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Araquari. RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a microbiologia intestinal de camardes
alimentados com bactérias autdctones e aloctones de Camardo da Malasia
(Macrobrachium rosenbergii). O trabalho foi dividido em trés etapas: 1°) isolamento
de bactérias acido laticas; 2°) selegao in vitro; e 3°) teste in vivo. A cepa isolada
C211 apresentou a melhor inibicdo média (0,98 + 0,26cm), menor resisténcia a
antibioticos (1,51 £ 0,70cm). Apdés 30 dias do ensaio in vivo, os camardes
alimentados com as bactérias acidos-laticas apresentaram maior contagem deste
grupo o trato intestinal dos camardes (6,54 + 0,25 UFC) em relagdo ao controle (5,17
1+ 0,70 UFC).

Palavras-chave: Carcinicultura; suplementagéo; microbiologia.

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the gut microbiology of prawns fed with autochthonous
and allochthonous bacteria of Giant River Prawn (Macrobrachium rosenbergii). The
project had three stages: 1°) isolation of acid lactic bacteria; 2°) in vitro selection; and
3°) in vivo test. The isolated strain C211 showed better average inhibition (0,98 +
0,26cm), less resistance to antibiotics (1,51 + 0,70cm). After thirty days of in vivo
assay, the prawns fed with acid lactic bacteria showed higher number of UFC of this
bacteria in the gut (6,54 + 0,25 UFC) when compared to the control group (5,17
0,70 UFC).

Keywords: Shrimp farming; suplementation; microbiology.

INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A expansédo da atividade aquicola predispde ao surgimento de enfermidades,
principalmente pela elevada densidade de estocagem, ma qualidade de agua,
praticas inadequadas no manejo, e escassez de medidas sanitarias (ABOELHADID,
2012), sendo o uso de substéncias quimioterapicas, em especial os antibidticos, o
principal método remediativo aplicado pelos produtores, com o objetivo de combater
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os surtos de enfermidades e reduzir as mortalidades (ABASALI & MOHAMED,
2010). Porém, o uso excessivo e indiscriminado destes farmacos, desencadeia uma
série de efeitos negativos, tanto na qualidade do produto final, por poder deixar
residuos na carne, quanto no ambiente, através da poluigdo dos mananciais (HU et
al., 2014), e pelo aumento da pressao de selegdo sobre os agentes patogénicos,
promovendo a

resisténcia destes e consequentemente seu dificil controle (GUARDABASSI et al.,
2010).

Com esta problematica, avancaram-se estudos sobre probioticos, assim como
dos beneficios aos seus hospedeiros, pois 0s probidticos autdctones e aldctones ja
demostraram ser uma ferramenta profilatica viavel para a prevencdo de
enfermidades, havendo diversos trabalhos que demonstram seus efeitos benéficos
aos peixes (STANDEN et al., 2016).

Entdo, o objetivo deste trabalho foi realizar o estudo do uso de probidticos
autoctones e aloctones no manejo alimentar do camaréo da Malalisa (Macrobrachium
rosenbergii), contribuindo com a melhoria de técnicas ambientalmente amigaveis a
carcinicultura.

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Aquicultura do Instituto Federal
Catarinense — Campus Araquari (IFC — CA).

Isolamento das bactérias acido laticas

Foram selecionados 15 camardes da Malasia (Macrobrachium rosenbergii)
saudaveis. Posteriormente, foram coletadas amostras dos intestinos, para isto os
camardes foram anestesiados em eugenol (50mg.L™") e sacrificados por comogdo
cerebral. As amostras foram maceradas com solucéo salina estéril 0,65% de NaCl
(SSE), diluidas serialmente (fator 1:10) e semeadas em Petri com meio de cultura
Agar Man Rogosa Sharpe (MRS. As placas semeadas foram incubadas por 48h em
estufa a 350C. Apds a incubacédo, as colénias foram identificadas morfologicamente
pelo método de coloragao de Gram. As de interesse (cocos e bacilos Gram positivos)
foram semeadas em novo meio de cultura Agar MRS para isolamento por
esgotamento em placa.

Selecao in vitro das bactérias acido-laticas

As bactérias acido-laticas isoladas foram selecionadas in vitro através da
capacidade inibitéria contra Aeromonas veronii, Citrobacter freundii, Streptococcus
sp., Escherichia coli e Aeromonas hydrophyla. A inibi¢do in vitro sera realizada de
acordo com Jatoba et al. (2008).

Ensaio de colonizagao e especificidade das bactérias acido-laticas autéctones
e aléctones

Para esta avaliacdo as dietas foram preparadas de acordo com o descrito em
Jatoba et al. (2008), garantindo as concentragdes minimas de 1 x 10’ unidades
formadoras de colénia (UFC) por g de ragdo. Serdo preparadas trés dietas: 1)
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bactéria autéctone, a bactéria acido-latica com melhor resultado na “sele¢ao in vitro”;
2?) bactéria aloctone, dieta probidtica isolada e aprovada em testes in vitro e in vivo
para Litopenaeus vannamei; 3?) dieta controle, sem bactérias. Para isto 30 camardes
foram distribuidos inteiramente ao acaso, em 6 caixas de polietileno (60 L), 5 animais
por caixa, equipadas com sistema de recirculagao constante e filtro bioldgico, e
divididas em trés tratamentos, em duplicata. Os camardes foram alimentados duas
vezes ao dia (8 e 16 horas) com ragao comercial com 42% Proteina Bruta (GUABI®),
durante 30 dias consecutivos, de acordo com os tratamentos previamente
estabelecidos O oxigénio dissolvido e a temperatura da agua foram mensuradas
duas vezes ao dia, e pH semanalmente. Os camardes foram alimentados duas vezes
ao dia, com 3% da sua biomassa, e semanalmente foram realizadas biometrias para
corregao da alimentacéo.

Avaliagao microbiota do trato intestinal

Trinta dias apds o0 ensaio de colonizacido, os animais permaneceram 24 horas
de jejum para coleta do trato intestinal. Para isto os camardes foram anestesiados em
eugenol (50mg.L™) e sacrificados por comogao cerebral, foram coletados um “pool”
de 3 camardes, por unidade experimental. Os tratos serdo macerados e diluidos
serialmente (fator 1:10) em SSE 0,65%. As amostras de cada diluigdo foram
semeadas em meio TSA, Agar tiossulfato citrato bile sacarose (TCBS), Agar
Cetrimide e Agar MRS, e incubados por 48h a 30°C, para contagem de bactérias
totais, vibrionaceas, Pseudomonas e acidolacticas, respectivamente.

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para
avaliar se a distribuicdo de dados esta dentro da curva de normalidade, e ao teste de
Levenne para verificar sua homocedasticidade. Os dados obtidos que atenderem aos
pré-requisitos de normalidade e homocedasticidade, foi aplicado ANOVA para se
observar a ocorréncia de diferengas significativas entre os tratamentos, caso positivo
sera utilizado o teste SNK para separacdo de médias. Foi utilizada 5% de
significancia para todas as avaliagdes (ZAR, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Em relacdo as bactérias selecionadas in vitro através da capacidade inibitéria
contra patégenos, a cepa que possuiu melhores resultados foi a C421. O patégeno
menos inibidos pelas quatro melhores cepa foi o Streptococcus aureus, enquanto que
o0 patdgeno mais inibido foi o Citrobacter freundii. Ja o probidticos Lactobacillus
plantarum, utilizado da colonizagao in vivo, obteve resultados melhores do que todas
as cepas isoladas. (Tabela1).

Tabela 1. Halo de inibicdo (cm) das melhores cepas isoladas do camarao (M.
rosenbergii) e Lactobacillus plantarum contra bactérias patogénicas.
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Cepas c211 £333 c424 ca24 L. planta-
Fum

Aeromanas verani 075+0002 O0F320067 08300820 07820060 1130120
A, hpdrephila 12020000 QY7006 088120100 073x0080 12210100
Citrabactar frayndll 120 + 0 00 1.20 + 0 262 1,22 £ 0262 .00+ 0 22 1,75 £ 0 250

srmpmi‘;””s = prs5r0000 0251043 0780060 073:008 063 +0 55

Media geral 0,98 £ 0,26 0,66 £ 0,28 0,93 £ 0,20 0.81 0,13 1,18 £ 0,46

Enquanto que o antibiograma demonstrou eficiéncia contra as cepas acido
lacticas, o que demonstra seguranga sobre o controle e ndo desenvolvimento de
cepas multirresistentes. O antibiético de melhor eficacia foi a amoxilina e o de menor
combate a clindamicina (Tabela 2).

Tabela 2. Antibiograma (cm) das melhores cepas isoladas e Lactobacillus plantarum
contra quatro antibiéticos.
Antibidticos c211 €333 c421 c424 L. plantarum
Amoxilina 260+0,47° 267+0,15 240:010° 233+0212 2,77 + 0,312

Cloranfenicol 1,87 £ 0, 31% 145720238 1302017 253012 253 0,21
Clindamicina 077+012% 053+047 02340400 080010 140+ 0,17¢

Eritrarmecing 2.3 + 0,357 1932021 173120400 1,73z021%® 2,00 + 0,387
Media geral 1.51 £ 0,70 1,01 £ 0,90 .88 + 0,75 1,20 + 1,08 1,73+ 0,80

A analise microbiologica da ragao utilizada em teste in vivo demonstrou que ao
incrementar 10% de bactéria crescida em meio M.R.S. deixada por 24h na estufa
bacteriolégica a 35°C, a suplementacdo de Lactobacillus plantarum desempenha
maior numero de unidades formadoras de col6nia do que a bactéria isolada C421, o
que mostra maior crescimento (Tabela 3).

A analise microbiolégica da racao utilizada em teste in vivo demonstrou que ao
incrementar 10% de bactéria crescida em meio M.R.S. deixada por 24h na estufa
bacteriolégica a 35°C, a suplementacédo da Lactobacillus plantarum apresentou uma
maior contagem de bactérias apds inoculagdo, com contagem 10 vezes maior, 4,0 x
10’ para dietas da cepa C211 UFC por g de racdo e 3,3 x 102 UFC por g de racéo,
para dietas suplementada com L. plantarum, respectivamente.

Depois do ensaio de colonizagado in vivo, foi feita microbiologia do trato
gastrointestinal dos camardes, a qual demonstrou que nao houve diferengca no
numero de bactérias que colonizam o trato (Tabela 4).

Tabela 4. Concentragao de bactérias do trato intestinal de camardes.

Tratamentos Bactérias heterotréficas totais | Vibrios sp. Bactérias Acido-lacticas
Controle 8,18 £ 1,222 7,17 £0,732 5,17 £ 0,752
C211 8,26 + 0,462 7,07 £ 1,482 6,54 + 0,25°

L. plantarum 7,98 + 1,372 7,00 £ 0,912 5,68 + 0,802
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CONSIDERAGOES FINAIS

Entdo, concluimos que a bactéria C211 demonstrou potencial probi6ticos em
testes in vitro e in vivo, pois a bactéria isolada colonizou o trato dos camardes, sendo
necessario novos estudos com a cepa isolada para confirmar e conhecer suas
caracteristicas probio6ticas.
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