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RESUMO

Um biofilme perifitico formado em um cultivo de tilapias-do-nilo foi analisado para determinacao
guantitativa de bactérias e fungos, detecgéo de substancias com acao antibacteriana e avaliagdo de perfis
de resisténcia frente a antibiéticos comerciais. Foi empregado o método de contagem padrdo em placas
por meio da técnica inoculacdo em profundidade para a quantificacdo das bactérias heterotréficas
cultivaveis (BHC) e a técnica de espalhamento sobre meio de cultura para a de fungos. Investigou-se a
producao de substancias antibacterianas pela comunidade e a susceptibilidade a antibiéticos de amplo
espectro, ambos por meio da técnica de difusdo em &gar. As concentragGes de bactérias e fungos
cultivaveis na comunidade de perifiton foram, respectivamente, 1,73x10° UFC/mL e 1,45x10% UFC/mL. O
biofilme perifitico mostrou agdo antibacteriana contra bactéria indicadora Gram positiva. Os antibiéticos
Cloranfenicol, Tetraciclina e Cefalotina foram eficientes contra os componentes do biofilme. Entretanto, a
comunidade apresentou perfil de resisténcia ao Imipinem. As bactérias sdo os componentes dominantes
no biofilme perifitico em comparagdo com os fungos contribuindo com a ciclagem de nutrientes e
influenciando a qualidade da &gua de cultivo. O perifiton possui potencial biotecnoldgico de acéo
antimicrobiana.

PALAVRAS-CHAVE: agregados microbianos; bioatividade; aquicultura.

ABSTRACT

The objective of this work was to quantitatively analyze the cultivable microbiota in isolated periphyton of
tilapia cultivation tanks with later prospecting for bioactive substances produced in the biofilm and
resistance to the action of antibiotics. The standard plate counting method using the pour plate technique
was used to quantify the cultivable heterotrophic bacteria (CHB) and the spread plate technique for fungi.
The production of antimicrobial substances by the community and the susceptibility to broad-spectrum
antibiotics were investigated, both through the agar diffusion technique. The periphyton sample showed
1.73x10° CFU/mL in relation to the count of total cultivable heterotrophic bacteria and 1.45x10* CFU/mL
relative to the density of fungi. The periphytic biofilm showed antibacterial action against Gram-positive
bacteria. The antibiotics chloramphenicol, tetracycline, and cephalothin were effective against the biofilm
components. However, the community showed a profile of resistance to imipenem. Bacteria are the
dominant components in periphytic biofilm compared to fungi, contributing to nutrient cycling and
influencing the quality of cultivated water. Periphyton has biotechnological potential for antimicrobial action.

KEYWORDS: microbial aggregates; bioactivity; aquaculture.

Perifiton é uma comunidade formada por microrganismos autotréficos e heterotroficos, como
bactérias, microalgas, fungos e outros, unidos numa matriz de polimeros extracelulares juntamente com
matéria organica e inorganica (VERT et al. 2012, MARTINEZ-CORDOVA et al. 2014). Os efeitos dessa bio-
estrutura sobre a qualidade da agua e disponibilidade de nutrientes para os organismos aquaticos tem
gerado resultados satisfatérios nos cultivos de peixes e camardes (ZHANG et al. 2016, YU et al. 2016). A
inducéo da formacéo de biofilme perifitico em tanques de cultivo visando a melhoria da qualidade da agua
esta de acordo com o conceito de aquicultura sustentavel (MARTINEZ-CORDOVA et al. 2014, SILVA et al.
2016, ORTIZ-ESTRADA et al. 2020).
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Na estrutura do biofilme, as bactérias merecem destaque por terem o papel de iniciadoras se
aderindo e colonizando os substratos devido a presenca de ultraestruturas ou substancias que auxiliam sua
adesdo, como é o caso da producdo de exopolissacarideos (EPS) (polimeros de carboidratos); e a partir
dai, a agregacao dos demais constituintes nesse micro-habitat promove protecéo contra pressao de fatores
externos devido a matriz polimérica formada, como por exemplo a protecdo contra dessecamento, uma vez
gue essa substancia forma uma pelicula envolvendo todos os microrganismos, 0s quais ficam
enclausurados e protegidos do ambiente a sua volta. Além disso, as bactérias sdo responsaveis pelos
complexos de interagbes que ocorrem dentro do ndcleo microbiano formado (MARTINEZ-CORDOVA et al.
2014, LARA et al. 2017). No ambiente aquicola, as estruturas submersas possibilitam maior area disponivel
para agregacao (WU 2017) e adensamento da comunidade microbiana oferecendo um habitat favoravel.

Os grupos bacterianos autéctones encontrados nesses sistemas microbianos podem produzir
compostos metabdlicos secundarios com diferentes acdes (YU et al. 2016, LI et al. 2017), que podem agir
sinergicamente ou antagonicamente com outros integrantes (THOMPSON et al. 2002), tais como alguns
mecanismos antagbnicos de bactérias capazes de inibir uma ampla gama de microrganismos
potencialmente patogénicos para organismos cultivados, como bactérias do género Vibrio e Aeromonas,
dinoflagelados e microalgas produtoras de toxinas (MATA et al. 2017). Produc¢&o de substancias com acéo
antimicrobiana pode reduzir a presenca de patdégenos, mantendo o equilibrio do sistema e evitando o
surgimento de doengas. Assim, a manipulacdo dessa comunidade expande possibilidades interessantes
para a producao de organismos aquaticos com redugdo do uso de quimicos e melhoria do desempenho
zootécnico. Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo a andlise do perifiton formado em
tanques de cultivo de tilapias com avaliacdo quantitativa da microbiota cultivavel, deteccao de atividades
antagodnicas (antimicrobiana) e padrdes de resisténcia a acdo de antibiéticos comerciais.

O estudo foi desenvolvido em dois laboratérios da Universidade Federal do Ceara (UFC): o
experimento in vivo foi realizado em uma instalacdo de cultivo de organismos aquaticos pertencentes ao
Departamento de Engenharia de Pesca (UFC), enquanto as analises microbiolégicas foram processadas no
Laboratorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR).

Um total de 60 juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), com peso médio inicial de 1,5 g,
foram divididos em 10 unidades experimentais, seis animais cada, com uma densidade de 24 peixes/m3 (ou
6 peixes/tanque) em caixas de polietiieno de 250 L de volume Util. Dois grupos experimentais foram
testados durante a pesquisa: tilapia cultivada na presenca (BP-biolfime perifitico) e na auséncia (SBP-sem
biofilme perifitico) de substrato artificial para crescimento de biofilme perifitico, com aplicacdo de um
delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos e cinco repeticdes. As estruturas submersas
utilizadas como base para a colonizacdo do perifiton eram constituidas de duas placas de cloreto de
polivinila (PVC) (altura 0,40 x largura 0,65 m), com uma area util de 0,90 m?, dispostas verticalmente na
coluna d'agua, correspondendo a 135% da area total das aguas superficiais. Os peixes foram alimentados
com racao comercial (Guabi Nutricdo e Saude Animal, Sales Oliveira, Sdo Paulo, Brasil) contendo teor de
32,37% de proteina.

Uma area de 10 x 10 cm? foi raspada da placa de PVC e o material colocado em frasco previamente
esterilizado, sendo imediatamente acondicionado em caixa isotérmica e transportado até o Laboratério de
Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP), do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR), pertencente a
Universidade Federal do Ceara (UFC), para a realizacao da andlise microbioldgica.

Em laborat6rio, adicionou-se 1 mL do perifiton homogeneizado em 9 mL de solucao salina a 0,85%
de NaCl, formando a primeira diluicdo (10™), a partir dessa foram feitas as demais diluicdes decimais até
10°.

A quantificagdo das BHC foi feita por meio do método de contagem padrdo de placas utilizando a
técnica de inoculagdo em profundidade e o meio de cultura agar triptona de soja (TSA), de acordo com
APHA (1998). Para isso, aliquotas de 1 mL de cada diluicdo foram adicionadas em placas de Petri, em
duplicada, contendo o meio de cultura, incubadas em estufa bacteriologica por 48 h. Posteriormente, foi
realizada a contagem das colbnias crescidas, por meio do método de contagem padrdo de placas,
expressando os resultados em Unidades Formadoras de Coldnias por mL (UFC/mL) (DOWNES & ITO
2001), considerando valores de contagens entre 25 e 250 col6nias.

A quantificacdo dos fungos presentes no biofilme foi realizada utilizando a mesma metodologia para
BHC, usando o meio seletivo agar dextrose batata (HIMEDIA) acrescido de 10 pL/mL de Ampicilina e
solucao de 1,8% de acido tartarico. O periodo de incubacao em estufa bacteriolégica foi de até cinco dias a
28 °C.
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Para a detec¢do de atividade antimicrobiana pelo biofilme foram utilizadas as cepas de Escherichia
coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC 25923) como indicadoras, por meio do método de difusdo em agar
(técnica de pocos perfurados). Resumidamente, um tapete bacteriano de cada cepa indicadora foi
espalhado sobre a superficie do meio agar Mueller-Hinton. Foram perfurados 4 pocos no Agar e adicionado
inéculo do biofilme sem diluicdo, e das diluicdes 10" e 10”. A agua destilada foi usada como controle
negativo. O teste foi realizado em duplicata e as placas foram incubadas por 48 h a 28 °C. Apds esse
periodo, verificou-se a formag&o ou ndo de halos ao redor dos pogos na superficie do meio.

A acao de antibidticos de amplo espectro sobre os componentes do biofilme foi testada por meio da
técnica de difusdo em discos descrita por CLSI (2010). Foram usadas as substancias comerciais:
Cloranfenicol, 30 pg (CLO), Tetraciclina 30 pg (TET), Imipinem 10 pg (IMP) e Cefalotina 30 pug (CFL).
Esfregacos da amostra de biofilme foram feitos sobre a superficie do meio agar Mueller-Hinton e
depositados discos dos antibiéticos comerciais. A leitura foi feita apés incubacgéo a 28 °C por 48 h. A leitura
das placas e interpretacao dos resultados seguiu padrdes estabelecidos pelo CLSI (2010).

A contagem média de bactérias heterotroficas cultivaveis totais presentes no biofilme perifitico foi de
1,73x10° UFC/mL. ASADUZZAMAN et al. (2009) observaram durante o cultivo de tilapia-do-nilo em sistema
com perifiton, valores de BHC igual a 3,06x10’ UFC/g. De acordo com 0s mesmos autores, a carga elevada
de BHC levou ao aumento da decomposi¢do de matéria organica, a qual contribui para a liberagdo de
nutrientes inorganicos que estimularam o desenvolvimento bacteriano. Com isso, pode-se observar um
efeito positivo na qualidade de agua do cultivo, além de fonte extra de alimento proteico para os peixes.

Uma quantificacdo de 1,45x10° UFC/mL de fungos foi encontrado no biofilme perifitico formado
durante o cultivo de tilapia no tratamento BP. Os fungos aquaticos sdo importantes no processamento da
matéria organica, influenciando na via de transformacdo e conversdao de fracdes da matéria orgénica
particulada em dissolvida (TANT et al. 2015). Dessa forma, a presenca desses microrganismos no biofilme
contribui para a ciclagem dos nutrientes nos sistemas de cultivo, podendo ocasionar o aumento da
produtividade primaria.

Foram obtidos uma quantificacdo maior que 99% de bactérias em relagdo a fungos no biofilme
desenvolvido durante o cultivo de tildpia, sendo evidenciado essa diferenga nos resultados encontrados na
presente pesquisa. Essa dominancia quantitativa dos componentes bacterianos ja foi vista em outras
pesquisas (SILVA et al. 2016, GUTTMAN 2019)

Os biofilmes sao descritos tipicamente como consorcio de microrganismos fixos em superficies, mas
eles também podem formar agregados suspensos, tapetes microbianos, e flocos, onde todos os arranjos
utilizam alguma mistura das substancias poliméricas extracelulares para agregacdo, estrutura, e
manutencéo do estilo de vida da comunidade (FLEMMING & WINGENDER 2010, BILLINGS et al. 2015).
Comunidades microbianas frequentemente tem uma capacidade maior de executar determinada atividade
que os individuos que vivem de forma livre (JAMES et al. 1995). A capacidade protetiva do biofilme é
distribuida amplamente entre os microrganismos, é recalcitrante a ambientes extremos e agem como um
“manto de protecdo” contra efeitos da radiacdo ultravioleta, alteracdes de fatores ambientais (temperatura,
pH, salinidade, pressédo alterados), falta de nutrientes, acdo de antibidticos, etc. (YIN et al. 2019). Também
existe o efeito antagbnico do biofilme contra microrganismos externos a comunidade com a producdo de
substancias bioativas (WESSELING et al. 2015, SILVA et al. 2016).

No teste de atividade antimicrobiana, observou-se a formacéo do halo de inibicdo ao redor do poco
com a diluicdo 107 frente a cepa padrdo de S. aureus. Esperava-se encontrar atividade nas amostras mais
concentradas o que nao ocorreu, devido a maior agregacao das bactérias na estrutura do biofiime. Com o
aumento da diluicdo, provavelmente, essa amostra pode ser fragmentada, levando a uma maior exposicéo
dos microrganismos, os quais puderam exercer a atividade antimicrobiana em relacdo a S. aureus. O cultivo
de organismos aquaticos na presenca de biofilmes, possibilita a reducdo da ocorréncia de patdgenos
(THOMPSON et al. 2002), por conta da producdo de substancias antimicrobianas pela microbiota presente
no perifiton, ou entdo esse biofime pode ter efeito antagbnico por competicdo ou exclusao de
microrganismos indesejaveis. LI et al. (2017) identificaram no biofilme perifitico presente em tanques de
antibidticos.

Portanto, o cultivo de peixes na presenca de perifiton pode auxiliar na diminuicdo ou até mesmo
eliminacdo de patdgenos potencias veiculados a alimentos, contribuindo, assim, para obtencdo de um
alimento seguro e de qualidade, uma vez que produtos pesqueiros podem ser veiculos de patégenos aos
consumidores (RIBEIRO et al. 2009, DANTAS et al. 2012).

Tratamentos antimicrobianos convencionais, geralmente, ndo conseguem eliminar os biofilmes
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(DAVIES 2003), por conta da sua complexidade estrutural e funcional (COSTERTON et al. 1994, CULLER
2010). As bactérias inseridas no biofilme podem ser até 1000 vezes mais resistentes aos antibiéticos e
podem persistir apds o tratamento (ADNAN et al. 2018). Um dos maiores componentes estruturais do
biofilme, conhecido como substancia polimérica extracelular (exopolissacarideo-EPS), possui varios papéis,
um deles é a acao protetiva contra a penetracdo de diversas substancias, como antibiéticos, para o interior
do biofilme, fazendo com que tratamentos convencionais ndo sejam eficientes para sua eliminacéo
(STEWART 2002, XUE et al. 2012).

No presente estudo, pode-se observar a sensibilidade do biofilme perifitico em relacdo a trés dos
guatro antibiéticos de amplo espectro testados, apresentando resisténcia apenas ao imipinem (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos do biofilme perifitico isolado do cultivo de
tilapia-do-nilo.
Table 1. Susceptibility profile to different antimicrobials from the periphytic biofilm isolated from the cultivation

of Nile tilapia.

Antibidtico Diametro do halo (mm) S I R Resultado
Cloranfenicol 41,63 =18 13-17 <12 S
Tetraciclina 27,03 215 12-14 <11 S
Imipinem 16,57 223 20-22 <19 R
Cefalotina 31,56 =18 15-17 <14 S

S = sensivel, | =intermediario, R = resistente.

De acordo com XUE et al. (2012) uma das hipdteses para o aumento da resisténcia aos
antimicrobianos é dada por conta dos diversos microrganismos constituintes do biofilme agirem
sinergicamente em prol da sobrevivéncia da comunidade, superando situa¢gfes adversas e, provavelmente,
produzindo substéncias de tolerancia e resisténcia. Além disso, a estrutura do biofilme, a qual é constituida
por uma matriz de exopolissacarideos, previne o acesso do antibiético as células microbianas presentes na
comunidade.

A formacao de biofilme tem acéo protetiva aos microrganismos nele inseridos, o que foi constatado no
presente estudo, onde se observou a resisténcia ao antimicrobiano imipinem, o qual é classificado como
sendo de amplo espectro, capaz de agir em bactérias Gram positivas e Gram negativas.

O uso de perifiton no cultivo de organismos aquaticos € uma realidade, ja que constitui uma
alternativa para o desenvolvimento da aquicultura ambientalmente “amigavel”, entretanto pouco ainda se
sabe sobre a composicdo e inter-relacdes estabelecidas nessa comunidade microbiana. Nesse estudo foi
possivel determinar a dominancia quantitativa de bactérias em comparagcdo aos fungos. Também foi
observada a acéo protetiva do biofilme em dois testes distintos, no primeiro foi possivel detectar a atividade
antimicrobiana contra S. aureus, e no segundo o biofilme foi resistente ao antibiotico imipinem.
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