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Classificacao dos seres vivos
Carl R. Woese (1978)
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“Primeiro a observar microrganismos através de lentes de aumento (300x)”

Antonie Van Leeuwenhoek
(1632 -1723)




Poder de resolugao é a capacidade de distinguir dois pontos muito proximos
como pontos separados (0,1 mm olho nu).
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Comparacdo entre os tamanhos de Bactérias e Virus

Bactérias

Bacillus
megaterium
1,5x4 um

=

Escherichia coli
1x3um
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Oscillatoria (cianobactéria)
8 x50 um

Bactérias x Virus

) Izzs nm
Bacteriéfago T4
3 Clami
Adenovirus Bacteriéfago M13 i
1.000 nm
90 nm 800 x10nm
Bacfgef::;azgos Virus do mosaico do tabaco
. 250 x 18 nm
24nm

Virus da vaccinia

Poliovirus
30nm 300x200x 100 nm
Membrana plasmaética
do eritrécito
E. coli 10 nm de espessura
(bactéria)
3.000x 1.000 nm

Microbiologia de Brock, 14. ed. Artmed, 2016.
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(b) Eucariota Microbiologia de Brock, 14. ed. Artmed, 2016.



Caracteristicas Gerais de Bactérias
“A importancia de ser pequeno”

r=1pm

Area superficial (47wr°) = 12,6 pm?

Volume (37r3) = 4,2 pm3

"o,
\ %ég Superficie n
ﬁ Volume )
p} r=2pm

g& Area superficial = 50,3 pm?

Volume = 33,5 pm?3

Superficie _
Volume

1,5

A capacidade de transportar nutrientes é maior em células menores.

Microbiologia de Brock, 14. ed. Artmed, 2016.



Formas das células bacterianas
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Brotamento e bactéria apandiculada
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Estrutura Celular de Bactérias
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Estruturas Bacterianas

Inclusdes Célula Capsula Pilus
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Isolamento de micro-organismos

—
1|.ml.‘ d Cultura de enriquecimento
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As estrias subsequentes
estdo em angulo com
a primeira estria

Apenas 1% da microbiota é passivel de crescer
em meios sintéticos.

Colonias isoladas ao Crescimento confluente
final da semeadura no inicio da semeadura

James A Shapko, University of Chicago

3. Aspecto de uma placa bem-semeada apos
a incubagd@o mostra coldnias da bactéria
Micrococcus luteus em uma placa de
agar-sangue

2. A semeadura inicial é realizada
em uma porcao da placa

1. A al¢a é esterilizada e uma porgao

do in6culo é removida do tubo

Semeadura por esgotamento



Caracteristicas Fenotipicas

Morfologia das colonias bacterianas
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Coloracao de Gram (Christian Gram, 1884)

Procedimento

1. Cobrir o esfregaco fixado
pelo calor com cristal
violeta, por 1 minuto

2. Adicionar a solucao
de iodo, por 1 minuto

3. Descorar rapidamente
com alcool - cerca de
20 segundos

4. Coloracgao de contraste
com safranina por
1-2 minuto

(@

Resultado

o §

Todas as células
coram-se em roxo

o}

Todas as células
permanecem roxas

3

As células gram-positivas
coram-se em roxo; as
células gram-negativas
apresentam-se incolores

\G+

As células gram- positivas
(G*) coram-se em roxo;
células gram-negativas
(G") coram-se em roseas
a vermelhas

( Bastonete
I) (gram-positivo)
—
Cocos

(gram-posmvos)

Vlbnao
(gram-negativo) '
LA S

Microbiologia de Brock, 14. ed. Artmed, 2016.



Caracteristicas Fisiologicas

Temperatura
PH

Oxigénio
Salinidade

Fonte: Google imagens




Taxa de crescimento

Temperatura Oxigénio (0,)

Termdfilo I _
Exemplo: Hipertermofilo
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m Thermococcus celer R}’I'D-’:DbUS fumarii
Exemplo: 60°
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i i{ ] Zona éxica
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PH Salinidade
Tabela 5.2 Relacdes dos microrganismos e pH Halotolerante [l Hal6filo| Haldfilo
Exemplo: Exemplo: extremo
. Staphylococcus Aliivibrio fischeri Exemplo:
. . . pH apmxrrtlado aureus Halobacterium
Classe fisiologica  para crescimento SBlinEIT
{faixa otima) atimo Exemplo de organismo® °
Neutréfilos 7 Escherichia coll 5
[pH>55e<8) 2
o
Aciddfilos (pH < 5,5) 5 Rhodopila globiformis o
3
Acidithiobacillus ferrooxidans g
',_
1 Plerophilus oshimae
Alcaliflicos (pH = 8) 8 Chloroflexus aurantiacus Nao haléfilos
9 Bacillus firmus R
10 Natronobacterium gregoryi col

0 5 10 15 20
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Divisao celular bacteriana

FISSAO BINARIA

Elongacao
celular
2 Q
§ Formacgao
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Figura 5.1 Fissao binaria em um procarioto bacilar. 0 nimero de
células duplica-se a cada geracao.

Microbiologia de Brock, 14. ed. Artmed, 2016.

Numero de geracoes

N=N72"
0
2" = nimero de células, onde n é igual ao

n° de duplicacdes (geracdes) X numero
incial de células = namero final de células

Tempo de geracao

g=t/n




Taxa de crescimento bacteriano
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Figura5.9 Taxa de crescimento de uma cultura microbiana. (4 Dados
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de uma populacéo que se duplica a cada 30 minutos. (b) Dados plotados em 0 1 2 3 4 5
escalas aritmética (ordenada a esquerda) e logaritmica (ordenada a direita).

(b)
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Log do nimero de bactérias

Curva tipica de crescimento bacteriano

Fase lag Fase log Fase estacionaria Fase de morte celular

Tempo (h)

Fonte: Google imagens



Cultivo bacteriano

Crescimento em meios liquidos

Crescimento em meios solidos
\

Debarah 0. Jung

Saida de biogés
Saida de

Separador o (@) Ll —> efluente
trifasico "= o) tratado
000
b > —
o}

Mando de lodo

(o) O

Alimentacao




Quantificacao

e Contagens microscopicas;
* Espectrofotometria;
 Contagem de células viaveis

Sulcos que sustentam a laminula -=

bacteriana

- =~ "Para calcular o nimero de

. !
Laminula -~ Vo dW »
/’%7 <

7

A amostra & aplicada neste ponto. Deve-se
ter cuidado para que ela nao transborde;

a distancia entre a lAmina e a laminula é

de 0,02 mm {;—U mm). O grid apresenta

25 quadrados grandes, com area total de

1 mm? e volume total de 0,02 mm?.
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células do quadrado grande sdo contadas

|
Namero/mm? (1,5 x 10%)

- células por mL de amostra:
"i\ 12 células X 25 quadrados grandes x 50 x 10°

i e =

{16 quadrados pequenos): 12 células
(na pratica, varios quadrados grandes séo
contados, estimando-se o nimero médio).

T
Numero/cm?® (mL) (1,5 x 107)



Quantificacao bacteriana
* Espectrofotometria

I”/ \|.— LUZ
:\
\\\ //,
Prisma
Luz
incidente, /I
=— Filtro

N Amostra contendo
| &  células (@)

1 l ]; Luz ndo dispersa, /

______ Fotocélula (mede a

§ . luz ndo dispersa, /)

Espectrofotometro

l

@ \ Densidade 6ptica (DO)
' /
0

) g
0 J‘-Log,

Densidade optica

0 & 10 15 20 25 30 35

Tempo (h)
(B

Tedrico
0,8

0.7
Real
0.6
0.5

0,4

Densidade optica

0.3
0.2

0.1

Mumero de células ou massa
(peso seco)

fc



Quantificacao bacteriana

1imL

 Contagem de células viaveis

Amostra a ser
quantificada

imL 1mL 1imL 1mL

ul o T
9mL—
de caldo

Diluigio 1/10  1/100  1/10°
total (107') (1079 (1079

Plagueamento de 1 mL de amostra

B, Ay = .i '-\_k
[ I (¥ b =l |

' r I 159

J /J i> }
110° 17105 1/108
(1074 (1079) (1079

A
| 0

17 2 0

Numero excessivo colonias colbnias colonias coldnias

de colbnias
para contagem

159 x 103

= 1.59 x 10°

Contagem Fator de Células (unidades

de placas diluicao

formadoras de colénia) por
mililitro da amostra original
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Aplicagcoes comerciais dos micro-organismos




Aplicacoes comerciais dos micro-organismos

e No século XX surgiram as modernas industrias de
biotecnologia;

eAlguns remédios vitais, como a insulina (curar diabetes),
sao produzidos por microganismos geneticamente
modificados;

eProdutos incluem antibioticos e outros remédios,
enzimas, ingredientes e aditivos alimenticios, inclusive
PROBIOTICOS.






Aquicultura

Setor que mais cresce no MUNDO;

Intensificacao dos sistemas produtivos (equilibrio ambiental e
surgimento de doencas);

Boas praticas de manejo e de acdes preventivas sao as principais
estratégias para superar ou conviver com estes surtos;

- Seleg¢ao de micro-organismos resistentes

Uso de antimicrobianos sintéticos

™ Transferéncia horizontal de genes




Aquicultura

Uma estratégia promissora —> Desenvolvimento de produtos
eficazes e ambientalmente amigaveis.

Probioticos: estratégia bastante utilizada e bem aceita

Muito usados no controle de micro-organismos patogénicos, uma
vez que o0s probidticos promovem diversos beneficios que
melhoram os parametros zootécnicos e o ambiente de cultivo.



Probiodticos

Os probidticos sao “Micro-organismos vivos, que administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro®, FAO (2001);

A microbiota no sistema digestivo pode ser manipulada alterando, regulando ou
reforcando a microbiota de interesse para aumentar os beneficios positivos
através de certas bactérias selecionadas;

Camarao Saudavel

Existem diferentes definicbes de probioticos e alguns autores desconsideram a
aplicacao direta na agua, no entanto, este conceito deve ser expandido quando
se trata de animais aquaticos, devido a importancia que um meio ambiente
equilibrado tem sobre estes animais.



Preparacdes Microbianas
4 N

Antagonistas de patégenos Melhora a qualidade
¥ da agua

Transitorio ou residente do trato

gastrointestinal Gatesoupe (1999) l Moriarty (1998)

N
Incerto Sim . .
Maeda et al. (1997) Biorremediador
Probioticos
Biocontrole Prebidticos =}---» Preparagdes quimicas

Simbidticos




Conceito de Probidtico (Aquicultura)
(VERSCHUERE et al., 2000)

Sao micro-organismos vivos que tem um efeito
benéfico sobre o hospedeiro, podendo ser capazes de:

* Modificar a microbiota (intestinal ou ambiental);

Melhorar a absorcao dos alimentos ou seu valor
nutricional;

" Aumentar a resposta do hospedeiro em relacao a doenca;

Melhorar a qualidade do ambiente de cultivo.



Probiodticos

Efeitos na Nutricao

e Melhor absorcao de nutrientes
e Melhor crescimento

e Liberacao de Enzimas digestivas

Efeitos na Qualidade de Agua
e Reciclagem de Nitrogenados
e Reducao de Matéria Organica
e Mineralizacao de nutrientes

Efeitos na Sanidade

e Exclusao competitiva

e Melhora da resposta imunoldgica
e Efeitos Antivirais

e Reducao de Vibriose




Micro-organismos Probioticos

* As linhagens de micro-organismos devem ser:
= De ocorréncia natural;
= Autdctones ou aldoctones;
= Corretamente identificadas;
= N3o patogénicas;
= N3o modificados geneticamente (OGM);

* As formulacdes podem conter espécies unicas ou ser
composta de consoraos microbianos.




Consorcios microbianos

 Possuem diferentes espécies de micro-organismos com diferentes
potenciais metabdlicos.

e Os efeitos sinérgicos da utilizacao de consorcios microbianos
despontam como uma ferramenta eficiente para aumentar o
crescimento e otimizar a modulacao do sistema imunolégico dos
animais frente a enfermidades.




Micro-organismos usados em Probidticos
em Aquicultura

Bactérias acido-laticas, tais como: Lactobacillus,
Pediococcus, Enterococcus e Streptococcus.

Bactérias gram-positivas formadoras de esporos de
como: Bacillus subtillis, B. licheniformis, B. pumilus,
B. megaterium, B. amyloliquefaciens, B. clausii e B.
megaterium;

Fungos, como é o caso das leveduras (principalmente
espécies dos Géneros Saccharomyces),

Bactérias fotossintéticas e outros tipos de micro-
organismos.



Table 1
Probiotics used in aquaculture acting on specific pathogens (updated from Ref. [79]. The pathogens controlled by the probiotics are given as Latin small letters.

Category of organism Genus/groupings

Gram-positive bacteria Arthrobacter (q, s), Bacillus (b, d, g, x), Brevibacillus (m), Brochothrix (a), Clostridium (b, n), Carnobacterium (n, r, x),
Enterococcus (e, q, 5), Kocuria (n, r), Lactobacillus (c, g j, 1), Lactococcus (n), Leuconostoc (g), Microbacterium (n),
Micrococcus (b, c), Pediococcus (h, n), Rhodococcus (n), Streptococcus (q), Streptomyces (q, u), Vagococcus (n) and Weissella
Gram-negative bacteria Aeromonas (a, ¢, g I, w), Agarivorans, Alteromonas (p, t, v), Bdellovibrio (b), Burkholderia, Citrobacter (b), Enterobacter (f),
Neprunomonas (p, t, v), Phaeobacter (n, s), Pseudoalteromonas (n, t, v), Pseudomonas (c, h, n, q), Rhodobacter (n),
Rhodopseudomonas, Roseobacter (n), Shewanella (i), Synechococcus (q), Thalassobacter,Vibrio (c, n, g, x) and Zooshikella (1)
Non-bacterial candidates

Bacteriophage Myoviridae (k) and Podoviridae (k)
Microalgae (m, 0, u) Dunaliellasalina, D. tertiolecta, Isochrysisgalbana, Navicula, Phaedactylumtricornutum and Tetraselmissuecica
Yeast Debaryomyceshansenii, Phaffiarhodozyma, Saccharomyces cerevisiae (b, 1), 5. exiguous and Yarrowialipolytica

Pathogens:a — A. bestiarum, b — A. hydrophila, ¢ — A. salmonicida, d — Edw. Ictaluri, e — Edw. tarda, f — F. psychrophilum, g — Lc. Garvieae,
h — Photobacteriumdamselae subsp. damselae, i — Ph. damselae subsp. piscicida, j — Ps. fluorescens, k — Ps. plecoglossicida, | — Streptococcus sp./St. iniae, m — Vibrio
spp.. n — V. anguillarum, 0 — V. campbellii, p — V. coralliilyticus, q — V. harveyi, r — V. ordalii, s — V. parahaemolyticus, t — V. pectenicida, u — V. proteolyticus, v — V.
splendidus, w — V. tubiashii, x — Y. ruckeri.

Akhter, N. et al, 2015



Bactérias utilizadas como probiéticos na carcinicultura e seu modo de acdo

Bacteria

Bacillus subtilis

Acdo
Aumento do crescimento

Espécie de Camardo

L. vannamei

Referéncia
FAR et al, 2009; LI et al, 2009

Aumento na resisténcia a
infeccdo bacteriana

L. vannamei

BALCAZAR et al 2007a;2007b;
TSENG et al, 2009

Aumento na digestibilidade

L. vannamei

Ll et al, 2009

Aumento da sobrevivéncia

L. vannamei

FAR et al, 2009

Aumento da resposta imune

L. vannamei

TSENG et al, 2009

Bacillus sp.

Aumento da resposta imune

L. vannamei

RENGPIPAT et al.,2000;
Gullian 2004; LI et al 2009

Aumento na resisténcia a
infeccdo viral

L. vannamei

Ll et al, 2009

Aumento na resisténcia a
infeccdo bacteriana

P. monodon

RENGPIPAT et al.,1998,2000;

Melhora na microbiota Intestinal

L. vannamei

Ll et al, 2009
Gullian 2004; LI et al 2009

Aumento da sobrevivéncia

L. vannamei
F. indicus

WANG et al.,2005;
ZIAEI-NEJAD et al, 2006

Diminuigdo na conversdo
alimentar

L. vannamei

WANG et al.,2005;

Aumento na digestibilidade

L. vannamei

LIN et al.,2004;

Aumento na sobrevivéncia
na larvicultura

F. indicus

ZIAEI-NEJAD et al, 2006

Aumento na atividade
de enzimas digestivas

F. indicus

ZIAEI-NEJAD et al, 2006

B. fusiformis

Aumento na sobrevivéncia
na larvicultura

L. vannamei
F. indicus

GUO et al, 2006

Aumento na sobrevivéncia

L. vannamei

ZHUO et al, 2009

Bacillus na larvicultura
coagulans Aumento na atividade )
. ) . L. vannamei ZHUO et al, 2009
de enzimas digestivas
Melhora na microbiota .
. . . L. vannamei Ll et al, 2007
Bacillus intestinal
licheniformis Aumento na resposta .
. L. vannamei Ll et al, 2007
imune
Bacillus Aumento na sobrevivéncia . .
. . P. japonicus EL-SERSY et al, 2006
pumilus na larvicultura
Aumento na resisténcia a . .
. . . L. stylirostris CASTEX et al, 2008
infecgdo bacteriana
Pediococcus . . .
. . Aumento da sobrevivéncia L. stylirostris CASTEX et al, 2008
acidilactici

Aumento das defesas
antioxidantes

L. stylirostris

CASTEX et al, 2008

Fonte: Vieira, 2010.



Aumento na resisténcia a

. L. L. vannamei PERAZA-GOMES et al, 2009
infecgdo viral
i Aumento na resisténcia a
Lactobaccilus nento ! . P. monodon PHIANPHAK et al, 1999
sp infecgdo bacteriana
Aumento do
. P. monodon PHIANPHAK et al, 1999
crescimento
Aumento na resposta i
. L. vannamei CHIU et al, 2007
imune
Lactobaccilus . o .
Aumento da digestibilidade L. vannamei BUGLIONE NETO et al, 2009
plantarum
Aumento na resisténcia a X
. . . L. vannamei CHIU et al, 2007
infecgdo bacteriana
Aumento do .
i . M. rosenbergii VENKAT et al, 2006
Lactobacillus crescimento
acidophilus Diminuigdo na conversao B
. M. rosenbergii VENKAT et al, 2006
alimentar
Aumento do .
i . M. rosenbergii VENKAT et al, 2006
Lactobacillus crescimento
sporogenis Diminuigdo na conversdo .
. M. rosenbergii VENKAT et al, 2006
alimentar
Aumento na resposta X
. L. vannamei Ll et al, 2008
imune
Arthobacter
sp Inibigdo in vitro de patdgenos F. chinensisi Ll et al, 2006
Aumento na resisténcia a i .
. ~ . F. chinensisi Ll et al, 2006
infecgdo bacteriana
Streptomicis Aumento do
. P. monodon DAS et al, 2006
sp crescimento
Micrococcus e i .
s Inibigdo in vitro de patdgenos M. rosenbergii JAYAPRAKASHI et al, 2005
Vibrio . . X
o Aumento da sobrevivéncia P. japonicus EL-SERSY et al, 2006
fluvialis
Aumento na resisténcia a X
. .. L. vannamei RODRIGUEZ et al, 2007
infecgdo viral
Vibri Aumento na resposta
vorio \ P L. vannamei GULLIAN et al, 2004
alginolyticus imune
Aumento na resisténcia a X
. N ) L. vannamei BALCAZAR et al, 2007a
infecgdo bacteriana
Roseobacter Aumento na resisténcia a X
L . . . L. vannamei BALCAZAR et al, 2007b
gallaeciensis infecgdo bacteriana
Pseudomonas Aumento na resisténcia a .
3 . . ) L. vannamei BALCAZAR et al, 2007b
aestumarina infecgdo bacteriana
Streptococcus e e .
Inibigdo in vitro de patogenos P. monodon SWAIN et al, 2009
phocae
Enterococcus e i
Inibigdo in vitro de patdgenos P. monodon SWAIN et al, 2009

faecium

Fonte: Vieira, 2010.



Probidticos

O que considerar?

— Numero de espécies;

— Concentracao bacteriana;

— Uso de cepas isoladas ou consorcios;

— Descricao das espécies;

— Estratégias de utilizacao;

— Cuidados no manuseio.

Bacillus - Biorreciclagem, Saccharomyces (Levedura)  Lactobacillus - Imunidade,
foco qualidade de agua. foco em nutrigdo. foco em sanidade.



Micro-organismos presentes no Sistema de Cultivo

Microalgas (Fotoautotréficas).

e Produzem seu préprio alimento.

® Precisam de Luz para fotossintese.

e Consomem nitrato e produzem oxigénio.

Bactérias Heterotroficas

(aerdbicas, anaerdbicas ou facultativas)

e Nao produzem seu proprio alimento.

e Consomem Matéria Organica e Nitrogénio.

Bactérias Quimioautotroéficas

® Produzem seu préprio alimento.

e Ciclo do Nitrogénio (Nitrobacter, Nitrospira)
e Mineralizacao de nutrientes para as Algas.




Importancia de saber as espécies utilizadas

Bacillus subtilis Bacillus licheniformis Bacillus pumilus

* N3o patogénica (heterotrofica)

e Gram-positiva.

® Aerdbica.

* Realiza a Reciclagem. Atencdo a utilizagdo de Bacillus Cereus.
e Produz enzimas

e Decomposigao.

e Limita bactérias nocivas

Estas também sao as principais espécies usadas em Bioflocos




Vias de Oxidacao de Carboidratos
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Skeplococcus.  Saccharomyces  Propionibacterium  Clostridium Eschenchia, Enterobacter
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Todos 0s organismos

Fonte de energia

Reagoes de oxidagdo-redugao

Quimiotroficos

Compostos orgénicos
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Principais produtos registrados como Probioticos




Mecanismos de acao dos Probidticos

Atuam modificando a composicao das comunidades microbianas nos ambientes
onde sao inseridos;

O efeito da aplicacdo de probidticos nao esta relacionado a um Uunico
mecanismo;

Resultam da utilizacao tanto na alimentacdo como na dgua e no solo, ou mesmo
da combinacao de ambos;

Probidticos no trato digestivo proporciona uma protecao adequada para prevenir
a dominancia de micro-organismos prejudiciais a saude do animal;

A microbiota do trato digestorio de animais aquaticos bem como as comunidades
ambientais sao passiveis de modificacao através da aplicacao de probidticos.



Mecanismos de acao dos Probidticos

PROBIOTICOS
Inibigdo D

- > .OO 4 Patogenos
/ o® o \ Q ®
Metabolltos Q\’ . -:.'3«

inibitorios -4, N
;5-5.. 2 .
#x 0 @ Protecao

Aplicagédo _ " Q /’ G

Sistema imunoldgico

\

'7;/@. 3 .. * ' ‘
» % o ' Crescimento
ibrio spp.
l Amonia
Nitrito nutrientes.

Digestibilidade e utilizagao de
Produgao de enzimas.

Aplicagdo na agua ou solo

¢ ~. \\ . Colonizaggo por micro-

T & o e /%R lorganismos benéficos.
, r * Inibi¢do de patogenos.

Fonte: Adaptado de Lazado et al., 2015.



Mecanismos de acao dos Probioticos

Exclusao competitiva de bactérias patogénicas

Producao de enzimas digestivas (crescimento e
absorcao de nutrientes)

Modulacao da resposta imune intestinal

Tratamento ambiental




Mecanismos de exclusao competitiva

6 Bactérias ocupando sitios de ligacao no intestino.

° Bactérias probioticas competindo e assegurando sitios de ligacao.

=D
‘?\‘ ﬂ Patogenos
ﬁ Benéficos

© 2007-2011 The University of Waikato | www.sciencelearn.org.nz

——— Enterdcitos

— Parede intestinal



Mecanismos de exclusao competitiva

(1) criacao de um microambiente hostil as outras espécies de bactéria, através da
producao de acidos organicos (propidnico, acético, butirico, lactico), perdxidos de
hidrogénio e de outras moléculas;

(2) ocupacao dos sitios receptores por bactérias benéficas, o que dificulta a
adesao e o estabelecimento de comunidades microbianas patogénicas no epitélio
intestinal;

(3) competicao por nutrientes, causando indisponibilidade de nutrientes para os
agentes patogénicos;

(4) producao de substancias que agem de forma antagonista ao mecanismo de
comunicacao celular (quorum sensing);

(5) producao de metabdlitos antimicrobianos com efeitos bactericidas ou
bacteriostaticos, usualmente peptideos (bacteriocinas, lisozimas, etc) ou enzimas
com atividade bacteriolitica, que sao ativos contra outros micro-organismos
patogénicos.



Quorum sensing (Sensor de quorum)

» Comunicacdo intra e interespécies dependente da densidade populacional.
Permite a deteccdao da concentracdao de moléculas especificas determinantes para o
comportamento dos micro-organismos e para a regulacao da expressao génica.

Infeccbes, formacao
de biofilmes, entre
outros

(@} Feroménios/: Fatores patogénicos

O p ©

o] 1 L IO 000

Crescimento e estabelecimento Reconhecimento da Expressdes de genes
densidade celular especificos

Expressao de genes dependente da densidade celular em quorum sensing.
Ex.: Expressao de fatores de viruléncia como de Vibrio parahaemolyticus e Vibrio Harvey.

Adaptado de: http://www.agr.kyushu-u.ac.jp/lab/microbt/Research/QuorumSensing.html



Quorum sensing (Sensor de quorum)

» Determina processos celulares de colonizacdo de novos ambientes, de
formacao de biofilmes, de producao de fatores de viruléncia, de producao
de bacteriocinas, de formacao de esporos, dentre outros.

» Bactérias probidticas podem ser capazes de atrapalhar esta comunicacdo
celular (quorum sensing) e de modular as comunidades microbianas
patogénicas nos sistemas de aquicultura.



Producao de metabdlitos antimicrobianos

» As espécies acido-lacticas presentes em produtos probidticos como, por exemplo,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus e Pediococcus acidilactici, despontam
como potenciais candidatas para producdo de peptideos antimicrobianos (bacteriocinas).

» Nos ultimos anos, varios estudos tém relatado a producdo dessas moléculas também por

bactérias do género Bacillus, como por exemplo, B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B.
megaterium, B. amyloliquefaciens, dentre outros.



Crescimento e absorcao de nutrientes

(FCA) =

Consumo total da ragao

Ganho de peso no tanque

Incremento no ganho de peso e maior comprimento
corporal

Producao de enzimas microbianas e estimulacao da
producao de enzimas enddgenas do animal
(Destaque: Proteases)

Aumento do apetite;

Melhor digestibilidade dos alimentos;

Otimizacao da absorcao de nutrientes e minerais;
Melhores fatores de conversao alimentar




Modulacao da resposta imune

O camarao possui apenas sistema imune inato

" Hemocoel

Lyu '

.
o~
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varddcate brevurety Soreoe -~ >
Pathogen kiling:  Phogecytosis ©%  Lyss

Gﬁ:nu ocyte 5
Compartment
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Melonizetion 7~

Fat
Body

Estimulado por probidticos

Mecanismo parcialmente elucidado

Aumento no numero de hemaécitos;
Aumento de espécies reativas de oxigénio;
Melhor atividade da fenoloxidase;

Maior fagocitose hemocitica

Ativacao e transcricao de varios genes relacionados com imunidade




Modulacao da resposta imune

Lactobacillus plantarum

Litopenaeus vannamei

Aumentar as respostas imunes

Expressao génica

» Chiu et al., 2007 demonstraram que a utilizacdo de L. plantarum na alimentacdo

influenciou as defesas

imunoldgicas celulares e aumentou as atividades de

fenoloxidase, profenoloxidase, superoxido dismutase e a eficiéncia na supressao de
Vibrio alginolyticus. A utilizacdao de L. plantarum também aumentou a transcricao de
MRNA de peroxinectina e a taxa de sobrevivéncia dos animais apds o desafio com V.

alginolyticus.

> E importante ressaltar que o tratamento com probidticos ndo sé aumenta as defesas
antioxidantes do camarao, mas também pode aliviar o estresse oxidativo induzido pela
exposicao a patogenos.




Qualidade ambiental

 (Os parametros fisico-quimicos e a atividade bioldgica do solo e da agua nos
sistemas produtivos sao cruciais para o sucesso de um cultivo. Eventuais
problemas com infeccbes podem estar relacionados a baixa qualidade
ambiental

* Os micro-organismos probioticos no ambiente sao capazes de ocupar varios
nichos ecoldgicos

Favorecer o correto Otimizar as cascatas microbianas

funcionamento dos ciclos
biogeoquimicos

Otimizar a ciclagem de residuos

organicos e de dejetos que Controlar micro-organismos patogénicos

contaminam a agua




Qualidade ambiental

Fermentacéo de etanol:

2 CH3CH.OH + 2 H,O = 4 H, + 2 CH4COO™ + 2 H*
AGY= +19,4 kJ/reagdo

Metanogénese:

4 H, + CO, > CH, + 2 H,0

AGY= =130,7 kJ/reacdo

Reacao acoplada:

2 CHyCH,OH + CO, > CH, + 2 CHaCO0" + 2 H*

AGY= -111,3 kJ/reacao

(a) Reacdes

Fermentador de etanol

Metanogénico

2 Etanol

[Transferéncia de hidrogénio interespécies]

N A

2 Acetato

(b) Transferéncia sintréfica de H,

Microbiologia de Brock, 14. ed. Artmed, 2016.

Essenciais em ambientes andxicos, pois
eles utilizam os produtos da fermentacao
de fermentadores primarios e liberam um
produto essencial para os metanogénicos,
acetogénicos e consumidores de H,

Em condicdes Oxicas, as relacOes
sintroficas sao desnecessarias.

Se O, ou NO; estiverem disponiveis
como aceptores de elétrons, a
energética da oxidacdo de um acido
graxo ou alcool é tao favoravel, que as
associacdes cooperativas com outros
organismos para a degradacdao desses
substratos ndo sdao necessarias.

Figura 13.37 Sintrofia: transferéncia de H, interespécies. A fermen-
tacdo de etanol a metano e acetato, pela associacao sintrofica de uma bactéria
oxidante de etanol e um parceiro consumidor de H,, (metanogénico) & apresen-
tada. (a) Reacdes envolvidas. Os dois organismos partilham a energia liberada
pela reacdo acoplada. (b) Natureza da transferéncia sintréfica de H..



Qualidade ambiental

Importancia da bactérias anaerdbicas acido-lacticas para as cascatas
microbianas sintroficas

Os micro-organismos mais eficientes em depurar matéria organica e
compostos toxicos sao o0s pertencentes ao género Bacillus, por serem
aerdobicos e capazes de degradar completamente os compostos organicos
utilizando o oxigénio e produzindo biomassa, CO, e agua.

No que se refere aos compostos nitrogenados, a reducao de amoénia e nitrito
é atribuida especialmente a capacidade das espécies de Bacillus de
mineralizar a amoOnia via assimilacao por degradacao quimioheterotrofica de
moléculas de carbono (agucares).



Qualidade ambiental

Os compostos nitrogenados toxicos, também podem ser metabolizados
qguando existem condigcdes fisico-quimicas especificas, por bactérias
guimiolitotroficas ambientais do ciclo do nitrogénio, como Nitrosomonas
spp., Nitrobacter spp., etc.

Devaraja et al. (2013) utilizaram um consorcio de B. subtilis, B.
licheniformis e B. pumilus para tratamento de agua e de solo em sistemas
produtivos de camarao. Estes autores relataram que o consdrcio composto
pelos trés Bacillus foi capaz de biorremediar o ambiente através da
producao de protease, amilase e lipase, e de inibir o desenvolvimento de
diferentes espécies do género Vibrio, sem afetar a sanidade do camarao.
As bactérias do género Bacillus também foram capazes de reduzir amdnia
e nitrito.




Qualidade ambiental

A vulnerabilidade a surtos de espécies patogénicas, como as espécies do género Vibrio, € um
ponto que requer muita atengao.

Os vibrios sao bactérias presentes naturalmente em sistemas produtivos de camarao.

Densidades nos estuarios e cultivos de camarao.

Quantidade excessiva de matéria organica e desequilibrios
nos parametros ambientais favorecem o crescimento
excessivo destes micro-organismos, ocasionando infeccdes
nos animais (vibriose).

Vibriose X desenvolvimento do virus da mancha branca.

Os sistemas produtivos tratados com micro-organismos benéficos apresentam quantidades
inferiores de agentes infecciosos, em especial os do género Vibrio, e limitada formacdo de
compostos téxicos como amonia, nitrito e sulfeto de hidrogénio, comparado a ambientes nao
tratados, onde ocorrem elevadas taxas de Vibrio spp. e excessiva producdo de compostos téxicos.



Prebioticos

» Compostos nao digeriveis pelo animal que sdao fermentados seletivamente
pelos micro-organismos presentes em seu trato gastrointestinal, estas
substancias sao fornecidas em ingredientes da dieta ou adicionadas
posteriormente a partir de fontes exdégenas (AZEVEDO et al. 2015; MERRIFIELD
et al. 2010).

» Ou seja, os prebidticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis que
seletivamente estimulam o crescimento e/ou o metabolismo de bactérias
promotoras da saude do trato intestinal, que ocorrem naturalmente nesse
ambiente, melhorando o balanco intestinal do organismo.



Prebioticos usados em aquicultura

> Inulina;
» Fructooligosacarideos;
» Nanoologosacarideos;

» Galactooligosacarideos; GHaoH ©)
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Figura 1 - Estrutura quimica dos principais frutooligossacarideos: 1-kestose (A}, nistose (B) e frutofuranosil nistose (C).

Moléculas dos principais Fructooligosacarideoss



Probiodticos, Prebioticos e Simbioticos

Probioticos:
Reduzem a presenga de bactérias
patogénicas por exclusio competitiva na

agua oudiretamente nos tratos digestivos
: Simbioticos:
= Combinacdo balanceada de probidticos e
prebidticos que assegurem mais salde ao
hospedeiro e o crescimento das bactérias

\ \ -‘ ; ;
i\ \ no trato intestinal

Pr.ebiéticos: | A'Q:\\\\

Estimulam o crescimento e a

satde das bactérias do trato
intestinal “%\ / / /

tllh\\\‘




Desenvolvimento de produtos Probioticos

e O desenvolvimento de um produto probidtico € um processo de multiplas
etapas focadas em seguranca, funcionalidade e caracteristicas tecnologicas.

* As etapas para obtencao de um probidtico comercial envolvem desde:

v' Coleta de informacoes;
Isolamento e sele¢cao de cepas microbianas;
Estudos das caracteristicas fisioldgicas;
Estudo das propriedades probidticas e da capacidade de inibicao de patdgenos;
Auséncia de patogenicidade e da avaliacao de seus efeitos sobre o hospedeiro;
Estudo dos custos e da viabilidade econémica.

NN N X X

* Os produtos disponiveis no mercado devem estar registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) como aditivo probidtico.



“O papel do infinitamente pequeno ¢ infinitamente grande!”
Louis Pasteur (1822-1895)

“A diversidade microbiana constitui o mais extraordinario reservatorio
de vida da biosfera. Nela se encontram os recicladores naturais dos
maiores poluentes da Terra”.

(Adaptado de Microbial diversity: Application of microrganisms for the
biodegradation of xenobiotics, Current Science, 89(1), p.101-112, 2005.)
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