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INTRODUCAO

Os probidticos possuem potencial para promover a satide por meio de mecanismos
nao previstos pela nutricdo convencional (Sanders, 1998) (Castro, 2003). O conceito de
probiético tem mudado através do tempo. Para (Fuller, 1989), sdo suplementos alimentares
compostos de microrganismos vivos que beneficiam a satide do hospedeiro, por meio do
equilibrio da microbiota intestinal. Para a selecao de bactérias com potencial probiético,
devera ser avaliado inicialmente a resisténcia destas frente as condicdes do trato intestinal
dos peixes como o pH baixo e a acao de sais biliares (Merrifield, 2010). Portanto, o objetivo
deste trabalho foi selecionar as bactérias quanto sua resisténcia ao pH e a¢do dos sais biliares
em amostras coletadas em pisciculturas de diferentes regides as quais produzem a espécie

tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

MATERIAL E METODOS

As bactérias foram selecionadas de tildpias provenientes de 10 pisciculturas
comerciais em trés regides do Brasil (nordeste, sudeste e sul), para aumentar a variabilidade
de espécies de bactérias e, aumentar as chances de selecionarmos uma bactéria com
caracteristicas probitticas. Foram utilizados 10 peixes por piscicultura com peso médio de
30g, para a coleta do muco da pele e do intestino. As coletas foram realizadas no verao,
periodo em que mais se manifestam as patologias em tilapias.

Os testes de resisténcia ao pH e aos sais biliares foram realizados de acordo com as
metodologias descritas por (PERELMUTER, 2008) com modificacdes. Para os testes de
resisténcia ao pH e aos sais biliares, foram utilizados microtubos de 2,0 mL com 900 pl de
meio de cultura TSB com pH 2, 3 e 4 e sais biliares as concentrac¢des de 0,3; 0,5; 1,0; 3,0 e 5,0
%. Os meios de cultivo foram filtrados com filtros de seringa de 0,22 micras com a finalidade

de esterilizagdo. Ap6s a preparagdo dos meios, semeou-se as bactérias coletadas em intestino



e muco de peixe em caldo TSB e incubados por 24 horas em estufa B.O.D a temperatura de
28 °C. Em seguida, foram feitas dilui¢des sucessivas até 10- em meio liquido separadamente.
As amostras contidas em microtubos foram colocadas em estufa B.O.D a temperatura de
23°C e permaneceram por tempo total de trés horas, sendo retiradas a cada uma hora em
aliquotas de 10 uL de cada diluicdo e colocadas em placa de Petri, em triplicata. As placas
foram incubadas em estufa B.O.D por 24 horas em temperatura de 28°C. Foram realizadas
as contagens de coldnias visualmente com o uso de uma lupa de aumento (Figura 1). As
amostras que nao passaram no teste de resisténcia ao pH, ndo foram avaliadas quanto a sua
resisténcia aos sais biliares. As bactérias que ndo cresceram em placas foram consideradas

como inaptas para prosseguir os testes de selegdo.

—

Figura. 1. Contagem de col6nias de bactérias do teste de pH em 10-¢ 20) UFC.

As contagens para determinagdo de quantidade de coldnias foram feitas pela
férmula: UFC=média do niimero de coldnias de bactérias * diluigao correspondente/volume

em mlL.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As bactérias testadas foram consideradas aptas quando houve crescimento apés
exposicdo aos meios de cultura com ph modificado e acrescidos de sais biliares, segundo

(Perelmuter, 2008). e posterior semeadura em placa de petri e incubagao de 24 horas.

Os testes de resisténcia ao pH foram feitos primeiramente por ter sido identificado
maior fator de seletividade, promovendo otimizacao no uso dos materiais. Foram alteradas

as quantidades de meio de cultura TSB de 900uL para 450uL tanto nos testes de pH quanto



nos testes de sais biliares com a finalidade de redugdo das contaminacdes por contato externo

e otimizagdo de materiais e foram mantidas as dilui¢des na proporcao de 1/10.

De um banco de amostras de 1402 amostras, 77 amostras foram testadas e analisadas,
sendo que 22 foram aprovadas nos testes de resisténcia ao pH e aos sais biliares e

encaminhadas para a sequéncia de testes de inibicao de bactérias patogénicas.
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