, Lip, Hem (-), Ami, Quit
150 Cas, Fosf, Lip, Ami
151 Cas, Fosf, Gel, Lip, Hem (-), Ami, Cel
153 Cas, Gel, Lip, Hem (-), Ami, Cel
ITPA 156 Cas, Gel, Hem (-)
158 Cas, Fosf, Gel, Lip, Hem (-), Ami, Quit
159 Fosf, Lip, Hem (-), Ami
160 Cas, Fosf, Gel, Lip, Hem (-), Ami, Cel, Quit
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Legenda: (Cas) Caseinase; (Elas) Elastase; (Gel) Gelatinase; (Fosf) Fosfolipase; (Lip) Lipase; (Hem -) Sem
produ¢do de Hemolise; (Ami) Amilase; (Cel) Celulase; (Quit) Quitinase; HPPL (Hepatopancreas da P.
laevicauda); IRPL (Intestino Residente P. laevicauda); IRPA (Intestino Residente P. argus); ITPL (Intestino
Transitério P. laevicauda); ITPA (Intestino Transitorio P. argus).

Fonte: Autora (2023).

Em concordancia com Rahman, Ismiati ¢ Nurhasanah (2019), a microbiota do

trato digestivo de lagostas da espécie Panulirus ornatos é composta por bactérias capazes de

produzir enzimas proteases (27,45%), lipases (21,77%) e amilases (23,53%). Kumar et al.

(2017), em seus resultados descobriram que o microbioma de Panulirus versicolor pode ser

predominado por bactérias com capacidade proteolitica ou celulolitica a depender do
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comportamento alimentar, pois o tipo de alimenta¢do pode alterar a microbiota com a
competéncia de digerir as enzimas do sistema digestivo desses crusticeos. Os resultados da
presente pesquisa demonstraram que as lagostas P. argus e P. laevicauda possuem capacidade

proteolitica, lipolitica, amilolitica, celulolitica e quiliolitica.

5.3 Teste de antagonismo e agregacao

Um dos testes realizados para a escolha de cepas com potencial probiodtico sdo o
teste de antagonismo e o teste de agregacdo, a finalidade desses testes ¢ eliminar cepas que
ndo apresentem as caracteristicas desejadas como inibicdo de patogenos e a capacidade de
formar agregados (LUIS-VILLASENOR, CAMPA-CORDONOVA; ASCENCIO-VALLE,
2012).

Foi observado a agdo das cepas analisadas neste estudo quanto a sua capacidade
de agdo antagdnica frente ao patdgeno V. parahaemolyticus ATCC 53 e as competéncias das

mesmas em formar biofilme (Tabela 5).
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Tabela 5—Resultados dos testes de Antagonismo e Agregacdo em tubos de ensaio (vidro) e

placa de poliestireno.

Agregacio
Cepas Antagonismo Tubos de Ensaio | Placa de Poliestireno
(vidro)
HPPL 54 + + +
55 + + -
91 + ++ +
92 - + +
93 - ++ +
IRPL 94 _ T T
92 - ++ ++
97 - +++ +
100 + ++ ++
102 + + -
111 - - -
113 + + -
IRPA - 74 + ; ;
115 + - -
117 - + -
120 - ++ n
126 - + -
132 - ++ n
134 - +++ +
ITPL 435 n T+ T+
136 + +++ +
137 - + -
140 - ++ +
150 + - -
151 + + +
153 + ++ ++
ITPA 156 + +++ e+
158 + +++ +
159 - ++ ++
160 - +++ —+

Legenda: (-) resultado negativo; (+) resultado positivo; (++) resultado positivo (forte); (+++) resultado positivo
(muito forte); HPPL (Hepatopancreas da P. laevicauda); IRPL (Intestino Residente P. laevicauda); IRPA
(Intestino Residente P. argus); ITPL (Intestino Transitorio P. laevicauda); ITPA (Intestino Transitorio P. argus).

Fonte: Autora (2023).

Das cepas analisadas, 63,3% das bactérias apresentaram a¢do antagdnicas frente
ao patogeno V. parahaemolyticus ATCC 53, sendo: 54 e 55 (HPPL), 91 e 100 (IRPL), 102,
113,114, 115 e 120 (IRPA), 126, 132, 135, 136 ¢ 137 (ITPL), 150, 151, 153, 156 ¢ 158
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(ITPA). A positividade do teste foi observada devido presenca de repulsa por parte das cepas
em relagdo ao patdgeno, demonstrando qualidades favoraveis para o uso probiotico.

O teste de agregacao foi realizado em duas etapas: a primeira, realizado em tubos
de ensaio de vidro demonstrando que 86,67% das cepas apresentaram resultado positivo,
dentre elas, as cepas de ntimero 97 (IRPL), 134 e 136 (ITPL), 156, 158 e 160 (ITPA)
apresentaram uma demasiada aderéncia ao vidro.

Foi observado uma queda na adesao de 16,67% em relacdo a placa de poliestireno.
Bactérias que apresentaram uma forte tendéncia a agregagao passou a apresentar uma adesao
mais fraca ou até mesmo ausente. As cepas que se mantiveram com forte agregagdo nas duas
superficies foram: 100 (IRPL), 135 (ITPL), 153, 156, 159 e 160 (ITPA).

Uma propriedade importante para a escolha das bactérias para o uso probiotico € a
producdo de agentes que sejam eficientes na inibicdo de possiveis patdgenos (TINH et al.,
2008; DAS, WARD, BURKE, 2008; GARCIA-BERNAL et al., 2015; TAN et al., 2015).
Vibrio parahaemolyticus é reconhecido por ser um patdégeno oportunista constantemente
encontrado em ambientes costeiros € em animais marinhos (LIU et al., 2015), também
podendo causar infec¢ao alimentar em humanos (SUN et al., 2019; YU et al., 2016).

Muitas bactérias de origem marinha possuem caracteristicas antagonicas que
impossibilitam a presenga de cepas patogénicas (BURKS et al., 2017). De acordo com Liu et
al. (2015), bactérias do género Bacillus possuem competéncia em antagonizar frente a
bactéria V. parahaemolyticus o que foi confirmado no presente estudo onde as cepas 54 e 55
oriundas do hepatopancreas da P. laevicauda identificadas como pertencentes a este género
foram capazes de se opor a presenca do patdégeno.

Segundo Shi, Li e Duan (2017) a predominancia do microbioma do trato intestinal
sdo bactérias que desempenham beneficios para o hospedeiro, auxiliando na digestdo de
alimentos e prote¢do contra agentes patogénicos. Como dito anteriormente, a maioria das
cepas analisadas possuem capacidade de adesdo a diferentes superficies e algumas se

mostraram muito eficientes nesse processo.
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5.4 Estudo de susceptibilidade a antimicrobianos

Antibidticos atuam inibindo de formas diferentes a sintese da parede células,
sintese proté€ica, sintese de acidos nucléicos, alteragdes das membranas celulares e atividade
antimetabolica (KUMMERER, 2009). Testes de susceptibilidade permitem a identifica¢do de
cepas resistentes a fim de impedir uma possivel transmissdo de genes de resisténcia
(AMARANTE, 2016) (Tabela 6).

Tabela 6- Resultados dos testes de Susceptibilidade a Antimicrobianos.
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Legenda: (AMO) Amoxicilina, (CIP) Ciprofloxacina, (CLO) Cloranfenicol, (EST) Estreptomicina (MPM)
Meropenem, (NOR) Norfloxacina, (SUT) Sulfazotrim, (TET) Tetraciclina; (R) Resistente, (I) Intermediario, (S)
Sensivel, HPPL (Hepatopancreas da P. laevicauda); IRPL (Intestino Residente P. laevicauda); IRPA (Intestino
Residente P. argus); ITPL (Intestino Transitorio P. laevicauda); ITPA (Intestino Transitorio P. argus).

Fonte: Autora (2023).
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As cepas 54 e 55, ambas Gram-positivas e identificadas como Bacillus sp.
Apresentaram resisténcia a Amoxicilina, Tetraciclina e Ciprofloxacina, classificando-as como
multirresistentes. O antibidtico Norfloxacina apresentou capacidade intermediaria de suportar
o antibiodtico, indicando que existe uma possibilidade das cepas se tornarem resistentes.
Cloranfenicol, Estreptomicina, Meropenem, Sulfazotrim e Tetraciclina foram efetivos frente

as cepas testadas (Grafico 1).

Grafico 1 —Resultados do antibiograma das cepas do Hepatopacreas P. laevicauda.

Hepatopancreas Panulirus laevicauda
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Legenda: (AMO) Amoxicilina, (CIP) Ciprofloxacina, (CLO) Cloranfenicol, (EST) Estreptomicina (MPM)
Meropenem, (NOR) Norfloxacina, (SUT) Sulfazotrim, (TET) Tetraciclina.

Fonte: Autora (2023).

Foi observado a presenca de resisténcia das cepas do intestino residente da P.
laevicauda em Amoxicilina e Ciprofloxacina.Todas as cepas apresentaram sensibilidade a
Estreptomicina, Meropenem e Sulfazotrim. Quanto aos antibioticos Norfloxacina e
Cloranfenicol, foi observado cepas com caracteristicas de sensibilidade, resisténcia e o
interposto de ambas, somente as cepas testadas aTetraciclina apresentram sensibilidade e a¢ao

intermediaria contra o antibiético (Grafico 2).
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Grafico 2 — Resultados do antibiograma das cepas do Intestino Residente de P. laevicauda

Intestino Residente Panulirus laevicauda
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Legenda: (AMO) Amoxicilina, (CIP) Ciprofloxacina, (CLO) Cloranfenicol, (EST) Estreptomicina (MPM)
Meropenem, (NOR) Norfloxacina, (SUT) Sulfazotrim, (TET) Tetraciclina.

Fonte: Autora (2023).

Os resultados obtidos na andlise das bactérias do intestino transitério da P.
laevicaudatoram que todas as cepas apresentaram resistencia a Amoxicilina. Ciprofloxacina,
Cloranfenicol e Norfloxacina apresentaram resistencia, agao intermediaria e sensibilidade. As
cepas apresentaram sensibilidade a Estreptomicina, Meropenem e Sulfazotrim. Noantibidtico

Tetraciclinafoi verificada agdo intermediaria e resisténcia (Grafico 3).
Grafico 3 —Resultados do antibiograma das cepas do Intestino Transitorio da P. laevicauda.
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Legenda: (AMO) Amoxicilina, (CIP) Ciprofloxacina, (CLO) Cloranfenicol, (EST) Estreptomicina (MPM)
Meropenem, (NOR) Norfloxacina, (SUT) Sulfazotrim, (TET) Tetraciclina.

Fonte: Autora, 2023.
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As cepas oriundas do intestino residente e transitorio da P. argus apresentaram
resisténcia frente aos antibioticos Amoxicilina, Ciprofloxacina e Tetraciclina. Foi observada a
sensibilidade das cepas de ambos os tratos frente aos antibidticos Cloranfenicol e
Estreptomicina. No intestino residente foi analisado que as cepas mostraram sensibilidade a
Norfloxacina e no intestino transitério foi observado sensibilidade a Meropenem e

Sulfazotrim (Gréfico 4 e 5).

Grafico 4 — Resultados do antibiograma das cepas do Intestino Residente da P. argus.
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120

100
80

X 60
40 J
- L
- n
AMO CIP CLO EST MPM NOR SUT TET

ER 86 43 0 0 14 0 0 72
m] 0 14 0 0 29 0 14 14
mS 14 14 100 100 57 100 86 14

Legenda: (AMO) Amoxicilina, (CIP) Ciprofloxacina, (CLO) Cloranfenicol, (EST) Estreptomicina (MPM)
Meropenem, (NOR) Norfloxacina, (SUT) Sulfazotrim, (TET) Tetraciclina.

Fonte: Autora (2023).

Grafico 5 — Resultados do antibiograma das cepas do Intestino Transitorio da P. argus.

Intestino Transitorio Panulirus argus
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Legenda: (AMO) Amoxicilina, (CIP) Ciprofloxacina, (CLO) Cloranfenicol, (EST) Estreptomicina (MPM)
Meropenem, (NOR) Norfloxacina, (SUT) Sulfazotrim, (TET) Tetraciclina.
Fonte: Autora (2023).
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Neste estudo, foram utilizados antibioticos de amplo espectro para incluir as cepas
54 e 55 (HPPL) nos antimicrobianos citados acima (Quadrol). Os maiores indices de
resisténcia foram verificados nos antibidticos: Amoxicilina (AMO), Ciprofloxacina (CIP) e
Tetraciclina (TET) (Grafico 6).

Grafico 6 — Resultado do antibiograma do total das amostras.
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Legenda: (AMO) Amoxicilina, (CIP) Ciprofloxacina, (CLO) Cloranfenicol, (EST) Estreptomicina (MPM)
Meropenem, (NOR) Norfloxacina, (SUT) Sulfazotrim, (TET) Tetraciclina.
Fonte: Autora (2023).

EST TET

Estudos de Kerry et al. (1996) ocorridos na regido sul dos Estados Unidos
revelaram que cepas bacterianas Gram-negativas isoladas da tanques de aquicultura
apresentaram maiores taxas de resisténcia a Tetraciclina, Oxitetraciclina, Cloranfenicol,
Nitrofurantoina e Ampicilina se comparados a rios sem tratamento devido de despejos.

A variedade nas caracteristicas do microbioma possui impacto relevante para a
saude do hospedeiro (BASS et al., 2019), quanto maior for a pluralidade na microbiota
intestinal, menor ¢ a possibilidade da ac¢do de patéogenos (LAWLEY et al., 2013). Os
antibioticos atuam de forma ndo especifica o que pode resultar uma disbiose na microbiota do
hospedeiro, principalmente se esses antimicrobianos sejam de amplo espectro (DAVIES;
DAVIES, 2010).

Infelizmente tem-se observado a deteccdo de cepas resistentes a antibidticos no

ecossistema aquatico (HUGHES;KAY; BROWN, 2013). A poluicdo nesses ambientes
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impacta de uma forma ainda ndo compreendida na fisiologia dos animais (HERNANDEZ-
PEREZ, 2022).

Foi estabelecido pela Comissao Europeia uma lista nas quais substancias como os
antibioticos devem ser recolhidas e analisadas com a finalidade de monitora¢ao dos niveis de
concentragdo desses quimicos na natureza. Antibidticos como a Amoxicilina, Ciprofloxacina
e membros da familia das Fluorquinolonas estdo nessa lista (EMA, 2023). Na aquicultura, os
antibioticos sdo adicionados a racdo (FANG et al., 2019) e o acréscimo dessa substancia
aumenta sua concentragdo na coluna d’agua, nos sedimentos e na por¢ao da ragao acrescida
de antibioticos nao digerida pelos animais (SARMAH et al., 2006; SORUM, 2006;
SAPKOTA et al., 2008; CABELLO et al., 2013). Os antibidticos possuem uma meia-vida que
depende da sua estrutura quimica, assim como outras variaveis como intensidade das
correntes de agua, intensidade da luz e da temperatura, valores de pH e a atividade
microbioldgica nativa (HEKTOEN et al., 1995; CAPONE et al., 1996; BOXALL et al., 2004;
KUMMERER, 2009; SERWECINSKA, 2020).

Estudos mostram que antibidticos das familias das Sulfamidas, Tetraciclina e
Quinolonas s3o capazes de acumularem no ambiente (KUMMERER, 2004), em ressalvas a
tetraciclina que pode apresentar atividade antibacteriana mesmo apds a adsorcdo em

sedimentos devido a presenca de cations inibitérios (SMITH, 2008; MIRANDA, 2012).
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6. CONCLUSAO

Foi observado que algumas cepas analisadas do sistema digestorio da Panulirus argus
(lagosta vermelha) e Panulirus laevicauda (lagosta verde) apresentaram potencial probidtico,
podendo vir a trazer beneficios junto a aquicultura, porém, também foi verificado perfis de
resisténcia e multiresisténcia a alguns farmacos analisados, sendo necessarios mais estudos
para verificar de onde se origina essa resisténcia e se ¢ capaz de ser transmitida para outros

microrganismos.
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