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RESUMO

Objetivou-se isolar bactérias provenientes do trato
intestinal de camarbes da espéti®penaeus
vannamei por meio da caracterizagao bioquimica
e molecular, atividade de inibicda vitro do
Bacillus cereuse perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos. As  espécies  bacterianas
identificadas foramAeromonas cavia€n = 7),
Alcaligenes denitrificangn = 1), Bacillus cereus

(n = 1) eEnterobactespp. (n = 3)Bacillus cereus
obtido neste estudo ndo apresentou atividade
de inibicdo frente as demais bactérias isoladas
de camardes. Quanto ao perfil de sensibilidade
aos antimicrobianos, foram observados 68,7%
de eritromicina, 50% de tetraciclina, 81,2%
de sulfametoxazol/trimetoprina, neomicina e
estreptomicina, 12,5% de lincomicina e
ampicilina, 87,5% de enrofloxacina e
nitrofurantoina, 93,7% de ceftriaxona, 100% de
norfloxacina e &cido nalidixico. A caracterizacao
molecular ¢é Util para identificacdo dos
microrganismos estudados. O acido nalidixico e a
norfloxacina foram eficientes contra os isolados de
camardes.

Palavras-chave:bactérias, carcinicultura,
drogas antimicrobianas.

SUMMARY

The objective was to isolate bacteria from gut of
shrimps from Litopenaeus vannamei,by
biochemical characterization and molecular
identification, inhibition activity in vitro of
Bacillus cereus and sensitivity pattern
determination. The bacterial species isolated
were: Aeromonas caviaén = 7), Alcaligenes
denitrificans(n = 1),Bacillus cereugn = 1) and
Enterobacter spp. (n = 3).Bacillus cereus
isolated in this studydid not have inhibitory
activity to other shrimps isolated bacteria
evaluated. In the susceptibility to antimicrobial
drug test, it were observed 68,7% to
erythromycin, 50% to tetracycline, 81,2% to
trimethoprim:sulfamethoxazole, neomycin and
estreptomycin, 12,5% to lincomycin and
ampicillin, 87,5% to enrofloxacin and
nitrofurantoin, 93,7% to ceftriaxone, 100% to
norfloxacin and nalidix acid. The
characterization molecular is important on
identifying the microrganisms studied. The
nalidixic acid and norfloxacin are antimicrobial
drugs with high sensitivity for bacteria isolated
from shrimps.

Keywords: antimicrobial drugs, bacteria,
shrimp production
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INTRODUCAO

A atividade do cultivo de camardo € um
dos segmentos da aquicultura de maior
destague no setor pesqueiro mundial, pois
constitui uma das alternativas de elevado
crescimento econémico no setor primario,
em que a qualificacdo de méo de obra ndo
representa  impedimento para a
implantacdo dos empreendimentos. O
cultivo de camardo também contribui de
forma positiva para o desenvolvimento de
tecnologias que beneficam toda a
aquicultura (CARLI, 2002; ROCHA,
2007).

Como ocorre com 0S outros animais, as
doencas de camardes resultam do
desequilibrio entre o organismo, o
ambiente e o patdgeno. Quando ocorrem
mudancas bruscas no meio ambiente, 0
sistema imune de defesa do organismo
fica debilitado devido ao gasto de energia
utlizado na sua adaptacdo as novas
condicdes. Dessa forma, ele se torna mais
vulneravel ao ataque de patdgenos
presentes no meio (SMITH et al., 2008).
As enfermidades que acometem o0s
animais tém sido uma importante
preocupacao dos carcinicultores e podem
ser responsaveis por perdas significativas
de individuos na populacdo e pelo
decréscimo na producdo de camardes
(BUENO & GASTELU, 1998). A
utilizacdo de antibidticos na aquicultura
pode selecionar bactérias resistentes e,
dessa forma, representar risco para a
saude publica e ao meio ambiente
(CHANG & LIU, 2002). As restricdes ao
uso de antimicrobianos, mediante
imposi¢cdes legais, aliadas a maior
conscientizacdo quanto a necessidade de
garantir produtos saudaveis e inGcuos ao
consumidor final, contextualizam a
importancia de estudos sobre probidticos
(SOTOMAYOR & BALCAZAR, 2003).
Segundo Verschuere et al. (2000),
probidticos sdo adjuntos microbianos
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vivos que tém efeito benéfico sobre um
hospedeiro, ao modificarem a
comunidade microbiana associada a ele
ou ao ambiente. Seu uso na criagao
animal pode melhorar o valor nutricional
do produto, ao acentuar a resposta do
animal a doencas, ou ao aumentar a
gqualidade de seu ambiente imediato. Em
estudo sobre o uso de probidticos em
peixes, existe a relacdo e dependéncia
direta entre a microbiota intestinal e o
meio aquatico, e diversas bactérias tém
sido utilizadas em substituicdo aos
antimicrobianos no cultivo de camardes
marinhos, com o objetivo de promover a
salde dos animais, com possibilidade de
serem adicionadas diretamente a agua, ou
por meio de carreadores vivos, como
artémias e rotiferos, segundo descricdes
de Cahill (1990).

Na literatura, € possivel encontrar estudos
gue identificam alguns microrganismos
com acao probidtica que podem ser
utilizados na criagdo de peixes em
cativeiro, entretanto, para a carcinicultura,
poucas séo ainda as pesquisas realizadas
(GILDEBERG et al., 1995; BOWJINK &
BRANDAO, 2001). Objetivou-se com
este trabalho realizar a caracterizacao
bioquimica e molecular de bactérias
provenientes do trato intestinal de
camarbes, bem como determinar a
atividade de inibicaan vitro do Bacillus
cereus e perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos dos isolados bacterianos
obtidos.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo desta pesquisa, foram
feitas seis coletas de camardes cinza
(Litopenaeus vannamei adaptados a

agua doce, no estagio juvenil e
alimentados com racdo, sacos plasticos
estéreis vedados imediatamente de forma
asséptica, sem contato direto com o0s
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camardesna Fazenda BAHIA PESCA,
especializada em aquicultura, localizada
no municipio de Santo Amaro/BA. A
partir dos espécimes coletados, foram
obtidos os contetudos digestivos por
meio da remocdo de todo o trato
intestinal dos camarbes apdés a
desinfeccdo dos mesmos com &lcool a
70%, cujo excesso foi removido por
evaporacao. O material obtido foi entéo
encaminhado para o isolamento e
identificagdo no  Laboratorio de
Bacterioses (LABAC) da UFBA com a
utilizagdo da capela de fluxo laminar
para evitar contaminacdes cruzadas.
Para o isolamento dos microrganismos,
foram realizados quatro “pools” do trato
intestinal (com cinco camardes em
cada) em seis coletas, semeados em
diferentes meios de cultura. Foram
utilizados tubos com APA (Agua
Peptonada Alcalina) e APT (Agua
Peptonada Tamponada), meios
selecionados para o pré-enriguecimento
das bactérias, ambos incubados a 25°C
por 24 a 48 horas. Em seguida, uma
aliquota de cada meio, retirada com alca
de platina, foi semeada pela técnica de
esgotamento por estrias, em placas de
Agar Sangue Ovino 5%, agar TCBS
(Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrase) e
agar TSA (Tryptone Soya Agar), que
foram incubadas a 25°C por 24 a 48
horas.

A identificacdo das bactérias, apos
isolamento, foi realizada por meio de
caracteristicas morfolégicas, bioquimicas
(provas de catalase, oxidase, citrato,

mobilidade, ureia, manitol, glicose,
sacarose, adonitol, lactose, malonato,
vermelho de metila, indol, inositol,

esculina, gelatina, reducdo de nitrato,
lisina, arginina, ornitina e

oxidacdo/fermentacdo) e tintoriais,
conforme descricbes de Quinn et al.
(1994). As bactérias com perfil fenotipico
de Aeromonasspp. foram submetidas a
técnica de reacdo em cadeia da
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polimerase (PCR) seguida de restricdo
enzimatica, para caracterizagdo da espécie
bacteriana. Essa técnica seguiu descricdes
de Borrel et al. (1997) & Ghatak et al.
(2007) e foi realizada no Laboratério de
Microbiologia no Campus da Fazenda
Experimental da Universidade Federal do
Vale do Séao Francisco (UNIVASF). Na

PCR  foram utilizados primers
AerRFLP/F
5’AGAGTTTGATCATGGCTCAG3' e
AerRFLP/R

5GGTTACCTTGTTACGACTT3'
especificos para o fragmento de DNA que
codifica o rRNA16S do género
Aeromonas Para realizacdo da reacao,
foram utilizados AL de DNA molde,
primers (0,5ng de cada),Taq buffer
(10mM  Tris, 50mM KCI, 2,5mM
MgCl,), ImM de dNTPs, 0,125 U deaq
DNA polimerase (Ludwig Biotech) e
agua ultra pura (Ludwig Biotech) g.s.p
20pL. As condigbes para amplificacao
seguiram descricdes de Borrel et al.
(1997) & Ghatak et al. (2007), com
algumas modificagcbes e envolveram a
desnaturacdo a 94°C por 2 min e 25 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 30seg,
anelamento a 46,7°C por 30seg e um
passo de extensdo a 72°C por 2min. Apos
a ciclagem, foi realizada uma extensao
final a 72°C por 7min.

Para os isolados com identificacdo
fenotipica duvidosa, foi realizada
uma reagdo de PCR conprimers

universais para amplificacdo de um
fragmento de aproximadamente 800pb
correspondente a uma regido que codifica
a subunidade 16S do rRNA de bactérias
(FREDRICKS & RELMAN, 1998). Os
fragmentos amplificados foram
purificados a partir de géis de agarose de
acordo com a metodologia descrita por Li
& Ownby (1993) e submetidos ao
sequenciamento automatico em
equipamento MegaBace500. A reacao de
terminacdo de cadeia foi implementada
com o uso do kit DYEnamic ET. As
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sequéncias obtidas foram analisadas e
comparadas com as  sequéncias
depositadas no GenBank (BENSON et
al., 2002), pelo programa BLASTn. Para
um alto nivel de qualidade das
sequéncias, admitiram-se indices de
confianca para cada nucleotideo acima de
97% e niveis de identidade de sequéncia
acima de 93%, em que E = 1e-100.

O teste de inibica

microrganismos foi realizado conforme
descricoes de (SPANGGAARD et al,
2001). As bactérias foram inoculadas em
caldo Mueller Hinton e incubadas por 24
horas a 37°C. Em seguida, com auxilio de
swabs foram semeadas em placas de
Petri com agar Mueller Hinton, em que
foram realizadas perfuragbes, para
inoculacdo de 20uL, por meio de
suspensdo bacteriana do potencial
probiotico Bacillus cereus bactéria
escolhida devido aos relatos na literatura
da atividade antimicrobiana (GOMEZ-
GIL et al.,, 2000; HONG et al., 2005).
Para o teste, a turvacdo bacteriana foi
ajustada de acordo com a escala 0,5
MacFarland (18UFC/ml), e as placas
foram incubadas por 24 horas a 37°C.

A avaliacdo da atividade inibitoria vitro

foi realizada com observacéo da formacao
de halos de inibicdo do crescimento das

bactérias avaliadas. O teste de
sensibilidade dos isolados aos
antimicrobianos  foi realizado pelo

método de difusdo em disco Kirby-Bauer
modificado, a partir de uma turvacao
microbiana na escala 0,5 de Mac Farland
em caldo Mueller Hinton (BAUER et al.,
1966; NCCLS, 2000). Essa cultura foi
transferida conswab estéril para placas
de &gar Mueller Hinton, em que foram
aplicados os discos com o0s
antimicrobianos:  lincomicina  (2uQ),
enrofloxacina (5ug), ceftriaxona (30ugQ),
nitrofurantoina (300pg), estreptomicina
(10png), norfloxacina (10pg), neomicina
(30png), ampicilina (10ug), eritromicina
(15pg), acido  nalidixico  (30uQ),
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sulfametoxazol/trimetoprina (25u0),
tetraciclina (30ug). As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C e, em
seguida, foi realizada a leitura dos
resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da caracterizacdo
bioquimica dos isolados permitiram
a identificacdo de Aeromonas spp.

(n = 2),Plesiomonas shigeloidés = 1),
Pasteurellaspp. (n = 2),Enterobacter
aerogenes (n = 2), Bacilos gram-
negativos (n = 2), Aeromonas
salmonicida(n = 1), Vibrio alginolyticus

(n = 1),Vibrio parahaemolyticugn = 1),
Bacillus spp. (n = 1)Vibrio spp. (n = 1)

e Alcaligenes denitrificans(n = 1).
Para identificacdo da espécie de alguns
desses isolados e confirmacdo de sua
identidade na caracterizacdo molecular,
foram identificados 0s seguintes
microrganismos (Tabela 1Aeromonas
caviae (n = 7), Alcaligenes denitrificans

(n = 1), Bacillus cereus(n = 1) e
Enterobactespp. (n = 3).

O complexoAeromonasagrega bactérias
patogénicas importantes em peixes e
causa septicemias e perdas econdmicas
associadas ao cultivo mundial de peixes
(COSTA & CYRINO, 2006). As
metodologias para identificacdo das
espécies deAeromonas abrangem o
estudo de complexas rotas metabdlicas,
gue se reflete em diversos testes
bioquimicos (ABOTT, 1992), de
diferencas em componentes celulares e
nas sequéncias de  nucleotideos
(FIGUERAS et al., 2000). Neste estudo, o
polimorfismo de fragmento de restricao
(RFLP) (BORREL et al., 1997), foi
utilizado para identificacdo de algumas
espécies, bem como a técnica de
amplificacdo do DNA por PCR para a
deteccdo desses microrganismos atraves
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de seus produtos de secre¢do (CASCON
et al.,, 1996), e a espécie caviaefoi
encontrada nos isolados de camardes. E
importante  destacar que isolados
identificados  bioquimicamente como
Vibrio spp. foram classificados pela PCR
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como A. caviag o0 que indica a

importancia da técnica de PCR para
discriminagcdo dos géneros Vibrio e
Aeromonas cujas caracteristicas
bioquimicas podem ser similares.

Tabela 1.Caracterizacdo bioquimica e moleculdoat#érias isoladas em camardes da

espécid.itopenaeus vannamei

PCR RFLP rRNA 16S

Sequenciamento

Isolado Identificagéo Bioquimica Aeromonaspp. DNA 16S
01 Aeromonaspp Aeromonas caviae  NR

02 Plesiomonas shigelloides  Aeromonas caviae NR

03 Pasteurellaspp. NR NR

04 Aeromonaspp. Aeromonas caviae  NR

05 Enterobacter aerogenes NR NR

06 Enterobacter aerogenes NR NR

07 Bacilos gram - Negativo Enterobactespp.
08 Bacilos gram - Negativo Enterobactespp.
09 Aeromonas salmonicida  Aeromonas caviae NR

10 Pasteurellaspp. NR Enterobactespp.
11 Vibrio alginolyticus Aeromonas caviae NR

12 Vibrio parahaemolyticus ~ Aeromonas caviae NR

13 Bacillusspp. NR Bacillus cereus
14 Vibrio spp Aeromonas caviae  NR

15 Alcaligenes denitrificans NR Alcaligenes denitrificans

NR = ndo Realizado

Além dessa discriminacdo, os métodos
moleculares  foram  essenciais a
identificacdo de outras bactérias, como
Enterobacterspp. eBacillus cereuscuja
identificacdo fenotipica convencional
pode resultar em falhas. A técnica de
PCR, principalmente quando associada ao
sequenciamento de DNA, vem sendo
muito atil a taxonomia  de
microrganismos (HA et al., 2002).

Em oposicdo a outros trabalhos na
literatura (REPINGAT et al., 1998; RAVI
et al., 2007), o isolado dgacillus cereus
obtido neste estudo n&o apresentou
atividade de inibicam vitro para nenhum
dos outros microrganismos isolados dos

camardes e com potencial patogénico
para organismos aquaticos. Ravi et al.
(2007) revelaram quBacillus cereuséao
eficientes na inibicdo de patégenos em
larvas de camarbes, conwibrio spp. e
Vibrio harveyi,ambosin vitro e in vivo.
Algumas espécies dBacillus spp. tém
mostrado atividade inibitéria contra
vérios patdégenos (RENGIPAT et al,
1998). Diversos estudos informaram que
esse microrganismo produz antibiéticos
polipeptideos, como a bacitracina,
granicidina S, polimixina e tirotricidina,
gue sdo ativos contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas (PEREZ et al.,
1993).

531



Rev. Bras. Saude Prod. An., v.11, n.2, p. 527-536r4un, 2010

ISSN 1519 9940

Todos os 15 isolados de camardes cinza
(Litopenaeus vannanjgiforam sensiveis

a norfloxacina e ao acido nalidixico. Com
relacdo as demais drogas antimicrobianas
testadas, os perfis de susceptibilidade
obtidos foram de 68,7% a eritromicina,
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50% a tetraciclina, 875% a
nitrofurantoina, 81,2% a
sulfametoxazol/trimetoprina, neomicina e
estreptomicina, 12,5% a lincomicina e
ampicilina (Figura 1).
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Figura 1. Perfil de sensibilidade aos antimicrobgande isolados

bacterianos obtidos de
vannamei

Aeromonasspp. € um dos principais
patdgenos na aquicultura e pode
ocasionar infec¢cdes alimentares em
seres humanos (AUSTIN & AUSTIN,
1993). Os isolados foram sensiveis a
todos os antimicrobianos, com destaque
para o acido nalidixico e a norfloxacina,
0 que corrobora com resultados de
Costa et al. (2008). Neste experimento,
foi observado que os isolados foram
menos sensiveis a lincomicina e a
ampicilina. A resisténcia a esses
antimicrobianos pode ser disseminada
por plasmideos (AKIMBOWALE et al.,
2006). Da mesma forma, os isolados de
Aeromonasspp. (n = 8) possuem uma
resisténcia a ampicilina, o que ¢
também descrito na literatura
(SAAVEDRA et al, 2004). Essa
situacao tem alertado para a necessidade
da criagdo de medidas profilaticas e
terapéuticas eficazes, ambientalmente

camarbes da espédiepenaeus

corretas e que nado tragam risco a saude
humana. O controle de doencas na
aquicultura exige, cada vez mais, uma
abordagem efetiva e ambientalmente
segura (SMITH et al., 2008).

O desenvolvimento de um probiotico
efetivo, para qualquer sistema de
producdo de organismos aquaticos
requer a identificacdo de probiontes
normalmente encontrados no ambiente
aguatico e no trato intestinal, de forma a
considerar a complexidade de relacdes
entre hospedeiro e habitat
(VERSCHUERE et al., 2000). Neste
trabalho, a partir do intestino dos
animais, foi encontrado isolado de
Bacillus cereus uma das principais
espécies descritas como probidticos na
aquicultura (GOMEZ-GIL et al., 2000).
Apesar de o0s bacilos ndo serem
considerados bactérias autéctones, fato
gque poderia tornar inviavel sua
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utilizacdo como probidtico, muitos
apresentam um ciclo de vida duplo, que
envolve germinagcdo de esporos,
proliferagdo e reesporulagdo sob
condicOes adversas, 0 que Ihes permite
crescer e sobreviver no meio ambiente e
no intestino de animais. Esse ciclo é a
base do seu efeito probidtico (HONG et
al.,, 2005). Nao foram encontrados
relatos que descrevaB. cereuscomo
patogénico para camarb&gopenaeus
vannamei. Neste estudo nao foi
encontrada nenhuma atividade de
inibicdo do Bacillus cereuspara as

bactérias testadas. Contudo, outros
estudos devem ser realizados para
confirmar atividade inibitéria dessa

espécie, uma vez que varios fatores
podem estar associados com a inibicéo
de patdgenos por probidticos, como a
exclusdo competitiva (GULLIAN et al.,
2004).

Nesta pesquisa, obteve-se também o
isolamento de microrganismos do
género Enterobacter.Em seu estudo,
McDaniel (1979) encontrou essas
bactérias em 2% dos animais avaliados,
sendo que néo foram encontrados outros
relatos de doencas causadas por esse
microrganismo em peixes. A maioria
das doencas gastrintestinais causadas
por representantes da familia
Enterobacteriaceae envolvem surtos
pelo consumo de alimentos do mar e
agua nao tratada (SALERNO et al.,
2007), o que indica impacto a saude
publica e fraco potencial probiético.

Por conta da crescente preocupacgdo de
técnicos e da populagdo com a presenca
dos residuos de antimicrobianos nos
produtos para consumo humano e
animal e com a selecdo de bactérias
resistentes (CABELLO, 2006), a busca
por técnicas alternativas para controle
de doencas € muito importante. Neste
sentido, o isolamento e a caracterizacao
de bactérias encontradas normalmente
no ambiente aquatico sdo fundamentais
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para a investigacdo de potenciais
probioticos (VERSCHUERE et al.,
2000). Contudo, 0s microrganismos
isolados do ambiente aquatico possuem
uma caracterizacao bioquimica
laboriosa e, em alguns pontos,
imprecisa (HARMSEN & KARCH,
2004). Nesse sentido, 0 uso de técnicas
moleculares tem se mostrado eficaz
como uma ferramenta de apoio, o que
foi observado neste estudo, em que as
técnicas moleculares, em particular o
sequenciamento do fragmento do gene
que codifica para o rRNA 16S,
permitiu a correta identificacdo dos
microrganismos. As técnicas de PCR-
RFLP e o sequenciamento do fragmento
gue codifica para o rRNA 16S séo uteis
para reduzir problemas na
caracterizagao fenotipica dos
microrganismos estudados.

Os camarbes podem ser portadores de
bactérias descritas como patogénicas,
logo a busca por medidas alternativas
deve ser adotada, como 0 manejo
adequado e o uso de antimicrobianos
planejado com a finalidade de reduzir
riscos aos seres humanos e ao ambiente.
Os resultados obtidos neste trabalho sé&o
uma preocupacdo no que diz respeito a
resisténcia antibidética em relacdo a
saude publica, ambiental e ao setor
econdmico.
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