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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi isolar cepas de bactérias da gbnada e da
parte final do intestino de Crassostrea gigas e avaliar sua utilizagdo
como probidtico na Crassostrea gasar desafiada com Vibrio
parahaemolyticus a fim de melhorar a resposta imune de ostras adultas e
a sobrevivéncia das larvas apds desafio experimental. Apenas duas
cepas de bactérias foram isoladas, uma a partir da génada (Enterococcus
faecium) e outra do intestino (Enterococcus durans), que seguiram para
testes in vitro de antagonismo, taxa de crescimento, tempo de
duplicacdo e contagem de células vidveis. Quanto a eventuais melhorias
nos parametros imunoldgicos, microbioldgicos e histoldgicos, as cepas
de E. faecium e de E. durans foram aplicadas na 4gua na concentracéo
de 10° UFC « mL-1 durante 15 dias para ostras adultas da espécie C.
gasar, alimentadas com Chaetoceros muelleri. Enterococcus durans foi
a Unica cepa utilizada para a sobrevivéncia das larvas "D". As larvas
foram divididas em quatro grupos, Controle, tratado com E. durans,
Controle desafiado com Vibrio parahemolyticus e E. durans desafiado
com V. parahemolyticus. E. durans apresentou melhores resultados in
vitro. Analises imunoldgicas das ostras demonstraram que a aplicacdo
das cepas de E. durans mostrou maior titulo aglutinante e atividade de
fenoloxidase apds 15 dias de tratamento do que o grupo controle e o
grupo tratado com E. faecium. A aplicacdo de E. faecium e
Enterococcus durans promoveu o aumento do ndmero de bactérias
heterotrdficas totais e acido-lactica totais. A sobrevivéncia das larvas
tratadas com o E. durans mostrou-se maior do que dos demais grupos.
Tendo isso em vista, a cepa probidtica com o maior potencial para a
cultura de C. gasar é a E. durans.

Palavras chave: Enterococccus, sobrevivéncia larval, imunologia, ostra
nativa.






ABSTRACT

The aim of this work was to isolate strains of bacteria from the gonad
and final part of the intestine of Crassostrea gigas and evaluate its use
as probiotic on Crassostrea gasar challenged with Vibrio
parahaemolyticus, in order to improve the immune response of adult
oysters and larval survival after experimental challenge. Only two
bacterial strains were isolated, one from the gonad (Enterococcus
faecium) and the other from the intestine (Enterococcus durans), which
were followed by in vitro tests of antagonism, growth rate, doubling
time and viable cell count. Towards possible improvements in the
immune, microbiological and histological parameters, E. faecium (TG)
and E. durans STI) strains were enforced in water at a concentration of
10° CFU » mL™ during 15 days for adult oysters of the specie C. gasar
which were fed with Chaetoceros muelleri. E. durans was the only
strain used for larval survival "D". The larvae were divided into four
groups, Control, treated with E. durans, Control challenged with Vibrio
parahemolyticus and E. durans challenged with V. parahemolyticus.
The strain that showed best in vitro results was E. durans bacteria.
Immunological analyzes of oysters demonstrated that the application of
E. durans strain showed higher binding capacity and phenoloxidase
activity after 15 days of treatment than control groups and the one
treated with E. faecium. The application of E. faecium and E. durans
increased the numbers of total heterotrophic bacteria and the total lactic
acid. The survival of the larvae treated with E. durans showed higher
than that of other groups. In view of this, the probiotic strain with the
highest potential for the cultivation of C. gasar is E. durans.

Keywords: Enterococccus, larval survival, immunology, native oyster.
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1.INTRODUCAO

A aquicultura vem se expandindo de forma rapida e sustentavel
sendo um dos segmentos mais importantes do setor pesqueiro mundial.
Constitui a alternativa de maior viabilidade para suprir a crescente
demanda de pescado, tornando-se um grande destaque na producdo
mundial. Nos UGltimos anos, o aumento médio anual foi de 6,2%,
mostrando que a producdo mais do que duplicou, passando de 32,4
milhGes de toneladas em 2000 para 70,1 milhGes em 2013 (FAO, 2016).

Dentre os paises maiores produtores aquicolas, destacam-se a
China, em 1° lugar com 43 milhdes de ton, a india com 4,5 milhdes de
ton, a Indonésia com 3,8 de ton, o Vietnd com 3,2 milhGes de ton,
seguidos por Bangladesh, Noruega, Egito, Tailandia, Chile, Mianmar,
Filipinas, Japdo e Brasil. Os organismos aquaticos cultivaveis com
maior volume sdo os peixes, com producdo de 47 milhGes de toneladas,
seguido pelos moluscos, com 15,5 milhfes de toneladas e crustaceos,
6,7 milhGes de toneladas (FAO, 2016).

Na atualidade, o Brasil ocupa a 13% posicdo entre os maiores
produtores aquicolas mundiais, com uma producdo de 474.159 toneladas
em 2013 (FAO, 2016), sendo a mesma dividida em trés principais tipos:
a piscicultura, a carcinicultura e a malacocultura (EPAGRI, 2013).

A produgdo de moluscos (malacocultura) destaca-se pelo rapido
desenvolvimento da tecnologia de cultivo, baixo custo de implantacéo e
manutencdo, acelerado crescimento dos animais e baixa taxa de
mortalidade (DORE, 1991; COVA, 2013).

A malacocultura é praticada intensivamente no mundo desde e
primeira metade do século XX. Porém, somente na década de 70 esta
atividade teve inicio em diversas partes do Brasil, sem um motivo
aparente, a nao ser o cientifico ou econdmico, ja que ndo havia nenhum
plano de incentivo governamental (POLI, 2004).

Comercialmente, a malacocultura comegou a desenvolver-se na
década de 90, inicialmente em Santa Catarina e posteriormente no
Parana, em Sdo Paulo, no Rio de Janeiro, no Espirito Santo, em
Pernambuco, em Alagoas, em Sergipe e na Paraiba. Embora
praticamente todos os estados litoraneos apresentem alguma produgédo
de moluscos, a regido Sul concentra a maior producéo nacional, sendo
Santa Catarina o principal produtor (OCEANQS, 2008).

Dentre as espécies de moluscos cultivaveis, a ostra-do-Pacifico
Crassostrea gigas € uma das espécies de maior interesse comercial
devido a sua rusticidade, rapidez de crescimento e valor comercial
(DORE,1991).
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A Crassostrea gigas € uma espécie originaria de aguas frias e
salinas, pouco tolerantes ao clima tropical e temperaturas altas. Dessa
forma, adaptou-se muito bem as condicdes de cultivo na regido Sul do
Brasil (POLI, 2004). Para melhor aproveitamento dos ambientes
costeiros brasileiros, as pesquisas estdo avancando visando ao aumento
da producdo de espécies nativas, que possuem grande potencial
produtivo, com continua fecundidade proporcionando disponibilidade de
sementes ao longo do ano (NASCIMENTO, 1991).

Das espécies nativas brasileiras destaca-se o cultivo Crassostrea
gasar (ADANSON, 1757) encontrada principalmente fixada nas raizes
aéreas da arvore do mangue Rhizophora mangle ou sobre zonas
intertidais e costdes rochosos (NASCIMENTO, 1983).

Apesar da espécie C. gasar (= C. brasiliana (LAMARCK, 1819))
apresentar potencial para ostreicultura, ainda ndo ha tecnologia capaz de
manter a constancia na producdo de sementes desta espécie em
laboratério. Por isso, pesquisas estdo sendo desenvolvidas visando
garantir a disponibilidade continua das sementes, sendo necessario
obter-se reprodutores sexualmente maduros, aptos a desovarem 0 ano
inteiro (RAMOS, 2011).

Principais doengas em cultivo de moluscos bivalves

Em muitos locais a histéria da producdo de ostras tem sido de
ciclos de crescimento e perdas, causadas por doencas, predadores ou
outros riscos naturais (DORE, 1991). Porém, nas cria¢Bes a quantidade
de patdgenos pode se tornar um fator de risco em virtude da limitacdo
do espaco fisico.

As enfermidades sdo importantes fatores ecoldgicos, podem
afetar o desenvolvimento do animal bem como a eficiéncia metabdlica,
alterando taxas de crescimento, reproducdo e morfologia. Surtos
epidemiolégicos podem causar alteracdes nas estruturas populacionais,
reduzir seu tamanho, distribuicdo e abundancia, afetar de forma espacial
e temporal, diminuir a reproducdo podendo causar a extincdo das
populacdes (DAME, 1996).

Dentre 0s principais agentes patogénicos em bivalves marinhos
estdo os virus, bactérias, fungos, protozoarios, trematddeos, poliquetas e
copépodes (KINNE, 1983). As maiores mortalidades e morbidades em
bivalves cultivados sdo promovidas por bactérias e protozodarios dos
géneros Bonamia, Mikrocytos, Marteilia, Perkinsus e Haplosporidium
(DA SILVA, 2008).
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Na costa brasileira, os principais registros de patdgenos em
moluscos bivalves dizem respeito aqueles ocasionados por bactérias e
organismos semelhantes a Rickettsiae; protozoarios como Sphenophrya
sp., Trichodina sp., Ancistrocoma sp., Nematopsis sp., Perkinsus sp. e
Steinhausia mytilovum; fungos ndo identificados e metazoarios:
Urastoma sp., Bucephalus margaritae, Tylocephalum sp., Polydora
websteri, Pseudomyicola spinosus (BOEHS et al. 2012).

Enfermidades ocasionadas por virus e bactérias também sdo
comumente encontradas em larvicultura de moluscos, acarretando
elevadas perdas. Dentre os virus que causam mortalidade nesta fase esta
0 Oyster Velar Virus Disease e o Herpes viruses (ELSTON 1979;
ELSTON e WILKINSON, 1985; NICOLAS, 1992) e o género Vibrio
para as bactérias. As vibreondceas causam mortalidade em todos os
estagios larvais e muitas vezes estdo associadas as condi¢Bes de cultivo
em massa, altas temperaturas, estresse e falta de assepsia durante o
manejo (ELSTON, 1990).

Os vibrios predominantemente encontrados e associados ao
cultivo de moluscos sdo o Vibrio anguillarum, V. alginolyticus, V.
tubiashii e V. splendidus. Estes microrganismos podem colonizar o
manto dos hospedeiros e causar doencas que promovam natagdo
anormal, atrofia visceral, lesbes nos 6rgdos, aglutinagdo de larvas no
fundo dos tanques, entre outros (DE SALVO, 1978; LAMBERT, 1998;
PRADO et al., 2005). Além destas espécies, outros vibrios tém sido
identificados nas Gltimas duas décadas: o V. neptunius, pela primeira
vez descrito como um patégeno de moluscos, e outras duas espécies que
foram isoladas e classificadas como Vibrio sp., as quais, apesar de
apresentar semelhangas com V. orientalis e V. vulnificus, ndo poderiam
ser atribuidas a estas espécies (PRADO et al., 2005).

Métodos para controle de patégenos na larvicultura

As instalacBes de um laboratério de larvicultura de molusco séo
propicias a proliferacdo bacteriana, devido a presenca de cultivos de
microalgas, matéria orgénica e temperatura constante, que favorecem o
crescimento bacteriano (LODEIROS, 1988).

Alguns métodos profilaticos sdo utilizados para controlar a
incidéncia de pat6genos na larvicultura de organismos bivalves. Dentre
elas estdo o uso de fluxo continuo de dgua e o tratamento da mesma com
filtracdo, pasteurizacdo, ozonizagdo e radiagdo ultraviolta (UV)
(VERSCHUERE et al., 2000; PRADO, 2006). Estas estratégias de
controle sdo muito eficazes na reducdo dos niveis de matéria organica,
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matéria em suspensdo e carga bacteriana. No entanto, ndo é tao eficaz
microbiologicamente, pois podem eliminar tanto as bactérias
patogénicas como as benéficas, favorecendo a colonizagcdo por
microrganismos oportunistas (PRADO et al. 2010).

Um dos métodos para controlar a proliferacdo de patdgenos em
larvicultura é a utilizacdo de antibidticos (AVENDANO; RIQUELME,
1999; BEM, 1999), pois este quimioterapico aumenta a porcentagem de
sobrevivéncia das larvas, apesar de este método poder selecionar cepas
bacterianas resistentes aos antibidticos (FITT et al., 1992; MADIGAN et
al. 1997).

A utilizacdo de diversos tipos de antibidticos na producdo
animais tem sido abolida em diversos paises, assim como na Uniao
Europeia desde 0 ano de 2006 (LUCKSTADTS, 2006).

Contudo, métodos profilaticos alternativos tém sido testados para
o controle de enfermidades na larvicultura, como limpeza dos
equipamentos com produtos naturais e utilizacdo de bactérias
probidticas.

Probiético

Probidticos sdo microrganismos vivos que, ao serem ministrados
nos tanques de cultivo, atuam beneficamente no organismo aquatico a
ser produzido, melhorando o consumo ou absor¢do do alimento, o
sistema imunoldgico, o balanco de bactérias no trato intestinal ou no
ambiente de cultivo (VERSCHUERE et al., 2000).

O efeito benéfico da utilizacdo de probidticos pode ser alcancado
de diferentes formas, seja como complemento nutricional, aumento da
resposta imune, atividade antibacteriana ou estimulagdo dos processos
bioldgicos e melhoria da qualidade da dgua (PRADO et al., 2010).

Os probidticos de uso aquatico possuem alguns fatores que
devem ser considerados importantes quando comparados aos probioticos
desenvolvidos para ambientes terrestres. Os animais aquaticos tém uma
relacdo muito mais préxima com o meio em que vivem, tornando a acédo
de agentes patogénicos maior, jA que 0s mesmos Sdo capazes de se
manter na agua e proliferar independentemente de haver um animal
hospedeiro (HANSEN e OLAFSEN, 1999; VERSCHUERE et al.,
2000a).

Dentre as caracteristicas desejaveis de uma cepa probidtica, estd a
condicdo do microrganismo, sendo aconselhdvel que o mesmo seja
extraido do mesmo ambiente onde sera utilizado, ou seja, autoctone
(RIQUELME et al., 1996; VERSCHUERE et al., 2000). Este fato
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garante a capacidade de a cepa se desenvolver no ambiente e minimiza
0s riscos decorrentes da introdugdo de organismos aldctones no sistema.
Deve ser observado também o efeito benéfico, a falta de patogenicidade
e toxicidade, ndo s6 para o organismo alvo, mas para outros organismos
Vvivos que podem estar presentes no ambiente, como o fitoplacton. Além
disso, ndo devem proliferar até niveis perigosos quando inoculados na
agua (PRADO, 2010).

Na literatura existem poucos exemplos da utilizacdo de bactérias
probidticas em bivalves que atuam de forma positiva na inibicéo in vitro
(GIBSON et al., 1998; LONGEON et al., 2004; PRADO et al., 2009),
na atividade antibacteriana, na producdo de substancias bactericidas
(JORQUERA et al., 1999), na atividade antibacteriana na dgua do mar
demonstrando a inibicdo do crescimento de vibrios (PRADO et al.,
2009), no fornecimento de cepa potencialmente probidtica misturadas a
microalgas que impede a proliferacéo de vibrios (PRADO et al., 2002) e
na diminuicdo de infecgdo causada por Vibrio anguillarum em larvas
(RIQUELME et al., 1996).

Sistema imune de moluscos bivalves

Os moluscos, como todos os invertebrados, dispdem de um
sistema imunoldgico que os protege contra patdgenos. Este sistema
restringe-se a uma imunidade inata que esta ligada a hemolinfa, ndo
ocorrendo o sistema adaptativo altamente especifico dos vertebrados,
gue inclui a imensa variedade de anticorpos, receptores especificos e as
células de memoéria (SCHLEDER, 2007).

Hemdcitos sdo células imunoefetoras presentes no liquido
circulante, onde se pode encontrar moléculas solGveis no plasma,
denominada hemolinfa, que atuam no reconhecimento e degradacéo de
agentes nao-préprios (VARGAS-ALBORES e BARRACCO, 2001;
SONG et al., 2010). Dentre os imunoparametros mais utilizados para
expressar condicdo de salde em bivalves estdo os hemogramas,
representados pela a contagem total (THC — “total haemocytes count™) e
diferencial de hemdcitos (DHC - “differential haemocytes count”)
VARGAS-ALBORES ¢ BARRACCO (2001).

Os hemdcitos sdo os principais responsaveis pelas reagfes imune-
celulares, como a fagocitose de microrganismos, a formagdo de nodulos
e capsulas hemociticas em torno dos invasores e sua destruicdo pela
producdo e/ou liberacdo de moléculas tdxicas e microbicidas
(VARGAS-ALBORES e BARRACCO, 2001). Patbgenos como
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parasitas sdo identificados através dos padrdes moleculares e
posteriormente neutralizados ou destruidos pela producdo de moléculas
toxicas e microbicidas a partir dos hemécitos circundantes (VARGAS-
ALBORES e BARRACCO, 2001). Dentre estas moléculas, destacam-se
as enzimas lisossomais, as espécies reativas de oxigénio (ERO) e as
proteinas ou peptideos antimicrobianos (PAM). A resposta inflamatdria
em bivalves se da pela infiltracdo de hemdcitos no tecido infectado e no
agente estranho, formando capsulas ou nodulos. Nestes processos, 0S
hemdcitos utilizam o mesmo mecanismo microbicida da fagocitose
(VARGAS-ALBORES; BARRACCO, 2001).

Ja os fatores humorais presentes na hemolinfa compreendem
moléculas de reconhecimento como as lectinas, o sistema pro-
fenoloxidase (proPO) que envolve a geracdo de varios compostos
citotdxicos intermediarios, que levam a neutralizagdo ou destruicdo dos
patégenos invasores colaborando na prevencdo e controle de infeccdes
nos moluscos (ENGELMANN et al., 2005; MUTA, 2006).

Proteinas de reconhecimento

Situagbes de estresse causadas por fatores ambientais,
fisiolégicos ou infeccdes podem resultar em alteracdo dos niveis de
lectinas na hemolinfa de moluscos. As lectinas estdo entre as proteinas
humorais de maior destaque as quais sdo glicoproteinas naturalmente
encontradas no plasma dos bivalves, e possuem a capacidade de ligar-se
a aclcares especificos presentes na superficie de diferentes células,
causando sua aglutinagdo. (MARQUES e BARRACCO, 2000). Estas
funcionam como proteinas de reconhecimento de padrdes moleculares
especificos associados a carboidratos presentes na superficie de
patégenos e dao inicio as respostas imunes efetoras, como a aglutinacéo
dos microrganismos invasores e a opsonizacdo facilitando a fagocitose
dos patégenos (MARQUES e BARRACCO, 2000).

Atividade da fenoloxidase (PO)

O sistema proPO ¢é uma cascata proteolitica muito estudada em
crustaceos e insetos. A enzima chave neste processo é a fenoloxidase
(PO), enzima envolvida na melanizacdo durante processo de
encapsulamento, formagdo de nddulos e cicatrizacdo de feridas. A PO
desencadeia a producdo do pigmento escuro que se deposita
principalmente nas regifes centrais dos nédulos e capsulas celulares
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formados em torno de patdgenos invasores (LERCH, 1988; NAPPI e
SEYMOUR, 1991; NAPPI e VASS, 1993; SODERHALL e
CERENIUS, 1998; CERENIUS; LEE; SODERHALL, 2008;
CERENIUS et al., 2010). A PO ¢é parte de um sistema de ativacdo da
cascata proteolitica chamada pro-fenoloxidase (proPO). Este sistema é
ativado por componentes da parede da célula fangica (p 1,3-glucanos) e
bactérias Gram negativas (LPS), fazendo com que estes componentes
sejam reconhecidos como estranhos e desencadeando a ativacdo dos
hemdcitos e liberagdo da enzima proPO (JOHANSSON e
SODERHALL, 1989; SODERHALL, 1982, 1992; CERENIUS e
SODERHALL, 2004; CERENIUS; LEE; SODERHALL, 2008;
CERENIUS et al., 2010).

O sistema proPO ainda n&o foi bem estabelecido para imunologia
de bivalves, diferindo dos crustaceos e insetos. Alguns autores afirmam
gue a superficie de microrganismos em algumas espécies de bivalves
ndo parece ser ativada, além do que os nédulos e capsulas de moluscos
ndo apresentam melanizagdo (BARRACCO e DA SILVA, 2008).

O artigo cientifico foi formatado segundo as normas da revista
“Aquaculture”.
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2. JUSTIFICATIVA

A utilizagdo de probidtico na aquicultura tem sido estudada
principalmente na area da carcinicultura e pisciculturas com o intuito de
melhorar a interacdo entre ambiente de cultivo e organismo cultivado. A
aplicacdo de probidticos autdctones para diversos organismos na
aquicultura tem demonstrado melhorias nos parametros zootécnicos,
salde dos animais e resposta imune frente a patdgenos. Tendo em vista
seu potencial de aplicacdo e a escassez de estudos sobre a selecdo e a
aplicacdo de cepas autdctones potencialmente probi6ticas para moluscos
bivalves, esta pesquisa se mostra de suma importancia. Além disto, a
espécie nativa Crassostrea gasar apresenta grande potencial para
ostreicultura nacional, no entanto ainda ndo ha estratégias tecnoldgicas
capazes de manter boas taxas de sobrevivéncia e constancia na produgdo
de sementes em laboratorio. Por isso, 0 uso de cepas autoctones com
potencial probi6tico pode ser aplicado e melhorar tais parametros. Dessa
forma, o presente estudo contribuira para o desenvolvimento de nova
estratégia de manipulagdo bacteriana que poderd ser aplicada em
larvicultura auxiliar no desenvolvimento do cultivo de moluscos
bivalves.
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3.0BJETIVOS
Objetivo geral

Contribuir para o desenvolvimento de tecnologia capaz de
auxiliar na melhora de resposta imunoldgica de ostras adultas e no
aumento da sobrevivéncia de larvas da ostra nativa brasileira
Crassostrea gasar.

Objetivos especificos

e |solar, selecionar e identificar cepas de bactérias autdctones
potencialmente probidticas do intestino e génada de ostra do género
Crassostrea gasar e C. gigas;

o Verificar in vitro o potencial de inibicdo das cepas de
bactérias autdctones potencialmente probidticas quando confrontadas
com diversas bactérias patogénicas;

e Analisar o efeito da incorporagdo das cepas de bactérias
autoctones potencialmente probidticas em agua de cultivo da ostra
nativa Crassostrea gasar, por histologia, microbiologia e avaliacdo dos
pardmetros imunolégicos.

o Verificar a sobrevivéncia de larvas da ostra nativa tratada com
a cepa bacteriana autoctone potencialmente probidtica apds desafio
experimental com Vibrio parahaemolyticus.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi isolar cepas de bactérias da gbnada e da
parte final do intestino de Crassostrea gigas e avaliar sua utilizagdo
como probidtico na Crassostrea gasar desafiada com Vibrio
parahaemolyticus a fim de melhorar a resposta imune de ostras adultas e
a sobrevivéncia das larvas apds desafio experimental. Apenas duas
cepas de bactérias foram isoladas, uma a partir da gbnada (Enterococcus
faecium) e outra do intestino (Enterococcus durans), que seguiram para
testes in vitro de antagonismo, taxa de crescimento, tempo de
duplicacédo e contagem de células viaveis. Quanto a eventuais melhorias
nos parametros imunoldgicos, microbioldgicos e histoldgicos, as cepas
de Enterococcus faecium e de Enterococcus durans foram aplicadas na
4gua na concentracdo de 10° UFC-mL-1 durante 15 dias para ostras
adultas da espécie C. gasar, alimentadas com Chaetoceros muelleri.
Enterococcus durans foi a Unica cepa utilizada para a sobrevivéncia das
larvas "D". As larvas foram divididas em quatro grupos, Controle,
tratado com Enterococcus durans, Controle desafiado com Vibrio
parahemolyticus e Enterococcus durans desafiado com V.
parahemolyticus. Enterococcus durans apresentou melhores resultados
in vitro. Analises imunoldgicas das ostras demonstraram que a aplicagdo
das cepas de Enterococcus durans mostrou maior titulo aglutinante e
atividade de fenoloxidase ap6s 15 dias de tratamento do que o grupo
controle e o grupo tratado com Enterococcus faecium. A aplicacdo de
Enterococcus faecium e Enterococcus durans promoveu 0 aumento do
nimero de bactérias heterotréficas totais e acido-lactica totais. A
sobrevivéncia das larvas tratadas com o Enterococcus durans mostrou-
se maior do que dos demais grupos. Tendo isso em vista, a cepa
probidtica com o maior potencial para a cultura de C. gasar é a E.
durans.

Palavras chave: Enterococccus, sobrevivéncia larval, imunologia, ostra
nativa.
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ABSTRACT

The aim of this work was to isolate strains of bacteria from the gonad
and final part of the intestine of Crassostrea gigas and evaluate its use
as probiotic on Crassostrea gasar challenged with Vibrio
parahaemolyticus, in order to improve the immune response of adult
oysters and larval survival after experimental challenge. Only two
bacterial strains were isolated, one from the gonad (Enterococcus
faecium) and the other from the intestine (Enterococcus durans), which
were followed by in vitro tests of antagonism, growth rate, doubling
time and viable cell count. Towards possible improvements in the
immune, microbiological and histological parameters, Enterococcus
faecium (TG) and Enterococcus durans (TI) strains were enforced in
water at a concentration of 10° CFU-mL™ during 15 days for adult
oysters of the specie C. gasar which were fed with Chaetoceros
muelleri. Enterococcus durans was the only strain used for larval
survival "D". The larvae were divided into four groups, Control, treated
with  Enterococcus durans, Control challenged with Vibrio
parahemolyticus and Enterococcus durans challenged with V.
parahemolyticus. The strain that showed best in vitro results was
Enterococcus durans bacteria. Immunological analyzes of oysters
demonstrated that the application of Enterococcus durans strain showed
higher binding capacity and phenoloxidase activity after 15 days of
treatment than control groups and the one treated with Enterococcus
faecium. The application of Enterococcus faecium and Enterococcus
durans increased the numbers of total heterotrophic bacteria and the
total lactic acid. The survival of the larvae treated with Enterococcus
durans showed higher than that of other groups. In view of this, the
probiotic strain with the highest potential for the cultivation of C. gasar
is E. durans.

Keywords: Enterococccus, larval survival, immunology, native oyster.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a ostreicultura estd baseada na producdo de trés
principais espécies: Crassostrea gigas, C. rhizophorae e C. gasar.
Dentre estas espécies, a C. gigas estd bem difundida no Estado de Santa
Catarina, compondo a maior producdo de ostras cultivadas no pais, com
98% do total nacional (IBGE, 2014). No entanto, os problemas
ocasionados pelo clima tropical afetam o desenvolvimento desta espécie
em outras regides do pais (Gomes et al., 2014).

Desta forma, pesquisas estdo sendo realizadas a fim de
aumentar a producdo de moluscos no pais. Para tal, tem se buscado a
utilizacdo de espécies nativas, que possuem elevado potencial para
garantir a disponibilidade de sementes ao longo do ano (Nascimento,
1983). Dentre as espécies nativas, destaca-se a Crassostrea gasar, que
esta distribuida por toda costa brasileira (Nascimento, 1991).

Apesar da espécie C. gasar apresentar potencial para
ostreicultura, ainda ndo ha tecnologia capaz de manter a constancia na
producdo de sementes desta espécie em laboratério (Ramos, 2011).
Outro fator que interfere diretamente no desenvolvimento desta espécie
é a ocorréncia de enfermidades que podem afetar o desenvolvimento do
animal, a eficiéncia do seu metabolismo, alterar suas taxas de
crescimento, reproducdo e morfologia.

As bactérias sdo os principais agentes patogénicos responsaveis
pelas elevadas taxas de mortalidade na fase larval, sendo as do género
Vibrio as de maior ocorréncia na larvicultura de moluscos bivalves,
podendo estar associadas as condicGes de manejo e assepsia
inadequados (Elston, 1990).

Alguns métodos profilaticos vém sendo utilizados a fim de
diminuir a mortalidade no estagio larval e controlar a incidéncia de
patégenos de organismos bivalves, dentre eles estdo: o uso de fluxo
continuo de agua, filtracdo, pasteurizacdo, ozoénio, radiacdo UV e a
utilizacdo de antibiéticos (Avendafio; Riquelme, 1999; Bem, 1999;
Verschuere et al., 2000; Prado, 2006). Este Gltimo mecanismo age
beneficamente aumentando o percentual de sobrevivéncia das larvas,
mas pode propiciar maior resisténcia de cepas bacterianas patogénicas,
tornando este quimioterapico ineficaz (Fitt et al., 1992; Madigan et al.
1997).

Um método profilatico alternativo que vem sendo utilizado em
organismos aquaticos sdo as bactérias probidticas, que atuam
beneficamente, melhorando a absor¢cdo do alimento, o sistema
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imunoldgico, o equilibrio de bactérias no trato intestinal e/ou no
ambiente de cultivo (Verschuere et al., 2000).

Alguns microrganismos ja foram isolados e utilizados com
probiéticos para larvicultura de moluscos bivalves como:
Flavobacterium sp. P14 (Lodeiros et al., 1989), Alteromonas sp. CA2
(Douillet e Langdon, 1993), Alteromonas sp. CA2 (Douillet e Langdon,
1994), Pseudoalteromonas haloplanktis INH (Riquelme et al., 1996),
Vibriosp. C33 e Pseudomonassp. 11 (Riquelme et al.,, 1997),
Aeromonas media A199 (Gibson et al., 1998), Vibriosp. C33
(Avendaiio e Riquelme, 1999), S21 (Nakamura et al.,, 1999),
Phaeobacter gallaeciensis BS107 (Ruiz-Ponte et al., 1999), Vibrio sp.
C33 Pseudomonas sp. 11 (Riquelme et al., 2001), Bacillus sp. B2 e
Pseudoalteromonas sp. X153 (Longeon et al., 2004) e Phaeobacter
gallaeciensis 154 (Prado, 2006).

No entanto, a maioria dos estudos sobre probiodticos na
aquicultura estdo direcionados para cultivos de peixe e crustaceos.
Poucas sdo as literaturas mostrando a sua aplicacdo para moluscos
bivalves com resultados positivos. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo é selecionar e aplicar cepas autéctones potencialmente
probidticas para Crassostrea gasar, a fim de melhorar a resposta
imunolodgica de ostras adultas e aumentar a sobrevivéncia de larvas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento e caracterizacao in vitro de bactérias &cido-laticas
com potencial probi6tico

2.1.1 Obtencdo dos animais

Foram coletadas 10 ostras da espécie Crassostrea gigas e 10
ostras da espécie C. gasar, provenientes da sala de condicionamento de
reprodutores do Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), e encaminhadas para o
setor de Microbiologia do Laboratério de Camardes Marinhos (LCM).

2.1.2. Obtencdo das cepas bacterianas

Para a obtencdo das cepas, 0s animais foram escovados
manualmente, lavados com agua do mar filtrada e esterelizada (UV) e
separados para remogao dos organismos incrustantes. Posteriormente, as
ostras foram abertas assepticamente com o auxilio de uma espéatula
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estéril para a retirada de amostras da génada e parte final do intestino.
Estas foram imersas em tubos de ensaio contendo 9 mL de meio Man,
Rogosa e Sharpe (MRS) com 3% de NaCl estéril e incubadas em estufa
de crescimento bacterioldgico a 35°C por 24h. Apods este periodo foram
coletadas amostras de cada tubo, com auxilio de uma alga de platina,
para esgotamento por estria em placas de Petri contendo 4gar MRS com
3% de NaCl e 1% de azul de anilina, as quais foram incubadas em estufa
de crescimento bacterioldgico a 35°C por 48h. Em seguida, foram
selecionadas as unidades formadoras de col6nias com caracteristicas de
bactérias acido-laticas a fim de observar a morfologia bacteriana
existente utilizando o método de coloracdo Gram.

2.1.3 Atividade da catalase

A atividade da catalase foi testada utilizando uma gota de
perdxido de hidrogénio 40% sobre as colbnias das bactérias previamente
selecionadas e cultivadas em agar MRS com 3% de NaCl (Condon,
1987).

2.1.4 Cinética de crescimento

As cepas foram incubadas em triplicata em tubo de ensaio
contendo 10 mL de meio de cultura liqguido MRS com 3% de NaCl e
mantidos a 35°C durante 24h. O monitoramento do crescimento
bacteriano foi realizado a cada duas horas, pela leitura de 100uL de
amostra de cada tubo em leitor de microplacas a 630nm. A concentracéo
do in6culo foi transformada em unidades formadoras de col6nia
(UFC-mLY) a partir de uma curva padrdo previamente realizada para
cada cepa. A partir destes resultados, foi calculada a velocidade maxima
de crescimento e o tempo de duplicacdo das cepas, de acordo com as
seguintes equacoes:

Velocidade maxima:

In (Z) — In(Z,)
Onde:
Hmax = velocidade méaxima de crescimento
Z = concentracdo (UFC-mL™)
Z, = concentracdo inicial do inéculo (UFC-mL™)
dt = tempo de cultivo (horas)
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Tempo de duplicacéo:

_In(2)

BE T g

Onde:
taup = tempo de duplicagdo (horas)
M max = Velocidade maxima de crescimento

Apos 16h de crescimento bacteriano, amostras de todos os tubos
de ensaio foram semeadas em meio de cultura agar MRS pela técnica de
diluigdes seriadas e incubadas a 35°C por 48h para determinar a
viabilidade celular. Passado este periodo, foram estimadas as unidades
formadoras de colonia (UFC-mL™).

2.1.5 Inibicéo de patdgenos in vitro

Para o teste de inibicdo de patdgeno in vitro foram utilizadas
bactérias patogénicas provenientes do cepario da microbiologia do
LCM: Vibrio harveyi (ATCC 14126), V. parahaemolyticus (ATCC
17802), V. vulnificus (LAM 64 Canadd), V. anguilarum (ATCC 19264).
As mesmas foram reativadas em caldo “Infuso de Cérebro ¢ Coragido”
(BHI) com 3% de NaCl e incubadas a 30°C por 24h.

As cepas potencialmente probidticas selecionadas foram
avaliadas quanto a inibicdo do crescimento das bactérias patogénicas, de
acordo com a técnica de Difusdo de Discos em Agar descrito por
Ramiréz et al. (2006). As cepas candidatas a probidticas foram semeadas
em placas de Petri contendo MRS Agar com 3% de NaCl e 1% de azul
de anilina e incubadas a 35°C por 48h. Apos este periodo, foram
retirados discos de aproximadamente 0,8mm, posicionados invertidos
sobre as placas contendo os patdégenos semeados e entdo as placas foram
incubadas a 30°C por 24h. O halo de inibi¢do foi medido com o auxilio
de um paquimetro.

2.1.6 Identificacao bioquimica e molecular das cepas

Para esta analise, foi utilizado um kit de identificacdo
fenotipica, APl 50 CHL (BioMerieux®) de acordo com a metodologia
do fabricante. JA a analise molecular foi realizada pela empresa
Biotecnologia Pesquisa e Inovacdo (BPI). O sequenciamento foi
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automatico por eletroforese capilar no equipamento ABI 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) e o alinhamento das sequéncias de
nucleotideos produzidos foi comparado com as sequéncias depositadas
no GenBank.2.

2.2 Utilizacado das cepas potencialmente prdbioticas em ostras C.
gasar adultas

2.2.1 Preparo do in6culo de cepas potencialmente probidticas

Para o preparo do probidtico, as cepas TG e Tl foram repicadas
em caldo MRS com 3% de NaCl e incubadas a 35°C por 48h. Passado
esse periodo, foram centrifugadas a 1800 x g a 4°C por 10 minutos,
excluindo o sobrenadante, ressuspendendo o pellet em solucdo salina
estéril (NaCl 3%) e ajustando a concentragdo para 1,00 x 10° UFC-ml™
Kesarcodi-Watson et al. (2012).

2.2.2 Material bioldgico

Foram utilizados individuos adultos com 2,95+0,46¢cm de altura e
comprimento de 8,37£1,00cm da espécie Crassostrea gasar,
provenientes do cultivo experimental do LMM, localizado na Baia
Norte de Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil (27°35°S e 48°32°W).

2.2.3 Delineamento experimental

As ostras adultas (n=180) foram coletadas em campo e
transportadas até o Laboratério de CamarGes Marinhos (LCM). Os
animais foram distribuidos em caixas de polietileno com capacidade
para 20L, abastecidas com 12L de &gua do mar filtrada, esterilizada
(UV), com aeracdo constante, temperatura de 21°C e fotoperiodo natural
para aclimatacdo por 24h. Elas foram divididas em trés tratamentos com
quatro réplicas, totalizando 12 unidades experimentais, contendo 15
animais cada. Os tratamentos consistiam em: grupo controle alimentado
somente com microalga (Chaetoceros muelleri); grupo alimentado com
microalga (C. muelleri) e bactérias acido-laticas extraidas da gdnada
(TG) e grupo alimentado com microalga (C. muelleri) e bactérias acido-
laticas extraidas do intestino (TI). As ostras foram alimentadas duas
vezes ao dia com concentragdo de 30 x 10* células-mL™ de microalgas
C. muelleri e os grupos tratados receberam adicionalmente bactérias
4cido-laticas & concentracéo de 1,00 x 10° UFC-mL™. Diariamente, 50%
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da agua foi renovada, o oxigénio dissolvido e a temperatura verificados
com o auxilio de um oximetro. O pH, alcalinidade, amonia e nitrito
foram analisados a cada sete dias. O experimento teve duracdo de 15
dias. A primeira coleta foi realizada na chegada dos animais ao
bioensaio (ClI), e a segunda e terceira coletas ocorreram,
respectivamente, sete e 15 dias ap6s o inicio dos tratamentos, ou seja,
apos o periodo de alimentagdo com microalga (C) e microalga acrescida
de bactérias potencialmente probidticas (TG e TI). Todas as analises
descritas a seguir foram realizadas nas trés coletas (Apéndice A).

2.2.4 Parametros imunoldgicos

Para os parametros imunolégicos das ostras, foi coletada
hemolinfa do musculo adutor com o auxilio de agulha e seringas estéreis
de 1 mL resfriadas. Foram coletados quatro pools de trés animais de
cada grupo. Para Contagem Total de Hemocitos (THC) foram retirados
30uL destas amostras e fixados em 90uL de solugdo de Alsever
modificada com 4% de formol (336 mM NaCl, 115 mM glicose, 27 mM
citrato de sodio, 9 mM EDTA, pH 7,2). Para o preparo do soro, a
hemolinfa coletada foi congelada e descongelada duas vezes para o
rompimento das células e o extravasamento do contetdo intracelular,
posteriormente armazenado a -20°C até a realizacdo das analises
descritas na sequéncia.

2.2.4.1 Contagem total de hemdcitos (THC)

A contagem total de hemdcitos foi estimada em cémara de
Neubauer. Conforme detalhado anteriormente, as amostras foram
diluidas quatro vezes para a realizacdo da contagem.

2.2.4.2 Capacidade aglutinante de hemolinfa (Lectina)

Para determinar o titulo de aglutininas/lectinas, foram
depositados 50pl de uma solugdo de TBS (50 mM Tris, 5 mM MgCl,,
10 mM CaCl,, 150 mM NaCl, pH 7,4) em todos os pogos de uma
microplaca (fundo em “U”). Em seguida adicionou-se no primeiro pogo
50ul do soro seguindo-se de uma diluicdo seriada nos pogos
subsequentes. Por fim, 50uL de uma solucdo de eritrocitos de cdo a 2%
(em NaCl 0,15 M) foram adicionados em cada po¢o e a mistura
incubada por 2h em cadmara Umida a temperatura ambiente. Nos
controles, o soro das ostras foi substituido por TBS. O titulo aglutinante
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do soro foi expresso como o reciproco da maior diluicdo ainda capaz de
apresentar aglutinacdo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

2.2.4.3 Concentracao de proteina do soro

A concentragdo de proteina do soro foi estipulada utilizando o
método de Bradford (1976), usando albumina de soro bovino (BSA)
como proteina padrdo. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

2.2.4.4 Atividade da fenoloxidase (PO)

A determinacdo da atividade da PO nas amostras de soro foi
realizada colorimetricamente, através da formacdo do pigmento
vermelho coral DOPA-cromo, proveniente da oxidagdo do substrato
enzimatico L-DOPA pela PO do soro. A atividade da fenoloxidase foi
verificada incubando-se 50ul do soro acrescido de 50uL de L-DOPA (3
mg.ml™) e 50puL de TBS (50 mM Tris, 400 mM NaCl, pH 9,0) em
microplacas de 96 pogos com fundo chato e monitorada em leitora de
microplaca a 490nm apdés 5, 10 e 20 minutos. A atividade enzimética da
PO foi expressa pela variacdo da absorbancia por minuto e por
miligrama de proteinas, onde a unidade de atividade enzimatica equivale
ao aumento de 0,001 na absorbancia por min a 20°C. Todas as amostras
foram realizadas em triplicata.

2.2.5 Contagem bacteriana na gbnada e trato intestinal da ostra

Em cada coleta foram feitos quatro pools de trés animais, 0s quais
foram abertos assepticamente para amostragem da parte final do
intestino e gbnada que, apos serem pesados separadamente, foram
macerados com o auxilio de um gral com pistilo estéril e diluidos
serialmente na proporcéo de 1:10. Posteriormente, as diluicées de 10™ a
10 foram semeadas em MRS 3% com azul de anilina e em Triptona de
Soja (TSA) com 3% de NaCl, para quantificar bactérias acido-laticas e
heterotrdficas totais nos respectivos meios.

2.2.6 Histologia

Utilizando-se 0s mesmos animais do item anterior, foi retirado
um corte transversal em relacdo & massa visceral, contendo glandula
digestiva, branquias, intestino, manto e gbnada, e fixado em solugéo de
Davidson por 24h. Posteriormente, realizou-se o procedimento padrdo
para histologia: desidratacéo, diafanizacéo, parafinizagdo e inclusdo em
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parafina. Os blocos foram cortados com auxilio de um micrétomo
manual na espessura de 5um e corados com Hematoxilina e Eosina (HE)
para verificar a normalidade dos tecidos analisados. As laminas coradas
foram analisadas em microscdpio de luz.

2.3 Sobrevivéncia de larvas de ostra Crassostrea gasar submetidas a
tratamento com bactérias potencialmente probidticas

Para esta etapa, foram utilizadas 30 mil larvas “D” da ostra nativa
C. gasar provenientes do LMM, e encaminhadas para o Laboratério de
Sanidade de Organismos Aquaticos (AQUOS).

2.3.1 Delineamento experimental

Para a consecucdo do delineamento experimental, a metodologia
utilizada foi adaptada a partir de Kesarcodi-Watson et al. (2012), como
segue.

Ap6s a chegada das larvas, iniciou-se um tratamento com
Eritromicina a 5 ppm e as mesmas permaneceram em um recipiente
plastico contendo 5L de 4gua filtrada e esterilizada, mantidas a 30°C e
sob aeracdo constante por 20h. Passado este periodo, as larvas foram
lavadas trés vezes com auxilio de uma peneira de malha de 35um e agua
do mar filtrada e autoclavada. Em seguida as larvas foram ressuspensas
em 1L de agua do mar autoclavada e redistribuidas em recipientes
plasticos cilindricos preenchidos com 20 ml de dgua do mar estéril e
larvas “D” na propor¢do de 14 larvas-ml™.

Para este teste, foi utilizada apenas a cepa de bactérias isolada do
intestino, com base nos resultados obtidos no experimento anterior.

Os tratamentos, apresentando quatro réplicas, foram divididos em
grupo controle (C), grupo tratado com a cepa potencialmente probidtica
na concentracdo 1,00 x 10° UFC-mL™ (T1-10°), grupo desafiado com V.
parahaemolyticus na concentragdo 1,00 x 10° UFC-mL™ (V-10°), grupo
tratado com probidtico na concentragdo 1,00 x 10° UFC-mL™* e
desafiado com V. parahaemolyticus na concentragdo 1,00 x 10°
UFC-mL™ (TI-10°+. V10°).

Durante 48h, a cepa probidtica foi adicionada (1 vez ao dia)
seguindo a concentracdo determinada para cada tratamento. Apds este
periodo, foi cessada a adi¢do da cepa probidtica e, nos tratamentos com
desafio, foi adicionada a cepa de V. parahaemolyticus nas respectivas
concentracdes, e as larvas mantidas por mais 24h (Apéndice B).
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2.3.2 Sobrevivéncia e pos-infeccdo

A contagem para verificar a sobrevivéncia das larvas foi feita 72h
ap6s o tratamento com a cepa potencialmente probiética (TI-10°) e 24h
apos a infeccdo. As contagens foram feitas em quadriplicatas, utilizando
0,5ml de cada amostra em uma camera de Sedgewick Rafter com auxilio
de microscépio Optico no aumento de 10x. Os indculos da cepa
potencialmente probidtica foram preparados de acordo com a
metodologia utilizada no item 2.2.1.

O in6culo da cepa de Vibrio parahaemolyticus foi ativado em
caldo de BHI a 3% de NaCl e incubado em estufa bacterioldgica a 30°C.
Apdbs 24h, o meio contento esta bactéria foi centrifugado a 1000 x g,
descartado o sobrenadante, o pellet ressuspendido e a concentracdo do
inculo ajustada para 1,00 x 10° UFC-mL™" em solucéo salina estéril
com 3% NacCl.

2.4 Analises estatisticas

Os dados foram analisados por ANOVA unifatorial e, quando
necessario, transformados em Log,. Para inibicdo de patégenos in vitro,
THC, atividade da PO, concentragdo de proteinas, atividade aglutinante
da hemolinfa e analises histoldgicas os dados foram separadas pelo teste
Tuckey. Ja os dados de microbiologia e sobrevivéncia de larvas pos-
infeccdo foram separados pelo teste Scheffé. Todos os testes utilizaram
nivel de significancia de 5% (p<0,05) e foram realizados com auxilio do
Software Statistica 10.0°. Os dados sdo apresentados em termos de
média + desvio padréo.

3. RESULTADOS

3.1 Isolamento e caracterizagdo in vitro de bactérias acido-laticas
com potencial probiotico

Foram isoladas 20 cepas bacterianas da ostra Crassostrea gigas,
através da morfologia, coloracdo de Gram e formagéo de col6nias azuis
em &gar MRS com azul anilina, pela producdo de A&cido-latico.
Entretando, para a Crassostrea gasar, utilizando-se a mesma
metodologia, ndo foi possivel isolar cepas bacterianas com as
caracteristicas desejadas.
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3.2 Atividade da catalase

Para o teste de catalase, das 20 cepas isoladas, 18 foram positivas
e apenas duas negativas, uma da gbnada (TG) e uma do intestino (T1), as
guais foram selecionadas.

3.3 Cinética de crescimento

As  cepas potencialmente probidticas  apresentaram
respectivamente velocidade de crescimento, tempo de duplicagdo e
concentracdo final similares: 0,196+0,00-h™, 3,53+0,00-h e 7,8+0,00 x
10° UFC-mL™ para Tl e 0,294%0,00-h™, 2,35+0,00-h e 1,700,00 x 10°
UFC-mL™ para TG.

3.4 Inibicdo de pat6genos in vitro

Os maiores halos de inibicdo foram encontrados utilizando a Tl
contra os V. parahaemolyticus, V. vulnificus e V. anguilarum (Figura 3).
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Figura 1: Halos de inibicdo das cepas TG selecionadas da gbnada e TI
selecionadas do intestino frente as bactérias patogénicas V. alginolyticus, V.
parahemolyticus, V. vulnificus, V. harveyi e V. anguilarum. * Representa
diferenca significativa ente os grupos.
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3.5 Identificacéo bioquimica e molecular

A identificacdo bioquimica revelou que a cepa TG era
Lactococcus lactis com 85,6% de confiabilidade e a TI era Lactococcus
lactis com 54,3% ou Lactococcus plantarum com 24,1%. Entretanto, a
TG foi identificada molecularmente como Enterococcus faecium com
99% de confiabilidade (Anexo 1) e a Tl como Enterococcus durans com
100% de confiabilidade (Anexo 2).

3.6 Parametros imunoldgicos
3.6.1 Contagem total de hemdcitos (THC)

As maiores contagens de hemdcitos foram verificadas apds sete
dias de experimento em todos os grupos (C, TG e TI), sendo iguais ao

controle inicial. A menor contagem foi observada apds 15 dias de
tratamento com a cepa E. durans (Figura 4).
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Figura 2: Contagem total de hemdcitos de Crassostrea gasar
alimentadas com microalgas (C) e microalgas acrescidas de cepas
probidticas Enterococcus faecium (TG) e Enterococcus durans (TI).
Letras diferentes representam diferencas significativas.
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3.6.2 Capacidade aglutinante de hemolinfa (Lectina)

O titulo aglutinante do grupo tratado com bactérias acido-laticas
do intestino apds sete dias (T1) apresentou maior capacidade aglutinante
guando comparado com 0s outros dois grupos da mesma coleta
(p<0,05). Apds 15 dias ndo houve diferenca significativa entre os grupos

(Figura 5).
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Figura 3: Titulo aglutinante de Crassostrea gasar alimentadas com
microalgas (C) e microalgas mais cepas probiticas Enterococcus
faecium (TG) e Enterococcus durans (TI). Letras diferentes na mesma
linha indicam diferencas significativas.

3.6.3 Concentracédo de proteina do soro

N&o houve diferenca significativa entre os grupos analisados (Figura 6)
em relacdo a concentracédo de proteina do soro.
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Figura 4: Concentracdo proteica do soro de Crassostrea gasar
alimentadas com microalgas (C) e microalgas acrescidas de cepas
probidticas Enterococcus faecium (TG) e Enterococcus durans (TI).

3.6.7 Atividade da fenoloxidase (PO)

Ap0s a utilizacdo da cepa TI, observou-se aumento significativo
na atividade da PO em relacdo aos controles e ao grupo TG apds sete
dias de exposic¢do. Contudo, todos 0s grupos apresentaram aumento
desta enzima ap6s 15 dias, ndo diferindo entre si (Figura 7).
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Figura 5: Atividade da enzima PO (U-min™-mg proteina™) na hemolinfa
total de Crassostrea gasar alimentadas com microalgas (C) e microalgas
acrescidas de cepas probidticas Enterococcus faecium (TG) e Enterococcus
durans (TI). Letras diferentes representam diferencas significativas entre os
grupos.

3.7 Contagem bacteriana na gdnada e trato intestinal da ostra

Os grupos que foram tratados com E. faecium (TG) e E. durnas
(TI) apresentaram maior concentracdo de bactérias heterotréficas totais e
bactérias acido-laticas totais em relacdo aos controles ap6s 7 dias de
exposicdo, tanto na gbnada quanto no intestino (Tabela 1). Apds quinze
dias, a concentracdo de bactérias heterotréficas totais e bactérias acido-
laticas totais foram maiores na gbnada dos animais tratados com TI
(p<0,05) do que nos demais grupos (Tabela 1).
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Tabela 1: Concentragdo de bactérias no intestino e gbnada de Crassostrea
gasar alimentadas com microalgas (C) e microalgas acrescidas de cepas
probidticas Enterococcus faecium (TG) e Enterococcus durans (T1). Contagem
de bactérias heterotroficas totais (Agar TSA) no trato intestinal e gonada e
contagem de bactérias acido-laticas (Agar MRS) no trato intestinal e gonada.

Tempo de Bactérias hetero_tlréficas Bactérias écidojlléticas
exposicdo Tratamentos (UFC-mL ™) (UFC-mL ™)

(dias) Gonada Intestino Gobnada Intestino
0 Cl 3,48+0,3 5,42+1,7 2,00£0,1 2,49+0,4
c 3,3040,1° 3,63+0,9° 0,00+0,1° 0,00+0,0°
7 TG 4,73+02*  5,2840,1% 4,47+0,3" 5,340,1°
Ti 4,61%0,7*°  558+12° 4,02+0,6° 5,93+0,5°
15 c 3,45+0,6°  3,93+0,2° 2,15+0,2° 3,36+0,1™
TG 3,60£0,2°  6,83+1,1° 3,10£0,2°  5,65+2,3™
Tl 45603  511+14°  469+0,2°  4,69+1,3™

Dados médios + desvio padrao.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05)
ns: ndo significativo

3.8 Histologia

As laminas contendo cortes histolégicos das ostras nao
apresentaram comprometimento dos tecidos analisados (Figura 8).
Apesar de apresentarem diferenca na morfologia do epitélio do intestino
(Figura 8 G, H e I), ndo foram verificadas diferencas estatisticas
significativas nas analises histol6gicas da area total, area do epitélio e
area do lumen intestinal dos animais ap6s 15 dias de aplicacdo das cepas
candidatas a probidticas E.faecium e E. durans (Tabela 2).

Tabela 2: Area total, area do epitélio e area do limen de Crassostrea gasar
alimentadas com microalgas (C) e microalgas acrescidas cepas probidticas
Enterococcus faecium (TG) e Enterococcus durans (TI).

Area do epitélio

Tratamentos  Area total (um?) Area do lamen (pm?)

(um?)
c 377460,2459834,7ns  35468,62+14333,8ns  49447,22+26275,2ns
TG 365337,3£72305,2ns  49452,74+22507,8ns  42826,48+25244,0ns
TI 323928,8465667,3 s 39824,10+23308,3ns 44204,19+11259,8ns

Dados médios + desvio padrao.
ns: ndo significativo
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Figura 6: Corte histologico da ostra Cassostrea gasar tratada com bactérias
probidticas. As letras A, B e C indicam os tubulos digestivos (TD). Barra: 50
um; D, E e F: epitélio do intestino (setas). Barra: 50 um e G, H e I: Vilosidades
no epitélio (setas) do intestino dos grupos controle (A, D e G), tratado com
bactérias probitticas Enterococcus faecium (B, E e H) e Enterococcus durans
(C, Fel). Barra: 200 pum.

3.9 Sobrevivéncia de larvas de ostra Crassostrea gasar submetidas a
tratamento com bactérias potencialmente probiéticas

A taxa de sobrevivéncia das larvas de C. gasar do grupo
controle ndo diferiu significativamente quando comparada a do grupo
tratado com probiético e infectado com V. parahaemolyticus (TI-10°+V-
10°). O grupo tratado somente com a Enterococcus durans na
concentragdo 1,00 x 10° UFC-mL™ obteve maior sobrevivéncia
(p<0,05).



52

Tabela 3: Sobrevivéncia larval 24h ap6s infeccdo com Vibrio
parahaemolyticus e 72h apds os indculos da bactéria probidtica Enterococcus
durans.

Sobrevivéncia
Tratamento

larval (%)

Controle 9,2046,4°
TI-10° 41,69+18,9°

V-10° 0,00£0,0°
TI-10°+V-10° 29,88+19,5%

Dados médios * desvio padréo.
Letras diferentes indicam diferengas
significativas

4. DISCUSSAO

Para ampliar o conhecimento com relagdo a utilizacdo de
bactérias acido-laticas autdctones com potencial probiético, o presente
estudo representa o primeiro relato sobre efeitos imunomoduladores,
microbioldgicos e histolégicos para espécimes de moluscos bivalves
Crassostrea gasar e sobre a sobrevivéncia de larvas pds-infeccéo.

As bactérias acido-laticas sdo utilizadas como probi6ticos por
possuir a capacidade de inibir o crescimento de bactérias patogénicas
através de compostos antibacterianos (Fuller, 1989). Essas apresentam
alguns aspectos caracteristicos, entre eles: serem Gram-positivas,
imdveis, ndo esporuladas, morfologia de cocos, caréncia de citocromos e
ndo possuir a enzima catalase, que possui funcdo antioxidante e atua na
transformacéo do perdxido de hidrogénio (H,O,), em oxigénio (Ramirez
et al. 2006). As bactérias laticas ndo possuem esta enzima,
consequentemente, ndo formam microbolhas quando expostas ao H,0,
(Mangoni et al. 2011; Poffo e Silva 2011; Li et al. 2012). Por este
motivo, apenas as cepas TG e Tl foram selecionadas.

A inibic@o de patdgenos in vitro é outro critério utilizado para
selecdo de bactérias probioticas, por avaliar o potencial destas de inibir o
crescimento de diferentes patdgenos capaz de causar danos aos animais
cultivados (Vine et al. 2004). Leyton e Riquelme (2010) constataram
que bactérias do género Bacillus isolados de ovos de Concholepas
concholepas possuiram efeitos inibitorios a bactéria patogénica V.
parahaemolyticus. Semelhantemente, a cepa Tl do presente estudo
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apresentou maiores halos de inibicdo in vitro frente ao Vibrio
parahaemolyticus.

Outras caracteristicas que devem ser avaliadas em uma cepa
probidtica sdo velocidade de crescimento e o tempo de duplicacéo.
Vieira et al. (2013) relatam que a velocidade de crescimento da melhor
candidata probidtica testada foi de 0,15+0,01 e o tempo de duplicacéo
de 4,56+0,38. Estes valores sdo menores aos reportados no presente
estudo. Isto demonstra que as candidatas isoladas e selecionadas
apresentam boas caracteristicas probidticas.

Delgado e Mayo (2004) analisaram fenotipicamente cepas de
bactérias acido-laticas através de testes bioquimicos e fisiologicos
classicos e comprovaram a pouca eficiéncia do teste bioquimico para
isolados pertencentes ao género Lactococcus, ndo permitindo a
separacao genética de subespécies, como no caso de Lactococcus lactis.
Segundo estes mesmos autores, de 39 cepas isoladas e identificadas
fenotipicamente pertencentes ao género Lactococcus, 25% ndo eram
deste género e foram identificados molecularmente como Enterococcus.
Fato ocorrido no presente trabalho, onde as cepas identificadas
fenotipicamente foram detectadas como Lactococcus lactis e
confirmadas molecularmente como Enterococcus faecium (TG) e
Enterococcus durnas (T1).

Bactérias acido-laticas do género Enterococccus sdo descritas
como potencialmente probidticas como a: E. faecium isolados a partir de
Ngari (Abdhul et al., 2014), E. casseliflavus isolada do Pagrus major
(Dawood et al., 2016) e E. mundtii isoladas do mdsculo do Psetta
maxima (Campos et al., 2006). Estes estudos permitem supor o potencial
probidtico de aplicacdo do género Enterococcus também para moluscos
bivalves.

Jiang et al (2013) observaram que a contagem total de hemacitos
do Haliotis discus hannai, alimentados com dietas contendo as bactérias
Shewanella colwelliana e Shewanella olleyana, obtiveram um aumento
com relagdo ao grupo controle no inicio do experimento, ndo havendo
diferenca significativa entre os grupos ao final do mesmo.
Diferentemente do encontrado no presente estudo, onde a contagem total
de hemdcitos dos grupos nao diferiu no inicio do experimento, sendo
observada somente ao final (apés 15 dias), onde o grupo controle
apresentou maior contagem em rela¢do aos grupos que foram expostos a
E. faecium ou E. durans. Esta menor contagem de hemdcitos nos grupos
tratados pode estar relacionada a adaptacdo dos animais a
imunoestimulagdo, sem que esta estivesse sobrecarregando o sistema
imune. Entretanto, foi possivel observar aumento da imunocapacidade
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das células de defesa com o aumento da atividade da fenoloxidase e
titulo aglutinante no grupo que recebeu E. durans, logo ap6s 15 dias de
exposicdo. Este fato pode estar relacionado a maior concentracdo de
bactérias acido-lacticas as quais promoveram, possivelmente, o aumento
da capacidade imune das células de defesa da C. gasar.

Sabe-se que o sistema proPO é ativado por quantidades
minimas de lipopolissacarideos (LPS) contidos na parede celular de
bactérias Gram negativas (Soderhall, 1998). O aumento da atividade da
PO nos animais tratados com TG e Tl pode estar relacionado a
imunomodulagdo positiva. Alguns trabalhos relatam a atividade da
fenoloxidase em moluscos bivalves como no reportado por Schleder et
al. (2008), onde Nodipecten nodosus maduras e pds-desova tratadas
com dieta rica em astaxantina utilizada com imunoestimulante néo
obtiveram diferenca significativa da atividade desta enzima. Resultados
semelhantes foram apresentados por Jiang et al (2013), onde Haliotis
discus hannai Ino tratados com bactérias probidticas aldctones e o grupo
controle ndo obtiveram diferenca significativa da atividade da
fenoloxidase ao final do experimento. Confirmando o reportado nesta
pesquisa, onde ndo houve diferenca da PO entre os grupos apds 15 dias.

A adicdo de E. faecium e E. durans para ostra nativa C.gasar
promoveu o aumento da concentracdo de bactérias acido-laticas totais e
heterotroficas totais no intestino e gbnada das ostras. Resultados
semelhantes foram observados por Vieira (2006) onde houve 0 aumento
na contagem de bactérias laticas e bactérias heterotréficas totais no trato
intestinal do camardo marinho, que recebeu dieta suplementada com
Lactobacillus plantarum autoctone. JA em pesquisa realizada com
Oreochromis niloticus utilizando L. plantarum autéctone na dieta,
observou-se maior concentracdo de bactérias Acido-laticas e menor
concentracdo de bactérias heterotroficas totais por grama de intestino
(Jatoba et al., 2008). O aumento no nimero de bactérias laticas e
heterotrdficas totais indica que houve a colonizagdo pelas candidatas
testadas, E. faecium e E. durans.

Como evidenciado por Riquelme et al. (2001), a sobrevivéncia
de larvas de Argopecten purpuratus apos tratamento com cepas de
probidticas de Vibrio sp. C33 e Pseudomonas sp. 11 ndo apresentou
diferenca significativa quando comparada com as tratadas com
antibidticos. Kesarcodi-Watson et al. (2012) constataram que a adi¢éo
prévia dos probi6ticos Alteromonas macleodii 0444, Neptunomonas sp.
0536, Phaeobacter gallaeciensis e Pseudoalteromonas sp. D41
promoveram protecdo significativa as larvas de Pecten maximus
desafiadas com Vibrio splendidus. O mesmo autor verificou também os
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beneficios significativos na sobrevivéncia das larvas de Ostrea edulis
suplementadas Alteromonas macleodii 0444, Neptunomonas sp. 0536,
Phaeobacter gallaeciensis e desafiadas com Vibrio pectinicida. Para C.
gigas desafiadas com V. coralliilyticus, as porcentagens de
sobrevivéncia foram significativas quando suplementadas com as
Phaeobacter gallaeciensis e Pseudoalteromonas, no entanto quando
acrescidas com a cepa probidtica Neptunomonas sp. 0536 obtiveram
resultado contrario, de forma que houve aumento da mortalidade das
larvas tratadas (Kesarcodi-Watson et al., 2012). No presente estudo, a
sobrevivéncia de larvas D de C. gasar tratadas com E. durans
apresentou sobrevivéncia maior do que as do grupo controle.

5. CONCLUSAO

Foi possivel isolar duas cepas autdctones com potencial
probidtico, uma da gdnada Enterococcus faecium e outra do intestino E.
durans, de ostras Crassostrea gigas. Quando incorporadas a agua do
cultivo da ostra nativa C. gasar proporcionaram imunomodulagio,
colonizando o intestino e gbnada, sem causar danos aos tecidos
intestinais e glandula digestoria, além de aumentar a sobrevivéncia de
larvas quando desafiadas com Vibrio parahaemolyticus. Desta forma, as
bactérias probioticas isoladas influenciaram positivamente tanto com
relacdo aos parametros imunoldgicos nas ostras adultas como na
sobrevivéncia das larvas D.
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APENDICE A

Fluxograma do procedimento de amostragem e coleta de material biologico para
coleta de hemolinfa, gbnadas e intestinos para analises microbioldgicas e cortes
de orgdos utilizados na histologia, da Crassostrea gasar tratada com bactérias
probidticas.

Fedléta: 23 coleta: 3% coleta:

ANMAIs Do Bp  SETEDIAS APOSINICIO gy 15 DIAS APOS O INICIO

A0 DO INOCULO DO DO INOCULO DO O
= PROBIOTICO PROBIOTICO

1 COLETA DA HEMOLINFA

. 4 CORTE DE TECIDO ALVO PARA
2 RETIRADA DE GONADA E HISTOLOGIA

INTESTINOS PARA MICROBIOLOGIA

3 AMOSTRAS ENCAMINHADAS
PARA MICROBIOLOGIA
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APENDICE B

Esquema ilustrativo do delineamento experimental. NUmero 1 representa o
inicio do experimento, onde ocorreu a primeira adigdo do in6culo da cepa
potencialmente probiética (T1-10°). Nimero 2 segunda adicéo do indculo (TI-
10°). Numero 3 desafio com Vibrio parahaemolyticus (V-10°). NUmero 4
contagem de larvas “D” sobreviventes ap6s o desafio com V-10°.
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ANEXO 1

Resulta da identificagdo molecular da bactéria Enterococcus faecium.

BP1 Biotecnologia
Diwis3o Micro-organismaos- Laboratdrio Central

Resultados de teste baseados em sequenciamento Sanger

Identificagido de micro-organismos-MicrolD

Amostrac TG 10

. - Cadigo imtermo: MI-005/16.
Cfiente: BioCamp Laboratorios Lids.

ene: Babamp Dtz te recebimenso: 31/03/2016.
Contato: Mara B. N. Scares. Data cio relatacio: 20/04/2016
Lauck: MACOLS/ 20116, 3 ta relatonic: -
Feesuttado

O mico-organismo sequencsdo apresents 95% de identicade com 2 Dacheria ca mspEcie Enterococruz
foecium (n2 acesso MA.102790.1).

Interpretscao
A sequinda do micro-organismo obtids foi comparsds com UM banco de dedos o= DMA O resultsdo dessa
comparagic demonstrow maior identicade da amostrs com & bactsra da aspéde Entarocooous foecium.

Metodologia
SequEnciaments sutomaEtico por alstroformse EEr no squipamens ABl 3300 Senetic Anciyser |Applisd

Biczystams) & slinhamarto cas saguénciss o= nucectidess produzicas com as seguincias de referEnds
depositadas no GanBonk.

Considemgbes

Apezar da regibo gendmice utilizada para identificacBo entre as espédies ser padro internacional pars essa
=ndlise’, nio se deve descariar @ identificacio de mais de uma espacie Dor amOsira devida B semelhange enire
o5 DAAS dns espEcies sncontracas.

Riefertne

1) Lozupone CA @t o, 2011

Phging 1del

Avenida Degutads Deste Delenants, 1685 = Wia Pauliine - Botuory, 58 . CEF 13600393
Tel. #5514 3813- 5004w bpitiotecsslogia com.bi
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ANEXO 2

Resulta da identificacdo molecular da bactéria Enterococcus durans.

BP1 Biotecnologia
Divis3o Micro-organismos- Laboratdrio Central

Resultados de teste baseados em sequenciamento Sanger

Identificagdo de micre-organismos-MicrolD

Amostrac T 18,

. . Codign interno: MI-0L7/16.
! - BioCamp Laborstorios Lida.

=nie: Buatamp Diata e recebimento: 31/03/2016.
Cortzto: Mara B. N. Scares. Data da relatirio: 20/04/ 2016
Laudo: MOILT/2016. 3 o relatane: -
Fesultsdo

O miTo-organisTo sequencado ap 200 e i oM & bacheria ca espéde Entercoooois

gurons (n2 acesse NA_036522.1).

Interpretagio
A sequinda 0o miCro-orEaNisTO obtids foi comparsds com LM banco de dados e DMA O resuksdo dessa
Comparacio demonstrou maior identicade da amostrs com & bactera da especie Entanooooous dunons.

Metodologia
Sequenciaments auiDmEtico por sistroforese pEr no squipamento ABI 3300 Genatic Anoiyzar |Applied

Biozystems| = slinhamentn cas sequéncias de nuciectideos prodizicas com s sequincias de refersncas
depositades no GenBsnk.

Consideragoes

Apesar oa regibo gendmics wtilizada pars identificgio entre as espécias sar padrio internacional pary esss
=nalize’, nbo e deve descartar = identificaca de mais de uma sspéce por AMOSTE devido 8 semelhange entre
o5 DMAS das especies encontracas.

Refertne

1) Lazupone CA of o, 2014

Phging 1 del

Avenida Deputeds Daste Delrmants, 1689 - Wla Paulbita - Botusaty, 99 - CEP: 13608-393
Tel. #5504 3813 5004 weare bpibiotesslogiacm.br



