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RESUMO 1 

Para aumentar o crescimento da aquacultura, é urgente otimizar os sistemas de 2 

produção, tornando-os cada vez mais eficientes e ambientalmente amigáveis. As 3 

bactérias presentes nos sistemas aquícolas são de grande importância para seu melhor 4 

funcionamento e sanidade. Assim, entender a interação da microbiota com os animais 5 

produzidos é importante para se estabelecer estratégias de controle de doenças e de 6 

manejo da qualidade da água. Para isso, quantificar e identificar de forma rápida e 7 

precisa a comunidade bacteriana é essencial para melhorar as condições de produção. 8 

Nesta Tese, foi utilizada uma técnica de biologia molecular, a Hibridização In Situ 9 

Fluorescente (Fluorescent In Situ Hybridization – FISH), para identificar e quantificar 10 

bactérias com o intuito de (1) identificar a similaridade da comunidade bacteriana do 11 

trato intestinal de tilápias (Oreochromis niloticus) com o ambiente de produção (água e 12 

sedimento); (2) verificar a eficiência de colonização e ação de uma bactéria 13 

potencialmente probiótica, previamente isolada do próprio sistema de produção e (3) 14 

avaliar variações de grupos de bactérias nitrificantes na água e no biofilme em um 15 

sistema de recirculação de água (RAS) para produção de tilápias. No capítulo 1, 16 

observamos que a composição da comunidade bacteriana do trato gastro-intestinal das 17 

tilápias foi mais similar à comunidade da água, em comparação a microbiota do 18 

sedimento do viveiro. No capítulo 2, Bacillus sp., que tem grande potencial probiótico e 19 

foi isolado do próprio sistema de produção, apresentou grande abundância no intestino 20 

das tilápias, após ser oferecida juntamente com a ração. Isso indicou boa incorporação 21 

deste isolado a microbiota do trato intestinal destes peixes. Verificou-se também que 22 

Bacillus sp. foi capaz de controlar duas espécies de bactérias patogênicas, que 23 

apresentaram menores abundâncias na presença deste micro-organismo probiótico. No 24 

capítulo 3, observou-se que o processo de nitrificação no RAS está relacionado, 25 

principalmente, às bactérias nitrificantes presentes no biofilme, mas não na água. De 26 

forma geral, a técnica FISH foi eficaz para monitorar as mudanças qualitativas e 27 

quantitativas das comunidades bacterianas em todos os trabalhos desenvolvidos. Assim, 28 

podemos dizer que está técnica mostrou grande potencial para futuros estudos da 29 

ecologia de micro-organismos em sistemas de aquacultura. 30 
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ABSTRACT 1 

To increase the aquaculture production, it is imperative to optimize the production 2 

systems, aiming to make them more efficient and environmental friendly. Bacteria 3 

found in aquaculture systems are of great importance in order to keep the system 4 

healthy and functioning. Hence, understanding the interaction between the microbiota 5 

and the animal farmed is important to establish strategies for diseases control and water 6 

quality management. Thus, quick and precise quantification and identification of the 7 

bacterial community is essential to improve the aquaculture production. In this Thesis, a 8 

molecular technique, the Fluorescent In Situ Hybridization (FISH), was used to identify 9 

and quantify bacteria in order to (1) analyse the similarity of the bacterial community in 10 

the gut of tilapia (Oreochromis niloticus) with the bacterial community in the 11 

aquaculture system environment (water and sediment), (2) verify the colonization 12 

efficiency and the effect of a potential probiotic bacteria, previously isolated from the 13 

aquaculture system, in the gut of tilapia and (3) analyse the variation in nitrifying 14 

bacterial groups in the water and in the biofilm of a recirculation aquaculture system 15 

(RAS) to tilapia production. In chapter 1, we observed that the bacterial community 16 

composition of the tilapia’s gut was more similar to the water community than to the 17 

microbiota of the pond’s sediment. In the chapter 2, the potential probiotic  bacteria 18 

Bacillus sp., which was isolated from the system, was found in high abundance in the 19 

tilapia’s gut was found, indicating a good incorporation of this isolate in the fish’s gut. 20 

We could also verify that Bacillus sp. was able to control two species of pathogenic 21 

bacteria, which showed lower abundances in the presence of this microorganism.  In 22 

chapter 3, it was observed that the nitrification process in the RAS was mainly related to 23 

the nitrifying bacteria present in the biofilm, but not into the water. In conclusion, the 24 

FISH technique was effective in monitoring qualitatively and quantitatively the 25 

microbiological changes in all developed studies, showing great potential for further 26 

studies on microbial ecology in aquaculture systems. 27 
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INTRODUÇÃO GERAL 1 

A aquacultura é uma das atividades econômicas que mais cresce no Brasil e no 2 

mundo. Entretanto, este meio de produção de alimentos terá que aumentar ainda mais 3 

sua atividade para atender minimamente o consumo da crescente população mundial 4 

(FAO, 2012). O aproveitamento deste setor produtivo poderia ser ainda maior, 5 

especialmente, se as doenças fossem controladas e os problemas sanitários fossem 6 

sanados (Queiroz et al., 2002). Além disso, esta é mais uma atividade econômica que 7 

compete pela água disponível, apresentando riscos de deterioração do corpo d’água 8 

receptor dos efluentes, contribuindo para o declínio da qualidade ambiental, social e 9 

econômica (Tiago e Gianesella, 2003). Desta forma, o principal desafio é atender esta 10 

demanda crescente com alimentos de qualidade e seguros. Entretanto, para que 11 

aquacultura continue o seu crescimento é de suma importância o aumento da 12 

produtividade e da diversificação de produtos, o que demanda a incorporação de novas 13 

técnicas (Cardoso, 2007).  14 

A tilápia (Oreochromis niloticus) é a espécie mais produzida no Brasil, contando 15 

inclusive com incentivos de produção pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA). 16 

Estes incentivos, aliados a relativa facilidade de produção desta espécie devido à 17 

rusticidade e pacotes tecnológicos já estabelecidos, fizeram com que as tilápias fossem 18 

produzidas com sucesso, principalmente, nas regiões Nordeste, Sul e Sudeste do país 19 

(Kubtiza et al., 2012b). A produção nacional desta espécie cresceu 17% ao ano entre 20 

2000 e 2010, enquanto o crescimento médio da aquicultura foi de 10% no mesmo 21 

período (Kubtiza et al., 2012a). Mesmo assim, importantes doenças bacterianas afetam 22 

as produções de tilápias. As doenças bacterianas com maiores registros são provocadas, 23 

principalmente, pelos gêneros Aeromonas, Pseudomonas, Vibrio, Flavobacterium, 24 

Edwardsiella, Photbacterium, Streptococcus e Enterococcus. Além das perdas 25 

econômicas causadas pela mortalidade e pela perda de peso dos animais, algumas destas 26 

espécies bacterianas são causadoras de doenças oportunistas em humanos, 27 

principalmente em pessoas imunocomprometidas (Flick, 2008; Soto et al., 2009). Casos 28 

de doenças bacterianas emergentes reportados em tilápias, como na Costa Rica com 29 

Francisella sp. (Soto et al., 2009) e no Brasil com Lactococcus garviae (Evans et al., 30 
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2009), mostram a necessidade de mais estudos nesta área para um melhor manejo 1 

sanitário e segurança alimentar. 2 

Novas técnicas para a produção aquícola ambientalmente segura devem ser 3 

desenvolvidas para expandir a quantidade produzida, mas também promover o 4 

aproveitamento racional dos recursos naturais. Sob esta perspectiva, a ação e a 5 

funcionalidade dos micro-organismos nestes ambientes devem ser avaliadas para 6 

garantir o incremento e segurança nos processos produtivos. Isto porque, além dos 7 

animais produzidos para consumo, os sistemas de aquacultura são também formados 8 

por uma complexa comunidade de micro-organismos que precisam ser manejadas 9 

adequadamente para não haver perdas de complexidade e funcionalidade. Isso pode 10 

tornar a produção mais econômica e com menor impacto ambiental. Assim, entender a 11 

ecologia microbiana nos sistemas de produção de animais aquáticos é importante para 12 

melhorar a produtividade destes sistemas (Moriarty, 1997). 13 

Os avanços dos estudos da ecologia microbiana na aquacultura, oceanografia e 14 

da limnologia, principalmente com o advento de técnicas de biologia molecular, 15 

permitiram uma melhor caracterização das funções dos micro-organismos nestes 16 

ecossistemas. Os micro-organismos têm papéis essenciais dentro da funcionalidade dos 17 

ecossistemas aquáticos como a produtividade, ciclagem de nutrientes, nutrição dos 18 

animais, manutenção da qualidade da água, controle de doenças e dos impactos 19 

ambientais causados pelos efluentes (Gatesoupe, 1999; Moriarty 1999). Isto destoa 20 

bastante da ideia errônea que se tem de que as bactérias seriam apenas agentes 21 

patogênicos que afetam negativamente a produção de organismos aquáticos. 22 

A ocorrência micro-organismos patogênicos é, sem dúvida, um dos principais 23 

problemas que colocam em risco a produção aquícola (Moriarty, 1997; Wang et al., 24 

2008). Entretanto, a ampliação do conhecimento sobre a microbiota pode levar à 25 

identificação de micro-organismos capazes controlar as próprias bactérias patogênicas, 26 

otimizando a produção e proporcionando um maior retorno econômico para os 27 

produtores. Por exemplo, pode-se identificar, isolar e utilizar micro-organismos 28 

probióticos que controlam as bactérias patogênicas pela produção de substâncias 29 

antibióticas, ou competem com estas por nutrientes. Entretanto, a avaliação destes 30 
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probióticos também se faz necessária para que impactos indesejáveis como, por 1 

exemplo, a introdução de bactérias multi-resistentes, não aconteçam (Gatesoupe, 1999). 2 

A ação de bactérias probióticas se dá de maneira direta sobre os animais 3 

produzidos, ou sobre os micro-organismos patogênicos. Os probióticos podem atuar 4 

estimulando no hospedeiro uma resposta imunológicas melhor e mais rápidas (Aly et al. 5 

2008; Ridha e Azad, 2012), ou controlando populações patogênicas no ambiente e nos 6 

hospedeiros (Avella et al., 2011; Gopalakannan e Arul, 2011; Nayak e Mukherjee, 7 

2011). As bactérias probióticas podem, ainda, estimular o apetite e aumentar o ganho 8 

nutricional dos hospedeiros com a produção de vitaminas, eliminação de compostos 9 

toxicos da dieta, ou por decomposição de componentes não digeríveis pelo animal 10 

(Irianto e Austin, 2002). 11 

Além disso, algumas bactérias podem contribuir indiretamente para a saúde dos 12 

peixes, mantendo água do sistema de produção com boa qualidade, diminuindo o stress 13 

dos organismos que estão sendo produzidos (Panigrahi e Azad, 2007). Essas bactérias 14 

têm participação na transformação e absorção de compostos que são tóxicos para os 15 

animais produzidos. Por exemplo, a atividade bacteriana é importante para evitar o 16 

acúmulo de amônia e nitrito nos ambientes de produção. Estes dois compostos 17 

nitrogenados são tóxicos aos animais quando em altas concentrações nas produções 18 

(Frances et al., 1998; Wicks et al., 2002). Nestes processos de remoção dos compostos 19 

nitrogenados, as bactérias autotróficas transformam a amônia a nitrato (nitrificação) e as 20 

bactérias heterotróficas incorporam estes compostos à nova biomassa formada (Ebeling 21 

et al., 2006). Desta forma, a atividade destas bactérias permite que os organismos que 22 

estão sendo produzidos não sofram intoxicações que podem levar a morte, ou a um 23 

baixo crescimento. 24 

Para entender melhor o papel das bactérias nos sistemas de aquacultura e nos 25 

próprios animais aquáticos que estão sendo produzidos, é essencial se realizar a 26 

identificação e quantificação das bactérias para estabelecer estratégias de prevenção e 27 

combate de doenças, bem como de melhoria da qualidade da água (Moriarty, 1997; 28 

Hopkins et al., 2001). Entretanto, metodologias clássicas que necessitam realizar o 29 

isolamento e cultivo para avaliar a diversidade e abundância bacterianas podem 30 

apresentar dados irreais, pois muitas espécies de bactérias não crescem nos meios de 31 
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cultivo comumente utilizados (Asfie et al., 2003; Temmerman et al., 2004; Dhanasiri et 1 

al., 2011). Desta forma, técnicas para caracterização de bactérias não cultivaveis são de 2 

fundamental importância para que a complexidade da comunidade bacteriana nestes 3 

sistemas seja determinada. 4 

Os avanços das novas técnicas baseadas na biologia molecular permitem a 5 

identificação de grupos ou espécies bacterianas cultiváveis e não-cultiváveis. As 6 

técnicas moleculares independentes de cultivo, portanto, são ferramentas mais eficientes 7 

e precisas para se identificar e quantificar os micro-organismos (Merrifield et al., 2010). 8 

Existem várias técnicas de biologia molecular que podem caracterizar e quantificar o 9 

DNA extraído das comunidades bacterianas. No entanto, os métodos baseados na 10 

replicação de DNA por PCR (“Polymerase Chain Reaction”) não dão informações sobre 11 

a abundância, tamanho ou morfologia das células bacterianas. Por exemplo, as técnicas 12 

de “fingerprinting” como DGGE e TGGE, que usam DNA replicado pelo PCR, são 13 

utilizadas para estudar a dinâmica e o comportamento da microbiota em diferentes 14 

ambientes, caracterizando a complexidade desta comunidade. Entretanto, estas técnicas 15 

não fornecem informações sobre possíveis variações que ocorrem na abundância dos 16 

principais grupos ao longo do tempo. Alem disso, o DNA de bactérias inativas, ou 17 

mortas também pode ser replicado caracterizando organismos que não são ativos (Qi et 18 

al., 2009; Sun et al., 2011). 19 

Uma outra técnica molecular bastante utilizada, mas diferente da 20 

“fingerprinting” é a Hibridização In Situ Fluorescente (“Fluorescent In Situ 21 

Hybridization” – FISH). Basicamente, esta utiliza sondas fluorescentes ligadas à 22 

oligonucleotídeos complementares ao RNA ribossomal das bactérias (Fig. 1). Esta 23 

técnica permite, inclusive, a identificação filogenética de bactérias sem a necessidade de 24 

cultivo prévio. As sondas fluorescentes podem ser desenhadas para serem específicas e 25 

reconhecerem apenas uma espécie, ou grandes grupos bacterianos. A identificação de 26 

espécies se dá através de marcadores construídos a partir de oligonucleotídeos de RNAr, 27 

que apresenta propriedade conservativa quanto a mutações e está presente em todos os 28 

organismos (Amann et al., 1990) (Fig. 1). As células marcadas com a sonda são 29 

diferenciadas pelo uso de filtros de luz específicos (Fig. 2). Assim, as células 30 

bacterianas marcadas (identificando grupos, gêneros ou espécies de bactérias) são 31 
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visualizadas com auxílio de microscópios de epifluorescência ou confocal, ou pela 1 

citometria de fluxo (Zwirglmaier, 2005). Portanto, a técnica FISH permite a 2 

visualização, identificação e contagem direta das células bacterianas especificamente 3 

marcadas. Através dela, podemos acompanhar alterações na estrutura da comunidade 4 

microbiana (taxa e o número de bactérias de cada taxa) com maior rapidez e precisão. 5 

 6 

Figura 1. Resumo da técnica de FISH, desde a coleta até a contagem das bactérias por microscopia de 7 
epifluorescência. Primeiramente, a amostra é fixada com paraformaldeído para estabilizar e permeabilizar 8 
as membrana celular das bactérias. Uma solução com a sonda, composta por um oligonucleótido marcado 9 
com um fluorocromo, é então adicionada e se liga aos seus alvos intracelulares (RNA ribossomal). Em 10 
seguida, a amostra está pronta para a identificação e quantificação das células pela microscopia de 11 
epifluorescência (adaptado de Amann e Fuchs, 2008). 12 

 13 

 14 

Figura 2. Fotomicrografias que demonstram a visualização de bactérias pela técnica de FISH. À esquerda, 15 
de bactérias coradas com DAPI (abundância bacteriana total) e, à direita, marcadas por sonda específica 16 
identificando o grupo alvo de interesse (abundância bacteriana específica) (Fotos: Matthew Cottrell). 17 
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Na aquacultura a técnica de FISH ainda é pouco utilizada. Os trabalhos 1 

publicados tratam da caracterização da microbiota de água e efluentes (Garcia e Olmos, 2 

2007; Paungfoo et al., 2007; Payne et al., 2007; Pereira et al., 2011), da formação de 3 

biofilme (Cytryn et al., 2006) e da microbiota do trato intestinal de peixes (Asfie et al., 4 

2003; Balcázar et al., 2010; Huber et al., 2004). Entretanto, esta técnica pode ser 5 

utilizada em qualquer pesquisa em que a visualização direta das bactérias seja 6 

necessária, a fim de melhor compreender os processos fisiológicos e metabólicos. A 7 

partir destas quantificações, medidas podem ser tomadas para, por exemplo, i) 8 

identificar bactérias patogênicas e realizar o controle destas no sistema; ii) verificar a 9 

eficiência da utilização de probióticos e iii) avaliar a presença e dinâmica de bactérias 10 

nitrificantes. 11 

Considerando-se estas perspectivas, esta Tese foi desenvolvida de forma a 12 

avaliar a comunidade bacteriana em sistemas de produção de tilápias (Oreochromis 13 

niloticus) na Fazenda Experimental de Leopoldina, Minas Gerais (Empresa de Pesquisa 14 

Agropecuária de Minas Gerais – FELP/EPAMIG), utilizando a técnica de FISH para 15 

caracterização das bactérias em diferentes compartimentos do sistema de produção 16 

(água e sedimento), no trato intestinal dos peixes e no biofiltro formado para a 17 

eliminação de compostos nitrogenados tóxicos. A Tese foi dividida em três capítulos, 18 

cada um destacando pontos importantes de se avaliar para se entender melhor a 19 

composição e funcionamento da comunidade bacteriana nos sistemas de produção. 20 

O capítulo 1 mostra a importância de se identificar as bactérias no ambiente de 21 

produção e nos peixes produzidos. Neste capítulo, destaca-se a alta similaridade da 22 

microbiota intestinal das tilápias com a água do ambiente de produção, mas não com o 23 

sedimento do viveiro. Isso indica que monitorar a água de produção é eficaz para 24 

identificar as possíveis mudanças microbiológicas que possam prejudicar os animais. 25 

No capítulo 2 utilizou-se o FISH como ferramenta para avaliar isolados 26 

bacterianos com capacidade probiótica. A técnica de FISH permitiu monitorar e avaliar 27 

a eficiência destes probióticos, quanto ao seu estabelecimento no hospedeiro e no 28 

controle de patógenos. 29 
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O capítulo 3 apresenta os resultados do uso do FISH para se caracterizar e 1 

acompanhar a variação de bactérias nitrificantes na água e no biofilme de um sistema de 2 

recirculação de água (RAS) com a presença de tilápias. As bactérias nitrificantes do 3 

biofilme foram predominantes no processo de nitrificação, mantendo os compostos 4 

nitrogenados tóxicos aos animais em níveis aceitáveis para a produção destes. 5 

 6 

OBJETIVOS 7 

Objetivos Gerais: 8 

- Caracterizar a comunidade bacteriana no sistema de produção e no trato gastro-9 

intestinal de tilápias (Oreochromis niloticus) através da técnica de Hibridização In Situ 10 

Fluorescente (“Fluorescent In Situ Hybridization” – FISH). 11 

  12 

Objetivos Específicos: 13 

- Caracterizar a comunidade bacteriana da água e sedimento dos viveiros, em 14 

comparação com aquela presente no trato gastrointestinal das tilápias (Oreochromis 15 

niloticus)  16 

- Verificar a eficiência de colonização do trato intestinal do peixe e controle de 17 

patógenos por uma bactéria com potencial probiótico, isolada do próprio ambiente de 18 

produção de tilápia. 19 

- Caracterizar o biofilme bacteriano nos tanques de produção de tilápia e no biofiltro de 20 

sistemas de recirculação de água do RAS. 21 

 22 
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Resumo 1 

Informações sobre a estrutura e funcionamento da comunidade bacteriana em viveiros 2 

de piscicultura ainda são escassos, principalmente devido às dificuldades metodológicas 3 

na contagem e identificação de bactérias não cultivadas. O principal objetivo deste 4 

estudo foi avaliar o grau de similaridade entre a comunidade bacteriana do trato 5 

digestivo de juvenis de tilápias (Oreochromis niloticus) e as da água e do sedimento do 6 

viveiro de produção, utilizando a técnica de Hibridização In Situ Fluorescente (FISH). 7 

As amostras de água, de sedimento e do intestino de 30 juvenis de tilápias de um único 8 

viveiro foram coletadas em janeiro de 2010. As bactérias potencialmente probióticas 9 

Bacillus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus coryniformis, 10 

Lactobacillus farciminis, e patogênicas Vibrio e Pseudomonas fluorescens foram 11 

analisadas nas diferentes amostras utilizando-se sondas fluorescentes específicas para 12 

cada espécie ou gênero. A similaridade da comunidade bacteriana entre os ambientes e 13 

trato gastrointestinal dos peixes foi determinada pelo índice de Morisita-Horn. O trato 14 

intestinal dos peixes apresentaram maiores abundâncias de Pseudomonas fluorescens, 15 

Bacillus, Lactobacillus brevis e Lactobacillus collinoides. A composição da 16 

comunidade bacteriana do trato gastrointestinal da tilápia foi mais similar com a da 17 

água, do que aquela presente no sedimento do viveiro. Os resultados deste estudo 18 

mostraram que a técnica de FISH pode ser facilmente utilizada para o monitoramento de 19 

probióticos e detecção de patógenos em sistemas de aquacultura. 20 

 21 

Obs.: Manuscrito Original Aceito no ANEXO 1. 22 

  23 
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Resumo 1 

A técnica de Hibridização In Situ Fluorescente (FISH) foi utilizada para quantificar 2 

bactérias potencialmente probióticas e patogênicas no intestino de juvenis de tilápias 3 

(Oreochromis niloticus). As bactérias potencialmente probióticas utilizadas neste estudo 4 

foram isoladas da água, do sedimento e dos intestinos de tilápias (Oreochromis 5 

niloticus) criadas em um sistema de aquicultura. Estes isolados foram testados em 6 

experimentos in vitro de antagonismo contra bactérias potencialmente patogênicas 7 

(Aeromonas hydrofila, Enterococcus faecalis, Edwardsiella tarda, Pseudomonas 8 

fluorescens e Pseudomonas putida), também isoladas do mesmo sistema. Os dois 9 

isolados que inibiram o maior número de bactérias patogênicas foram identificadas por 10 

sequenciamento como Bacillus sp. e Enterococcus sp. e foram adicionados à ração 11 

comercial (10
6
 células. g

-1
) para os testes in vivo. Os tratamentos deste experimento 12 

foram: 1) Controle - peixes alimentados com ração; 2) Bacil. - peixes alimentados com 13 

ração com adição de Bacillus sp. à ração; 3) Enter. - peixes alimentados com ração com 14 

adição de Enterococcus sp. à ração; e 4) Bacil. + Enter. - peixes alimentados com ração 15 

com adição de Bacillus sp. e Enterococcus sp. (1:1). Cada tratamento teve quatro 16 

repetições com 15 juvenis de tilápia cada tanque (Oreochromis niloticus - 16,74 ± 4,35 17 

g e 9,82 ± 0,85 cm). O experimento durou 30 dias e no final desse período, três peixes 18 

de cada tanque foram mortos e os intestinos foram retirados para análise microbiológica 19 

pela técnica FISH, com sondas para marcação e quantificação de Bacillus e 20 

Enterococcus, bem como de duas bactérias potencialmente patogênicas (Aeromonas e 21 

Pseudomonas sp.). Enterococcus sp. e Bacillus sp. estavam presentes em número 22 

elevado na microbiota intestinal dos peixes. No entanto, Bacillus sp. mostrou um 23 

aumento da abundância, indicando uma incorporação bem sucedida desta bactéria 24 

potencial probiótica na microbiota intestinal das tilápias. Além disso, no tratamento 25 

Bacil., observou-se uma redução significativa da abundância de Aeromonas e 26 

Pseudomonas sp. em comparação aos outros tratamentos. Estes resultados indicam que 27 

a técnica de FISH é uma importante ferramenta para caracterizar a dinâmica das 28 

bactérias potencialmente probióticas e sua eficiência no controle das bactérias 29 

patogénicas. 30 

Obs.: Manuscrito Original Aceito no ANEXO 2. 31 
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RESUMO 1 

Os sistemas de recirculação de água em aquacultura (RAS) são importantes para 2 

diminuir a renovação necessária para a manutenção da qualidade da água e evitar 3 

descarte de efluentes ricos em nutrientes em corpos de água receptores. O eficiente 4 

funcionamento destes sistemas está relacionado ao estabelecimento da comunidade 5 

bacteriana nitrificante. O objetivo deste trabalho foi avaliar a estrutura da comunidade 6 

bacteriana nitrificante no biofilme e na água de um RAS para produção de tilápia 7 

(Oreochromis niloticus). Amostras de biofilme e de água foram coletadas 8 

periodicamente durante 30 dias e submetidas à técnica de Hibridização In Situ 9 

Fluorescente (FISH) para identificar e quantificar grupos bacterianos responsáveis pela 10 

nitrificação. Com a mesma periodicidade, os compostos nitrogenados foram medidos. A 11 

amônia apresentou maior valor na primeira semana, enquanto o maior valor de nitrito 12 

foi registrado na segunda semana. Já o nitrato foi aumentando ao longo do período 13 

amostrado. A abundância bacteriana total no biofilme foi aumentando com o passar do 14 

tempo, enquanto na água manteve-se semelhante neste período. Da mesma forma, as 15 

abundâncias dos grupos nitrificantes foram aumentando no biofilme até o dia 10. Na 16 

água, as abundâncias destes grupos apresentaram variações menores comparados ao 17 

biofilme. As porcentagens dos grupos nitrificantes no biofilme diminuiu com o passar o 18 

tempo, enquanto na água, apesar de algumas variações, as porcentagens destes grupos 19 

foram semelhantes ao longo dos 30 dias. O rápido processo de nitrificação neste RAS 20 

provavelmente está ligado ao incremento das bactérias nitrificantes no biofilme. Isso 21 

porque a maior variação da comunidade bacteriana no biofilme indica que a atividade 22 

das bactérias nitrificantes aderidas ao biofilme é mais intensa do que na água. 23 

24 



21 
 

INTRODUÇÃO 1 

Nos sistemas de produção, a remoção dos compostos nitrogenados como amônio 2 

e nitrito é importante para o sucesso da produção de organismos aquáticos, uma vez que 3 

estes elementos são tóxicos para peixes e crustáceos. Além da renovação de água, a 4 

remoção destes compostos nitrogenados é possível pela ação de bactérias heterotróficas 5 

e autotróficas, que atuam em processos diferentes. Bactérias heterotróficas incorporam a 6 

amônia em sua biomassa na forma de proteína, enquanto que bactérias autotróficas 7 

nitrificantes fazem a transformação do nitrogênio amoniacal em nitrato, com produção 8 

temporária de nitrito (Ebeling et al., 2006). A nitrificação é um processo sequencial de 9 

duas etapas de oxidação mediado por grupos bacterianos distintos (Hargreaves, 1998). 10 

As bactérias oxidadoras de amônia (AOB) são os micro-organismos que oxidam a 11 

amônia a nitrito, enquanto as bactérias oxidadoras de nitrito (NOB) transformam o 12 

nitrito a nitrato (Ebeling et al., 2006). 13 

Os sistemas de recirculação de água na aquacultura (RAS) são uma alternativa 14 

para diminuir a reposição de água para a manutenção da qualidade da água, além de não 15 

produzirem efluentes ricos em nutrientes, que são normalmente despejados diretamente 16 

no ambiente, aumentando a eutrofização dos corpos de água receptores (Ebeling e 17 

Timmons, 2012). Nos sistemas de recirculação, a água utilizada tem renovação baixa ou 18 

nula (Shnel et al., 2002) e o descarte ao final do ciclo produtivo tem menores 19 

concentrações de nutrientes potencialmente tóxicos (Piedrahita, 2003). Estes sistemas se 20 

baseiam no estabelecimento de comunidades nitrificantes aderidas a superfícies 21 

compondo os biofiltros. 22 

As bactérias aderidas ao biofilme e as que estão livres na água podem apresentar 23 

diferenças fisiológicas, metabólicas e de expressão gênica (Becker et al., 2001; Anésio 24 

et al.,2003; Moreno-Paz et al., 2010; Gao et al., 2012). Algumas espécies têm papéis 25 

distintos na ciclagem dos nutrientes, participando de etapas específicas, enquanto outras 26 

podem participar de mais de uma etapa (Schreier et al., 2010). 27 

O maior conhecimento sobre a estrutura da comunidade microbiana nitrificante 28 

tanto livre na água, como aderida ao biofilme que se forma nos sistemas de recirculação 29 

é de fundamental importância para a melhoria da eficiência deste sistema (Read et al., 30 
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2011). A utilização de técnicas moleculares para caracterizar a colonização e sucessão 1 

nos ambientes aquícolas poderá contribuir para um melhor entendimento destes 2 

processos de nitrificação, levando a um melhor manejo destas dos sistemas de produção 3 

de organismos aquáticos (Michaud et al., 2006). 4 

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a estrutura da comunidade 5 

bacteriana no biofilme e na água e sua relação com os componentes nitrogenados de um 6 

RAS. Para isso, foram avaliados pela técnica de Hibridização In Situ Fluorescente 7 

(“Fluoreschent In Situ Hybridization” - FISH) grupos bacterianos responsáveis pelo 8 

processo de nitrificação (bactérias oxidadoras de amônia – AOB – e bactérias 9 

oxidadoras de nitrito – NOB) presentes na água e no biofilme de um sistema de 10 

recirculação de água utilizado na produção de tilápia (Oreochromis niloticus). 11 

 12 

MATERIAL E MÉTODOS 13 

Sistema de Recirculação: 14 

O experimento foi desenvolvido durante 30 dias em um sistema de recirculação 15 

de água (RAS) para produção de tilápias (Oreochromis niloticus) na Fazenda 16 

Experimental de Leopoldina da Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais 17 

(FELP/EPAMIG) entre 25 de janeiro e 24 de fevereiro de 2011. 18 

O sistema consiste em 21 tanques (polietileno 1,000 L) de produção de peixes e 19 

seis tanques do biorreator. Todos os tanques de produção e do RAS estavam 20 

interligados e o fluxo de água foi estimado em aproximadamente 2,8 L por minuto.  21 

Os tanques de produção foram estocados com 240 juvenis (16,7 ± 4.3 g e 9,8 ± 22 

0,9 cm) de tilápias, divididos em quatro tratamentos com diferentes rações (Del’Duca et 23 

al., 2013). Estes peixes foram alimentados três vezes ao dia. 24 

Dentre os seis tanques que formavam o biorreator, em dois (Tanque 25 

Heterotrófico 1 e Tanque Heterotrófico 2) foram colocados cerca de 28 m² (em cada um 26 

destes tanques) de rede de polietileno em três camadas para aumentar a superfície de 27 

fixação do biofilme. Estes tanques foram monitorados neste estudo.  28 
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Amostragens: 1 

 Avaliação temporal das bactérias do biofilme e da água foi realizada nos tanques 2 

Heterotrófico 1 e 2 do RAS pela técnica de Hibridização In Situ Fluorescente (FISH). 3 

Para isso, três amostras de rede (4 cm x 4 cm) e amostras de água destes dois tanques 4 

foram coletadas a cada dois dias nas duas primeiras semanas e a cada quatro dias nas 5 

duas semanas posteriores. Com a mesma periodicidade, amostras de água foram 6 

coletadas para medir as concentrações de nitrogênio amoniacal, nitrito e nitrato, 7 

segundo o protocolo de Wetzel e Likens (1991). 8 

 9 

Processamento das amostras de biofilme da rede e da água e análise bacteriana por 10 

FISH: 11 

 As amostras de rede e de água foram fixadas com paraformaldeído concentração 12 

final 2% e mantidas na geladeira por 24 horas. As amostras de rede dos foram tratadas 13 

como descrito no protocolo de Epstein e Rossel (1995) com algumas modificações. 14 

Antes de serem filtradas, estas amostras de rede foram pesadas e sonificadas (Vibra Cell 15 

VCX 130PB, Sonics & Materials®) com amplitude de 110.7 m por 60s (três vezes). 16 

Após a sonificação, as amostras foram centrifugadas a 500 g por cinco minutos e o 17 

sobrenadante retirado. Esta etapa foi repetida mais duas vezes com adição de água 18 

ultrapura para lavagem do conteúdo. As três frações de sobrenadante foram colocadas 19 

em um mesmo frasco, novamente centrifugadas e só então filtradas em filtros brancos 20 

de policarbonato poro 0,2 m e mantidos refrigerados a 4
o 

C até a realização do 21 

processo de hibridização. As amostras de água foram filtradas diretamente, após as 24 22 

horas iniciais de fixação, em filtros brancos de policarbonato poro 0,2 m. 23 

 Posteriormente, as amostras foram avaliadas por microscopia de 24 

epifluorescência após tratamento pelo protocolo de FISH (Cottrell e Kirchman, 2003), 25 

utilizando sondas de oligonucleotídeos para identificar e quantificar bactérias 26 

oxidadoras de amônia (AOB -proteobacteria) e bactérias oxidadoras de nitrito 27 

(Nitrobacter e Nitrospira – filo) (Tabela 1). Todas as sondas foram marcadas com 28 

fluorocromo Cy3. A abundância de bactérias foi obtida pela contagem direta com 29 
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aumento de 1000x utilizando um microscópio de epifluorescência (Olympus® BX-60) 1 

equipado com os filtros: Chroma U-N41007, U-MWU2, U-MWB2 e U-MWG2. 2 

 3 

Tabela 1. Sondas de oligonucleotídeos para identificação de diferentes grupos bacterianos usados neste 4 
trabalho. Todas as sondas foram marcadas com fluorocromo Cy3. 5 

 6 

 7 

Análises Estatísticas: 8 

 Os dados foram testados quanto à sua normalidade. Para os dados normais, foi 9 

utilizado os testes ANOVA (One-Way), seguido de a posteriori Tukey. Para os dados 10 

não-normais, o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado. Em ambos os casos, foram 11 

consideradas significativas diferenças com valor de P < 0,05. A correlação entre os 12 

dados abióticos e bióticos foi determinada pela correlação de Pearson, sendo 13 

considerada significativa para os valores de P < 0,05. As análises estatísticas foram 14 

realizadas com o auxílio do programa SigmaPlot 11.0 (Zar, 1999). 15 

 16 

RESULTADOS 17 

A maior concentração de nitrogênio amoniacal foi observada no sexto dia de 18 

experimento, ocorrendo uma diminuição a partir de então. A concentração de nitrito 19 

atingiu seu máximo na segunda semana de amostragem no RAS, enquanto que a 20 

concentração de nitrato aumentou constantemente ao longo do tempo (Fig. 1). 21 

Sonda Especificidade Sequencia (5' - 3') % FA
* Referência

NON Controle Negativo TAGTGACGCCGTCGA 30 Yokokawa and Nagata 2005

Nso 1225 AOB -proteobacteria CGCCATTGTATTACGTGTGA 35 Mobarry et al 1996

NIT3 Nitrobacter CCTGTGCTCCATGCTCC 40 Wagner et al 1996

Ntspa712 Filo Nitrospira CGCCTTCGCCACCGGCCTTCC 50 Daims et al 2001

*
 Porcentagem de formamida (FA) na solução de hibridização in situ .
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 1 

Fig. 1. Média das concentração média de nitrogênio amoniacal, nitrito e nitrato (g . L
-1

) na água nos 2 
Tanques Heterotróficos 1 e 2 nos 30 dias de funcionamento do RAS. 3 

A abundância bacteriana total no biofilme teve um incremento ao longo do 4 

experimento. Os valores observados foram significativamente maiores a partir do dia 10 5 

(0,47 células . 10
10

 . g
-1

), atingindo o máximo no dia 18. Enquanto que a abundância 6 

bacteriana total na água, apesar de algumas variações, manteve-se mais estável, com 7 

valor máximo também no dia 18 (11,7 células . 10
6
 . mL

-1
) (Fig. 2). 8 
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1 

 2 

Fig. 2. Média da abundância bacteriana total no biofilme da rede (células . 10
10

 . g
-1

) e na água (células . 3 
10

6
 . mL

-1
) dos Tanques Heterotróficos 1 e 2 no primeiro mês de funcionamento do RAS. 4 

 5 

As abundâncias específicas dos grupos bacterianos nitrificantes apresentaram 6 

diferenças no biofilme e na água. As variações nas abundâncias no biofilme de AOB -7 

proteobactérias foi de 0,27 a 1,80 . 10
8
 células . g

-1
; Nitrobacter variou de 0,06  a 1,16 . 8 

10
8
 células . g

-1
 e Nitrospira oscilou entre 0,04  a 0,61 . 10

8
 células . g

-1
. Apesar de uma 9 

diminuição da abundância de AOB -proteobactérias entre os dias 2 e 4, as abundâncias 10 

dos três grupos bacterianos analisados (AOB -proteobactérias, Nitrobacter e 11 

Nitrospira) foram aumentando no biofilme até o dia 10. Posteriormente, observou-se 12 

uma queda no dia 12, seguida de um novo incremento, principalmente para as AOB. Ao 13 

final dos 30 dias, todos estes grupos apresentavam abundâncias semelhantes no 14 

biofilme. Na água, as abundâncias dos grupos tiveram uma variação menor do que no 15 
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biofilme ao longo dos dias amostrados. As abundâncias dos três grupos apresentaram 1 

variações com incrementos e diminuições dos valores ocorrendo periodicamente. As 2 

variações das abundâncias na água de AOB -proteobactérias foi de 0,46 a 0,81 . 10
6
 3 

células . mL
-1

; de Nitrobacter de 0,48 a 0,73 . 10
6
 células . mL

-1
 e Nitrospira de 0,39  a 4 

0,75 . 10
6
 células . mL

-1
. Todos os grupos analisados apresentaram diminuição das 5 

abundâncias no período inicial (até dia 4), seguido de um incremento nas abundâncias 6 

destes grupos (Fig. 3). 7 

8 

 9 

Fig. 3. Média da abundância bacteriana específica no biofilme da rede (células . 10
8
 . g

-1
) e na água 10 

(células . 10
6
 . mL

-1
) de AOB -proteobactérias, Nitrobacter e Nitrospira nos Tanques Heterotróficos 1 e 11 

2 durante o primeiro mês de funcionamento do RAS. 12 

Em média, a porcentagem de grupos bacterianos identificados pelas sondas 13 

específicas de bactérias ligadas ao ciclo do Nitrogênio foi diminuindo com o passar o 14 

tempo no biofilme. Esta tendência é mais clara para o grupo AOB -proteobactérias, 15 

que apresentou proporções maiores em relação à abundância bacteriana total na 16 
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primeira semana, mas as mesmas tendências também foram observadas para os dois 1 

grupos de NOB. O mesmo não foi observado na água, que, apesar de algumas variações 2 

nas proporções destes grupos, apresentou valores semelhantes das porcentagens em 3 

relação à abundância bacteriana total. A variação da proporção destes grupos no 4 

biofilme variou de 0,5% (dia 12) a 37,8% (dia 2). A partir da terceira semana de 5 

amostragem, as proporções não foram maiores que 3% da abundância bacteriana total 6 

no biofilme. As proporções destes mesmos grupos na água variaram menos ao longo do 7 

período amostrado. Esses valores variaram de 13,9% (dia 18) a 25,6% (primeiro dia). 8 

Em média, estes grupos representaram 20% da abundância bacteriana na água (Fig. 4). 9 

10 

 11 

Fig. 4. Média da porcentagem em relação à abundância bacteriana total de AOB -proteobactérias, 12 
Nitrobacter e Nitrospira no biofilme da rede e na água dos Tanques Heterotróficos 1 e 2 nos 30 dias de 13 
funcionamento do RAS. 14 

 15 
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A abundância bacteriana total do biofilme teve correlação significativa negativa 1 

com as concentrações de amônia (-0,622; p = 0,0408) e positiva com as concentrações 2 

de nitrato (0,718; p = 0,0128). Na água, não foram observadas nenhuma correlação 3 

significativa entre os compostos nitrogenados e os dados de bactérias. 4 

 5 

DISCUSSÃO 6 

Os elementos nitrogenados tóxicos como amônia e nitrito são oriundos, 7 

principalmente, da decomposição de matéria orgânica proveniente da ração e da 8 

excreção dos peixes que estão sendo produzidos (Piedratha, 2003). Altas concentrações 9 

de amônia e de nitrito trazem grandes prejuízos ao crescimento dos peixes, podendo 10 

levar à morte destes animais. A alta concentração de amônia na produção, por exemplo, 11 

causa problemas no sistema nervoso central, no metabolismo energético, no equilíbrio 12 

iônico e problemas morfológicos como fusão das lamelas das brânquias dos peixes 13 

(Wicks et al., 2002). Já o nitrito, quando presente em concentrações elevadas no 14 

ambiente, leva à formação da metahemoglobina no sangue dos peixes. Isso faz com que 15 

o transporte de oxigênio pelo sangue seja prejudicado, ou até mesmo inibido 16 

completamente (Frances et al., 1998). 17 

Para evitar que os compostos nitrogenados tóxicos se acumulem em altas 18 

concentrações nos sistemas de aquacultura, geralmente dois métodos são utilizados. Um 19 

é a renovação constante da água de produção e o outro é a utilização de biofiltros em 20 

sistemas de recirculação de água (RAS), que apresentam comunidades de bactérias 21 

nitrificantes que transformam a amônia em nitrito e este em nitrato, evitando os efeitos 22 

tóxicos dos dois primeiros elementos. 23 

O maior problema da renovação da água enriquecida com compostos 24 

nitrogenados é o descarte constante deste efluente no corpo receptor, causando a 25 

eutrofização do mesmo (Mugg et al., 2000). No caso do RAS, é importante o 26 

estabelecimento das bactérias nitrificantes que, geralmente, têm crescimento lento e são 27 

sensíveis a elevadas concentrações nutrientes (como amônia, por exemplo). Entretanto, 28 

quando estes sistemas estão completamente funcionais, a amônia e o nitrito são 29 
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oxidados a nitrato, que é menos tóxico aos animais (Hargreaves, 1998; Larsen et al., 1 

2008; Wagner e Loy, 2002; Kim et al., 2006). 2 

A remoção dos compostos nitrogenados tóxicos está diretamente relacionada à 3 

diversidade, número e papel funcional das bactérias presentes nos sistemas (Davey e 4 

O’Toole, 2000). Conhecer as bactérias do sistema permite manipular a colonização 5 

destes (Paungfoo et al., 2007), aumentando a eficiência da remoção dos compostos 6 

nitrogenados. Assim, é importante acompanhar o desenvolvimento da comunidade 7 

microbiana aderida ao biofilme para avaliar possíveis substituições de espécies e 8 

mudanças na abundância de grupos específicos de interesse no biofiltro. A 9 

caracterização microbiológica da água, por sua vez, permite conhecer quais grupos 10 

bacterianos potencialmente podem se estabelecer no biofilme. Para isto, a quantificação 11 

específica das bactérias deve ser realizada por metodologias precisas e rápidas (Schreier 12 

et al., 2010) como, por exemplo, a técnica de FISH utilizada neste estudo. 13 

O biofiltro do RAS estudado em nosso trabalho foi eficiente, reduzindo a 14 

concentração dos compostos nitrogenados tóxicos, deixando as concentrações de 15 

amônia e nitrito dentro dos limites aceitáveis para a produção de tilápias (Oreochromis 16 

niloticus) (Timmons et al., 2002).  17 

No período em que houve as maiores concentrações de amônia foi observado 18 

também um incremento na abundância de AOB -proteobactérias, principalmente no 19 

biofilme. Outros estudos mostraram uma relação direta entre as concentrações de 20 

amônia e a abundância e atividade das AOB (Burrel et al., 2002; Grommen et al., 2002). 21 

Da mesma forma, também foi verificado em nosso estudo um incremento na abundância 22 

dos grupos de NOB no biofilme no mesmo período em que o nitrito apresentou 23 

concentrações mais altas. Bassin et al. (2012) mostram que o incremento das bactérias 24 

nitrificantes (AOB e NOB) no biofilme ocorreu simultaneamente com o aumento das 25 

concentrações dos compostos nitrogenados, indicando maior atividade nitrificante no 26 

biofilme devido ao incremento na abundância destas bactérias. Por outro lado, as 27 

abundâncias e proporções de AOB e NOB na água não tiveram grandes diferenças ao 28 

longo do tempo.  29 
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A variação da composição da comunidade bacteriana no biofilme concomitante 1 

com o incremento das concentrações dos elementos nitrogenados indica que a atividade 2 

das bactérias nitrificantes aderidas ao biofilme é mais intensa, provavelmente devido ao 3 

fato de que estas bactérias aderidas são as responsáveis pela nitrificação e não por 4 

aquelas livres na água (Gieseke et al., 2003; Michaud et al., 2006). Além disso, a 5 

abundância das bactérias nitrificantes aderidas ao biofilme foi, pelo menos, 100 vezes 6 

maior do que na água pela unidade equivalente em peso. Maior abundância das 7 

bactérias no biofilme em relação à água, como também foi observada em outros estudos 8 

(Ramesh et al., 1999; Umesh et al., 1999). Asaduzzaman et al. (2009) e Aduelo-Naranjo 9 

et al. (2012) também sugerem uma maior eficiência do RAS quando ocorre um aumento 10 

da superfície para adesão das bactérias formadoras de biofilme. A aderência das 11 

bactérias nitrificantes é importante para se ter maior eficiência da nitrificação (Larsen et 12 

al., 2008; Bassin et al., 2012).  13 

Outros estudos também mostraram que a comunidade bacteriana nitrificante 14 

aderida ao biofilme é capaz de realizar completamente o processo de nitrificação, 15 

mesmo que não houvesse atividade das bactérias da água (Holl et al., 2011a). Por outro 16 

lado, Oliveira et al. (2006) encontraram uma interação direta entre as bactérias da água 17 

e do biofilme, mostrando que o incremento de alguns grupos de bactérias nitrificantes 18 

no biofilme acontece após à diminuição da abundância destes grupos na água. Em nosso 19 

caso, é possível que a abundância relativamente constante das bactérias nitrificantes na 20 

água, com valores altos desde o início do experimento, tenha sido importante para a 21 

colonização e formação do biofilme neste RAS. Assim, é possível que a água sirva 22 

como o veículo disseminador das bactérias até o substrato (redes de polietileno 23 

colocadas nos tanques), mas não como o principal ambiente de nitrificação. 24 

Existem diferenças no tempo para o estabelecimento do processo de nitrificação 25 

comparando-se diferentes sistemas. Essas diferenças na remoção dos compostos 26 

nitrogenados tóxicos são dependentes do tipo de sistema, da intensidade de produção 27 

dos compostos (Azim e Little, 2008) e da estrutura e atividade da comunidade 28 

microbiana (Holl et al., 2011b). Diferentes grupos bacterianos têm estratégias de 29 

crescimento distintas. As bactérias têm taxas de crescimento específicas, que podemos 30 

diferenciar em bactérias com estratégia de crescimento mais lento (estratégia do tipo K) 31 
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daquelas com crescimento mais rápido (estratégia do tipo r) (Kristufek et al., 2005). Isso 1 

pode fazer com que as taxas de transformação dos compostos nitrogenados sejam 2 

diferentes devido à diferença no tempo de estabelecimento e atividade destas bactérias 3 

no sistema. 4 

Para que as bactérias nitrificantes, que em sua maioria apresentam taxas de 5 

crescimento lento (K estrategistas), se estabeleçam nos sistemas de recirculação, é 6 

importante o fornecimento de substratos para fixação (Delatolla et al., 2009; Vlaeminck 7 

et al., 2010; Bassin et al., 2012). A entrada dos compostos nitrogenados pode variar em 8 

relação à qualidade da ração utilizada e da espécie produzida. Dependendo da espécie 9 

produzida, os animais podem assimilar menor quantidade de nutrientes e/ou excretar 10 

maior quantidade de amônia para o meio, aumentando a concentração no ambiente de 11 

produção, como constatado para espécies diferentes de camarão produzidos em sistemas 12 

de biofloco, outro tipo de sistema de circulação fechada (Silva et al., 2013). Desta 13 

forma, o incremento da abundância bacteriana no biofilme pode estar relacionado às 14 

maiores concentrações de amônia na água (Burrel et al., 2002; Grommen et al., 2002; 15 

Bassin et al., 2012), que favorece principalmente o crescimento das AOB na primeira 16 

semana de experimento. Em geral, pode-se dizer que, em nosso estudo, o processo de 17 

nitrificação no RAS foi acelerado, provavelmente devido ao rápido incremento da 18 

abundância das bactérias nitrificantes no biofilme. Além disso, a maior disponibilidade 19 

de substrato com a colocação das redes nos tanques para o crescimento das bactérias 20 

aderidas parece ter favorecido o processo de nitrificação.  21 

A menor proporção dos grupos nitrificantes observada ao final do experimento 22 

no biofilme mostra que outros grupos bacterianos começaram a crescer no biofilme. 23 

Mesmo assim, percebemos que o processo de nitrificação permaneceu eficiente, pois 24 

não foram observados novos incrementos de amônia ou nitrito. As bactérias 25 

heterotróficas também são importantes para a remoção da amônia em RAS (Ebeling et 26 

al., 2006). Entretanto, competições entre as heterotróficas e as nitrificantes podem 27 

acontecer por oxigênio, por espaço (Ebeling et al., 2006; Blanchenton et al., 2013), ou 28 

mesmo por nutrientes (difícil difusão para camadas mais profundas do biofilme), o que 29 

poderia gerar uma menor eficiência do RAS. 30 
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A técnica de FISH foi importante para constatarmos todas essas variações dos 1 

grupos identificados ao longo do tempo. Isso porque ela nos permitiu quantificar os 2 

grupos na água e no biofilme, inferindo a relação destes grupos com os compostos 3 

nitrogenados. Entretanto, deve-se considerar que as sondas utilizadas não marcaram a 4 

maioria das espécies de bactérias nitrificantes. De maneira geral, as sondas utilizadas 5 

em nosso trabalho identificaram grandes grupos de diferentes espécies de bactérias 6 

nitrificantes, não havendo grande capacidade de resolução e, podendo também não ter 7 

identificado bactérias nitrificantes de outros gêneros diferentes das sondas utilizadas. 8 

Larsen et al. (2008) encontraram que a maior parte dos agregados microbianos 9 

estudados por eles era formado por bactérias com sondas já descritas na literatura. Ao 10 

contrário, Burrel et al. (2002) mostraram que, apesar de 50% das bactérias do biofilme 11 

ser compostos por AOB, poucas destas eram identificadas por primers ou sondas já 12 

descritas na literatura anteriormente. Mesmo assim, nos dois trabalhos, a nitrificação foi 13 

observada. Comunidades diferentes e diversas de AOB e de NOB coexistem nos 14 

biofilmes e atuam em conjunto (Gieseke et al., 2003), podendo variar quanto ao tempo 15 

da atividade que está relacionada à taxa de crescimento dos diferentes grupos 16 

bacterianos. 17 

Nossos dados mostram que as bactérias nitrificantes do biofilme tiveram maior 18 

importância no processo de nitrificação e, consequentemente, no funcionamento do 19 

biofiltro do RAS. Assim, caracterizar a comunidade bacteriana nitrificante no biofilme e 20 

entender como a aderência destas bactérias nos substratos ocorre são importantes para 21 

otimizar este importante processo nos RAS (Chen et al., 2006; Larsen et al., 2008; 22 

Delattola et al. 2009). 23 
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DISCUSSÃO GERAL 1 

Bactérias no trato intestinal: 2 

As bactérias são importantes, sob diversos aspectos, para o funcionamento e 3 

manutenção dos sistemas de aquacultura. Entender a interação da microbiota com os 4 

animais que estão sendo produzidos é importante para elucidar os mecanismos de 5 

manejo e controle de patogenias e/ou de compostos tóxicos (Nayak, 2010a; 6 

Blanchenton et al., 2013). Nas últimas décadas, os estudos da microbiota em peixes e 7 

nos ambientes tentaram elucidar as diferentes funções e ações destes micro-organismos 8 

(Nayak, 2010b) e, consequentemente, como aplicar este conhecimento para melhorar as 9 

condições de produção de organismos aquáticos. 10 

É consenso que a microbiota intestinal é de suma importância para a nutrição e 11 

saúde dos animais criados. Mesmo assim, muitas ainda são as dúvidas em relação ao 12 

estabelecimento da comunidade bacteriana no intestino bem como, a diversidade e 13 

outros papéis que estes micro-organismos podem exercer (Nayak, 2010b).  14 

 Os peixes possuem uma complexa comunidade de micro-organismos em seus 15 

intestinos, que podem ser classificadas como comensais, não patogênicas e patogênicas. 16 

O equilíbrio desta comunidade microbiana é a chave para que não ocorram surtos de 17 

doenças nos sistemas de produção. Essas bactérias são essenciais para a melhoria de 18 

respostas imunológicas, como maior produção de imunoglobulinas, importantes na 19 

proteção contra doenças. Os animais saudáveis têm sua microbiota comensal bem 20 

estabelecida e a transitória com poucas bactérias patogênicas. Os distúrbios nesta 21 

comunidade fazem com que as doenças apareçam, principalmente, a partir da ação das 22 

bactérias transitórias (Nayak, 2010a e 2010b; Pérez et al., 2010). 23 

Portanto, os micro-organismos intestinais são de suma importância para o 24 

estabelecimento das doenças e para manutenção da saúde dos animais produzidos 25 

(Wong e Rawls, 2012). Isso tanto do ponto de vista das infecções, já que o intestino é 26 

uma das principais rotas para instalação das doenças, quanto para se obter bactérias 27 

probióticas. Sugita et al. (1998) observaram que 2,7% da microbiota endêmica isolada 28 

por eles tinha capacidade de controlar micro-organismos potencialmente patogênicos. 29 
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Por isso, estudar a microbiota dos animais produzidos e dos ambientes pode elucidar 1 

várias linhagens potencialmente probióticas para ser usadas em aquacultura. 2 

Como a microbiota influencia na digestão dos animais, é de se esperar que a 3 

composição da comunidade bacteriana seja semelhante em animais com hábitos 4 

alimentares semelhantes (Sullam et al., 2012). Isso deve ser levado em consideração 5 

para se avaliar as variações e a manipulação da microbiota para o desenvolvimento de 6 

probióticos endêmicos. Estas bactérias probióticas vão induzir ou restaurar a microbiota 7 

comprometida para uma condição considerada normal. Desta forma, a contagem e 8 

identificação dos micro-organismos é importante para se entender como as bactérias 9 

probióticas modulam as respostas dos hospedeiros. 10 

A comunidade bacteriana de animais de água doce e de água salgada são 11 

bastante distintas (Sullam et al., 2012), portanto, os probióticos desenvolvidos para um 12 

animal de um destes ambientes não deveria ser usada para animais de outro ambiente. 13 

Ainda sim, a microbiota de alguns peixes apresenta grande semelhança com a 14 

microbiota de animais terrestres (Sullam et al., 2012). Nestes casos, avaliações 15 

posteriores e mais detalhadas devem ser realizadas para se determinar a melhor 16 

utilização de probióticos comerciais. Além disso, a introduções de espécies ou linhagens 17 

bacterianas exóticas devido ao uso de probióticos comerciais devem ser consideradas 18 

nestas avaliações. Isso pode trazer problemas com transferências gênicas (como 19 

resistência a antibióticos, por exemplo), ocupar nichos e alterar cadeia alimentar 20 

microbiana (Qi et al., 2009). 21 

Os resultados obtidos no Capítulo 1, com a técnica de FISH, indicam uma maior 22 

similaridade da comunidade bacteriana do intestino das tilápias com a comunidade 23 

bacteriana da água, o que sugere que as bactérias probióticas podem ser ministradas 24 

através de sua adição a água para, então, colonizar o intestino dos peixes. Não havendo, 25 

portanto, a necessidade de administrá-las juntamente com a ração. Pode-se sugerir, 26 

ainda, que as bactérias isoladas da água, com capacidade probiótica, podem colonizar 27 

mais facilmente os intestinos das tilápias, diferentemente daquelas isoladas do 28 

sedimento.  29 
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A técnica de FISH também mostrou ser uma excelente ferramenta para 1 

acompanhar a permanência e ação das bactérias probióticas nos intestinos dos animais 2 

(Capítulo 2). Os resultados mostraram a eficiência de um isolado bacteriano endêmico 3 

no que se refere à capacidade de se estabelecer no intestino, bem como no controle de 4 

bactérias potencialmente patogênicas presentes no trato intestinal do hospedeiro. Até 5 

bem pouco tempo, apenas metodologias dependentes de cultivo eram utilizadas para 6 

verificar esta capacidade de colonização e ação dos probióticos. Entretanto, problemas 7 

metodológicos decorrente desta técnica podem levar a imprecisões nas quantificações e 8 

identificações das bactérias (Temmerman et al., 2004). Assim, os resultados 9 

apresentados aqui mostram que a técnica de FISH pode ser utilizada para este mesmo 10 

fim, mas de forma mais precisa e rápida. 11 

 12 

Bactérias e qualidade da água: 13 

A boa qualidade da água nos sistemas de recirculação também depende 14 

diretamente da atividade da comunidade bacteriana. Nestes tipos de sistema de 15 

produção de organismos aquáticos, a comunidade bacteriana é influenciada pelo manejo 16 

do sistema e pela associação da microbiota com os animais que estão sendo produzidos 17 

(Blanchenton et al., 2013). Desta forma, para se manter os animais saudáveis não basta 18 

apenas controlar a qualidade de água, mas principalmente manejar a microbiota que está 19 

no sistema para que a água esteja sempre em boas condições, para não ser esta uma 20 

fonte de estresse para peixes, crustáceos ou moluscos (Michaud et al., 2009). 21 

 A nitrificação, que ocorre em duas etapas distintas realizadas pelas bactérias 22 

autotróficas nitrificantes, é o que garante o bom funcionamento de sistemas de 23 

recirculação. Neste processo, as bactérias oxidadoras de amônia (AOB) são 24 

responsáveis pela oxidação da amônia a nitrito, enquanto que as bactérias oxidadoras de 25 

nitrito (NOB) transformam o nitrito em nitrato (Ebeling et al., 2006). Desta forma, as 26 

concentrações destes dois compostos tóxicos aos animais (amônia e nitrito) não chegam 27 

a níveis preocupantes para a produção dos mesmos. Como observado nos resultados do 28 

Capítulo 3, as bactérias nitrificantes presentes no biofilme do sistema estudado foram 29 

primordiais para que o processo de nitrificação fosse eficiente e rápido.  30 
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A utilização de metodologias dependentes de cultivo, mesmo que necessárias em 1 

alguns casos, muitas vezes não fornecem as informações precisas sobre a comunidade 2 

bacteriana. Conhecidamente existe um lapso de informações que podem ser geradas 3 

pelas técnicas dependentes de cultivos, geralmente subestimando os dados observados. 4 

Isso porque muitas bactérias não crescem nos meios de cultivos normalmente utilizados 5 

(Temmerman et al., 2004). Estudos com metodologias dependentes de cultivo acabam 6 

sendo demorados e pouco precisos (Asfie et al., 2003), trazendo incertezas sobre a 7 

diversidade e a quantidade das bactérias. Sullam et al. (2012), em um trabalho de meta-8 

análise com dados de metodologias dependentes e independentes de cultivo, 9 

encontraram diferenças na comunidade bacteriana dos diferentes peixes. Entretanto, 10 

quando utilizaram apenas os dados de metodologias cultivo dependentes, as 11 

comunidades bacterianas dos peixes foram consideradas semelhantes. 12 

 13 

A Técnica de FISH como instrumento de avaliação de bactérias na aquacultura: 14 

Enquanto as técnicas cultivo dependentes trazem variações de abundância entre 15 

10
3
 a 10

9
 CFU . g

-1
, as técnicas independentes de cultivo mostram variações de 10

9
 a 16 

10
10

 células . g
-1

 (Nayak, 2010b). Além disso, a possibilidade de usar técnicas 17 

moleculares independentes de cultivo contribui para um exame mais acurado e 18 

entendimento da complexidade das comunidades bacterianas (Pérez et al., 2010). 19 

 Com isso, as metodologias de biologia molecular independentes de cultivo 20 

aparecem como importantes ferramentas para acessar a diversidade de micro-21 

organismos destes ambientes. Informações mais precisas a partir destes dados refinam o 22 

entendimento das possíveis relações da microbiota com os animais produzidos e com o 23 

ambiente de produção. 24 

A técnica de Hibridização In Situ Fluorescente (FISH), que foi utilizada nos três 25 

trabalhos aqui apresentados, tem a vantagem de ser capaz de identificar grupos 26 

bacterianos específicos e, com auxílio de um microscópio, contar as células bacterianas 27 

marcadas. Isso faz com que a quantificação direta dos táxons específicos seja realizada 28 

e informações mais precisas em relação à estrutura da comunidade bacteriana sejam 29 

determinadas (Qi et al., 2009; Capítulos 1, 2 e 3). Os resultados apresentados nesta Tese 30 
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demonstram que a técnica de FISH é um instrumento que poderá ter muitas outras 1 

aplicações para o melhor entendimento da ecologia de micro-organismos em sistemas 2 

de aquacultura. 3 

No entanto, algumas limitações da técnica de FISH devem ser levadas em 4 

consideração. Uma dessas limitações pode ser a escolha da sonda que identifica o 5 

grupo-candidato, ou seja, é preciso se ter uma ideia prévia de quais grupos bacterianos 6 

devem ser monitorados. Como as sondas são para identificação e contagem específica 7 

de grupos de bactérias, se esta não for bem escolhida, pode gerar resultados não 8 

conclusivos. Mesmo sendo uma técnica altamente específica, resultados falso-positivos 9 

(devido à autofluorescência) e falso-negativos (devido a pouca penetração das sondas 10 

nas células ou pouca quantidade de RNAr) podem atrapalhar as contagens (Moter e 11 

Gölbe, 2000; Neves e Guedes, 2012). Além disso, a técnica de FISH utilizada sem 12 

combinação com outra metodologia, não nos permite medir e indicar a diretamente a 13 

atividade das bactérias identificadas. Neste caso, vai permitir apenas a inferência da 14 

relação da abundância dos grupos identificados com a sua possível atividade. 15 

Portanto, a partir dos resultados obtidos nesta Tese, podemos concluir que: 16 

1) A microbiota das tilápias é determinada pela microbiota presente na água do 17 

ambiente de produção. Isso é importante para se monitorar a microbiota 18 

presente nas tilápias a partir de amostras da água, o que torna o 19 

monitoramento mais simples de ser feito. 20 

2) Bactérias potencialmente probióticas podem ser isoladas do próprio 21 

ambiente de produção ou da própria espécie alvo. O Bacillus sp., isolado do 22 

intestino das tilápias, colonizou eficientemente o trato intestinal das tilápias e 23 

controlou duas espécies bacterianas patogênicas para peixes. Estes são dois 24 

pré-requisitos importantes para a obtenção de um bom probiótico. 25 

3) As bactérias nitrificantes que cresceram aderidas ao biofilme apresentaram 26 

maior relação com as transformações dos compostos nitrogenados do que as 27 

bactérias livres na água. Isso mostra que a presença de substratos para a 28 

adesão e crescimento do biofilme favorece a eficiência dos sistemas de 29 

recirculação. 30 
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 1 

Perspectivas de futuros estudos: 2 

 Este estudo demonstrou o grande potencial da técnica de FISH. Entretanto, 3 

trabalhos futuros devem ser realizados para melhorar nossa compreensão da interação 4 

entre a microbiota e os animais aquáticos produzidos. 5 

 Um destes trabalhos é fazer o estudo avaliando a microbiota das tilápias 6 

(Oreochromis niloticus) desde a fase larval até a época do abate com o tratamento de 7 

probióticos, de forma a avaliar a permanência dos probióticos mesmo após a suspensão 8 

da oferta aos animais. 9 

Outra avaliação importante seria caracterizar a microbiota de diferentes animais 10 

produzidos em um mesmo empreendimento e de mesma espécie de peixe em diferentes 11 

empreendimentos. Com essa avaliação, poderá se verificar o grau de semelhança destas 12 

microbiotas, a fim de criar padrões, a partir da composição da comunidade bacteriana, 13 

dos animais produzidos e dos locais de produção. Isso poderia servir de base para a 14 

criação de um “selo” para identificação e rastreabilidade dos produtos aquícolas. 15 

Ainda, sugere-se estudar o impacto de diferentes tipos de sistemas de 16 

aquacultura sobre a microbiota local e do corpo de água receptor dos efluentes. Isso será 17 

de grande valia para se estabelecer ações mitigadoras e de recuperação da microbiota 18 

que mantêm o sistema de produção em condições mais saudáveis. 19 

Além disso, é necessário fazer mais testes com o potencial probiótico obtido no 20 

capítulo 2 para seguir no processo de produção do probiótico. Os próximos testes a 21 

serem realizados são de detecção de plasmídeos com genes de resistência, grau de 22 

resistência a antibióticos e capacidade de patogenicidade a animais. Estes testes serão 23 

realizados para verificar a potencialidade de utilização futura em produções comerciais 24 

de tilápias. 25 
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ABSTRACT 1 

Information about bacterial community structure and functioning in fish farming ponds 2 

remains scarce, mainly due to methodological difficulties in counting and identifying 3 

uncultured bacteria. The main objective of this study was to evaluate the degree of 4 

similarity between the bacterial community of the digestive tract of tilapia 5 

(Oreochromis niloticus) juveniles and that of the test pond’s water and sediment, using 6 

the Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) technique. Samples of water, sediment and 7 

gut content of 30 tilapia juveniles from a single nursery ground were collected in 8 

January 2010. Potentially probiotic and pathogenic bacteria of the species Bacillus, 9 

Lactobacillus brevis, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus coryniformis, 10 

Lactobacillus farciminis, Vibrio and Pseudomonas fluorescens were found in different 11 

samples using specific fluorescent probes. The similarity between bacterial community 12 

environments and gastrointestinal tracts was determined by the Morisita-Horn index. 13 

The fish guts presented higher abundances of Pseudomonas fluorescens, Bacillus, 14 

Lactobacillus brevis and Lactobacillus collinoides. The bacterial community 15 

composition of tilapia gastrointestinal tract was more similar to the water than the 16 

sediment of the pond. The results of this study showed that the FISH technique can be 17 

easily used for monitoring of probiotics and pathogen detection in aquaculture systems. 18 

 19 

INTRODUCTION 20 

Bacterial composition and activity in aquaculture systems is not yet understood 21 

in detail, mainly due to methodological difficulties concerning the counting and 22 

identification of uncultured bacteria. Differences in bacterial abundances determined by 23 

conventional methods (isolation and cultivation) in comparison with molecular biology 24 

techniques in different aquatic environments suggest that the abundance and diversity of 25 

these microorganisms may also be underestimated in aquaculture environments 26 

(Spangaard, Huber, Nielsen, Nielsen, Appel & Gram 2000; Dhanasiri, Brunvold, 27 

Brinchmann, Korsnes, Bergh & Kiron 2011). 28 

The endemic microbiota of fish ponds can be a source of infectious agents, but 29 

also can furnish microorganisms that prevent diseases due to the competition with 30 
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pathogenic bacteria for nutrients and also due to the production of antibiotic substances 1 

(Moriarty 1999; Spangaard, Huber, Nielsen, Nielsen, Appel & Gram 2000; Hagi, 2 

Tanaka, Iwamura & Hoshino 2004). Thus, the study of this community can show 3 

potential bacterial microorganisms for use as probiotics. Likewise, molecular biology 4 

techniques may allow better visualization of pathogenic and probiotic bacteria directly 5 

in aquaculture habitats and fish guts (Del’Duca, Cesar, Diniz & Abreu 2013).  6 

Another important issue to be investigated is the interaction of raised organism 7 

with the microbiota of different compartments of the culture system. For example, 8 

Ringo, Olsen, Mayhew & Myklebust (2003) discussed the matter of whether farmed 9 

fish gut microbiota has a greater influence on autochthonous/indigenous bacteria or 10 

allochthonous/transient species. One way to detect the contribution of an allochthonous 11 

bacterial community is by analyzing the similarity of the fish intestinal tract with the 12 

environment. Thus, the characterization of the bacterial community of aquaculture 13 

systems can be one of important in improving management of aquaculture activities. 14 

The objective of this study was to determine the similarity of the bacterial 15 

community of the intestinal tract of juvenile tilapia (Oreochromis niloticus) in 16 

comparison with the microbiota of water and sediment of fishponds. For this 17 

comparison a molecular biology technique was used, specifically, fluorescent in situ 18 

hybridization (FISH), which enables the direct enumeration of bacteria of specific 19 

groups without the necessity of previous isolation and culture. 20 

 21 

MATERIAL AND METHODS 22 

Raising fish conditions and sampling 23 

Water, sediment and gastrointestinal tract of tilapia (Oreochromis niloticus) 24 

samples were collected in a fish pond at the Experimental Farm of Leopoldina at 25 

Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais (FELP/EPAMIG) for 26 

microbiological analysis. The pond has an area of 1,200 m² and the maximum water 27 

depth of 1.0 m, where fish were raised in semi-intensive conditions with water flow 28 
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estimated at 10 L·s
-1

·ha
-1

. The inlet and outlet of water occurred through the top of fish 1 

pond. The rate of water exchange about 8.6% of total volume per day.  2 

The fish were stocked in the nursery for 60 days at a density of three fish per m². 3 

The average total length and weight of tilapia juveniles was 8.2 ± 1.5 cm and 11.2 ± 5.7 4 

g, respectively. 5 

The feed used for feeding of tilapia juveniles contained 28% crude protein, 6% 6 

crude lipid, 12,979 kJ x kg
-1

 of digestible energy, 2.5% calcium, 1% phosphorus and 7 

275 mg of vitamin C (Soma ®). The amount of feed offered on a daily basis was ca. 2% 8 

of the total fish biomass in the pond. 9 

The sampling was performed in January 2010. Two water samples (near inlet 10 

and near outlet) were collected in the pond at the sub-surface with a bucket. Two 11 

sediment samples were collected from the bottom of the pond near inlet and outlet using 12 

a core sampler. Since there were no statistical differences between samples, we 13 

considered the average of both samples as representative water and sediment samples. 14 

Thirty tilapia juveniles were collected for removal of their intestinal tracts. The 15 

collected fish were killed by heat shock as a result of submersing the fish in ice-cold 16 

water. Afterwards, their guts were removed. Samples of water, sediment and 17 

gastrointestinal tracts were stored in sterile bottles and fixed with paraformaldehyde 2% 18 

final concentration. 19 

 20 

Sample processing and Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) 21 

Water samples were filtered through a Nuclepore® polycarbonate membrane 22 

filters (pore 0.2 m) and stored under refrigeration. Samples of sediment and gut 23 

content were treated separately as described by Epstein & Rossel (1995). To these 24 

samples it was added 0.0001% Tween solution and they were sonicated (Vibra Cell 25 

VCX 130PB, Sonics & Materials®) three times (range 110.7 m per 60 s). After 26 

sonication, the samples were centrifuged at 500 g for five minutes. The supernatant was 27 

stored and the remaining content washed twice using ultra-pure water. The three 28 

fractions of supernatants were placed in the same bottle and then shaken vigorously. 29 
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Subsequently, the material was centrifuged under the same conditions described above. 1 

Aliquots of each sample were filtered through polycarbonate filters (Nuclepore® - 0.2 2 

m) and filter stored in the refrigerator until the hybridization process. 3 

Samples of the water, sediment and of gastrointestinal contents were submitted 4 

to Fluorescent in situ Hybridization protocol (Cottrell & Kirchman 2003) with rRNA-5 

targeted oligonucleotide probes selected to identify groups of potential probiotic 6 

bacteria (Bacillus and Lactobacillus spp.), or pathogens (Vibrio and Pseudomonas sp.) 7 

for fish (Table 1). A negative control probe, without specificity for any bacteria, was 8 

used to evaluate the efficiency of hybridization. All probes were targeted with the 9 

fluorochrome Cy3. The abundance of bacteria was obtained by direct counting at 1000 10 

x final magnification using an epifluorescence microscope (Olympus® BX-60) 11 

equipped with the following set of filters: Chroma U-N41007, U-MWU2, U-MWB2 12 

and U-MWG2. 13 

 14 

Bacterial community similarity and statistical analysis 15 

The similarity of bacterial communities of different samples was determined by 16 

the Morisita-Horn index. This index takes into account the density of each taxonomic 17 

group, and values range from 0 (less similar) and 1 (more similar) (Martiny, Bohannan, 18 

Brown, Colwell, Fuhrman, Green, Horner-Devine, Kane, Krumins, Kuske, Morin, 19 

Naeem, Ovreas, Reysenbach, Smith & Staley 2006). 20 

The data were tested for normality by the D'Agostino test. The single criterion 21 

variance analysis (ANOVA - one way) and an a posteriori Tukey’s test were used for 22 

normal data and the Kruskal-Wallis test was used for non-normal data utilizing BioEstat 23 

5.0 software (Instituto de Desenvolvimento Sustentável Mamirauá). Both cases were 24 

considered significant for values P < 0.05 (Zar 1999). 25 

 26 

 27 

 28 
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RESULTS 1 

Total bacterial abundance of the intestinal tract of juvenile tilapia (3.80 ± 1.10 · 2 

10
7
 cells·mL

-1
) was significantly higher than that of water (0.82 ± 0.01 · 10

7
 cells·mL

-1
) 3 

and sediment (1.64 ± 0.02 · 10
7
 cells·mL

-1
) of the pond (Fig. 1). The bacterial groups 4 

analyzed in the different systems also showed significant differences. In the 5 

gastrointestinal tract of juvenile tilapia and water, the abundances of Lactobacillus 6 

brevis, Lactobacillus collinoides and Pseudomonas fluorescens were significantly 7 

higher than other bacterial groups (Table 2). In the case of sediment, P. fluorescens 8 

abundance was higher than the abundance of the other groups evaluated (Table 2). 9 

Comparing the abundance of bacterial groups in the tilapia gastrointestinal tract, 10 

water and sediment, the abundance of Bacillus and Lactobacillus farciminis were 11 

significantly higher in fish than those in the other two environments. The abundance of 12 

L. brevis and Vibrio were significantly higher in fish than in sediment. Furthermore, P. 13 

fluorescens abundance was higher in fish than in water (Table 2). 14 

We found that the proportional value of Bacillus were significantly higher in fish 15 

than in water and in sediment. The abundance of L. collinoides was significantly higher 16 

in water than in fish and in sediment. The L. brevis and Vibrio abundances were similar 17 

in fish and water samples, and both were significantly higher than that found in the 18 

sediment (Fig. 2). 19 

The percentage of non-hybridizing bacteria in sediment (ca. 78% of total 20 

bacterial abundance) was significantly higher than in fish gut and in water samples (ca. 21 

52% and 44% of total bacteria abundance, respectively). The bacterial community of 22 

the gastrointestinal tract of tilapia showed greater similarity to water microbiota (0.88 ± 23 

0.07) and was significantly higher than the similarity of the bacterial community of fish 24 

in relation to the pond sediment (0.75 ± 0.13) (Table 3). The similarity of the bacterial 25 

community in water and sediment was 0.79 (± 0.0001). 26 

 27 

 28 

 29 
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DISCUSSION 1 

Microorganisms play an essential role in most aquaculture systems. They help in 2 

nutrient cycling, maintenance of water quality, animal nutrition, and can control 3 

pathogens by competitive exclusion and/or production of antibiotic substances 4 

(Moriarty 1997). However, their presence under unbalanced conditions can generate 5 

important disease break-ups, with high commercial losses (Inglis, Roberts & Bromage 6 

2001). 7 

The rapid and accurate identification of bacteria in the fishpond environment is, 8 

therefore, essential to establish strategies to prevent and combat diseases, and for the 9 

development of probiotics (Moriarty 1997; Hopkins, Sharp & Macfarlane 2001). The 10 

advance of new techniques based on molecular biology allows the precise identification 11 

of culturable and non-culturable bacterial groups, or species. However, PCR-based 12 

methods are expensive and time consuming. Moreover, these methods do not give any 13 

information about bacterial cells abundance, size or morphology. The FISH technique, 14 

on the other hand, enables the identification and quantification of bacterial species in a 15 

rapid and accurate way through the use of epifluorescence and confocal microscopy, or 16 

flow cytometry (Zwirglmaier 2005). Thus, as observed by Moter & Göbel (2000), the 17 

FISH technique combines the precision of molecular biology with the versatility of 18 

microscopic observation. 19 

The FISH method is based on the hybridization of a fluorescent rRNA-targeted 20 

oligonucleotide probe with a specific region of the bacteria 16S rRNA. Cells marked 21 

with the probe can be differentiated by the use of specific light filters. This technique 22 

has been used in different studies in aquaculture systems to, for instance, characterize 23 

the water and effluents microbiota (Garcia & Olmos 2007; Paungfoo, Prasertsan & 24 

Burrell 2007; Payne, Hall, Sly & Bourne 2007; Pereira, Salvador, Arrojado, Silva, 25 

Santos, Cunha, Gomes & Almeida 2011); to follow the microbial biofilm formation in 26 

bioreactors in recirculation systems (Cytryn, Minz, Gieseke & Rijn 2006); and even to 27 

characterize the gut microbial community of goldfish (Carassius auratus) (Asfie, 28 

Yoshijima & Sugita 2003), trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum) (Huber, Spangaard, 29 

Appel, Rossen, Nielsen & Gram 2004) and seahorse (Hippocampus guttulatus) 30 

(Balcázar, Lee, Pintado & Planas 2010). However, to our knowledge, no study has so 31 
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far used the FISH technique to identify the bacteria of the intestinal tract of tilapia 1 

species.  2 

In this study, we used FISH probes to identify bacterial species already 3 

employed as probiotics for tilapia (Jatobá, Vieira, Buglione Neto, Silva, Mouriño, 4 

Jerônimo, Dotta & Martins 2008; Zhou, Tian, Wang & Li 2010), like Bacillus and 5 

Lactobacillus brevis. Similarly, we have evaluated the presence of Lactobacillus 6 

collinoides, Lactobacillus farciminis and Lactobacillus coryniformis that have been 7 

reported as potential probiotics for non-aquatic animals (Tamura, Hori & Nakagawa 8 

2009; Grimoud, Durand, Courtin, Monsan, Ouarné, Theodorou & Roques 2010; Tuo, 9 

Zhang, Han, Du, Zhang, Yi, Zhang & Jiao 2011). On the other hand, the use of Vibrio 10 

and Pseudomonas fluorescens probes were chosen due to the pathogenic action of these 11 

species on tilapia (Flick 2008). 12 

Using these probes we have observed high similarity of microbiota of 13 

Oreochromis niloticus gut with that of the growing pond water (0.88 ± 0.07), 14 

significantly higher than in sediment (0.75 ± 0.13). This is not surprising, since 15 

juveniles of tilapia present a planktonic filter-feeding mode, with little interaction with 16 

the sediment. Moreover, previous results have demonstrated that tilapia (Oreochromis 17 

niloticus) is able to detect free bacteria in the water and increase their consumption by 18 

the enhancement of opercular beat rate (Beveridge, Begum, Frerichs & Millar 1989).  19 

Similar results were obtained by Al-Harbi & Uddin (2003 and 2005), studying 20 

the microbiota of fishponds and intestinal tracts of tilapia, raised in fresh and brackish 21 

waters, although these authors considered that bacteria present in the water and 22 

sediment of tilapia ponds equally influenced the microbial composition of this fish. 23 

Zeng, Ma, Wei, Jiao, Tang, Wu & Jian (2010) also found that bacterial community 24 

composition of water is strongly influenced by the microbiota of sediment.  25 

Highest bacterial similarity between fish gut and water found in our study can be 26 

explained by the high hybridization of total bacteria abundance (ca. 48% and 56% 27 

respectively) to the probes used, whereas in the sediment, hybridization was only ca. 28 

22% of total bacteria abundance. The high value of non-hybridized bacteria (ca. 78% of 29 

total bacteria) indicates that sediment of the pond is a potential pool of different 30 
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bacterial groups. It is well known the importance of sediment in storage fish pathogens 1 

(Vezzulli, Chelossi, Riccardi & Fabiano 2002; Walling, Vourey, Ansquer, Beliaeff & 2 

Goarant 2010).  3 

However, exchange of water microbiota and sediment of this aquaculture pond 4 

was not as intense as expected, since similarity of bacterial community of water and 5 

sediment was not so high (0.79 ± 0.0001). It is very likely that the lack of interaction 6 

between sediment and water column resulted from the daily exchange of pond water, a 7 

common action used to keep the water quality in good standard in semi-intensive 8 

aquaculture systems. Thus, the low interaction between bacteria of the sediment and 9 

water should not have a major impact on the spread of pathogenic bacteria present in the 10 

sediment. 11 

It is noteworthy the fact that the most abundant bacteria in the tilapia gut 12 

(Pseudomonas fluorescens) is a highly pathogenic species. Pseudomonas fluorescens is 13 

known to cause septicemia in several species of raised fish, especially when organisms 14 

are stressed, or when water quality decays (Inglis, Roberts & Bromage 2001). Its 15 

virulence is probably the result of the secretion of a metalloprotease used by the bacteria 16 

to degrade proteins (Zhang, Hu, Wang & Sun 2009). However, this same species has 17 

been considered as a potential probiotic, since it can control the growth of Vibrio 18 

anguillarum and Aeromonas salmonicida (Gram, Melchiorsen, Spanggaard, Huber & 19 

Nielsen 1999; Balcázar, Blas, Ruiz-Zarzuela, Cunningham, Vendrell & Músquiz 2006; 20 

Kesarcodi-Watson, Kaspar, Lategan & Gibson 2008). The result of our studies and 21 

previous reports (Al-Harbi & Uddin 2003 and 2005) demonstrate that P. fluorescens is a 22 

common and dominant species in healthy tilapia guts. Thus, disease outbreaks may 23 

occur without external contamination, mainly as the result of fish stress due to improper 24 

aquaculture management. 25 

Several diseases caused by bacteria are reported due to the intensification of 26 

cultivation and to lack of monitoring of the environmental microbiota, which 27 

demonstrates the need for detailed studies to control pathogens (Ringo & Gatesoupe 28 

1998; Erondu & Anyanwu 2005; Buchanan, Colvin, Vicknair, Patel, Timmer & Nizet 29 

2008; Soto, Hawke, Fernandez & Morales 2009). Antimicrobial drugs have always been 30 

used indiscriminately in aquaculture farms in an attempt to eradicate diseases. However, 31 
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its use is questioned for causing serious public health and ecological problems, like the 1 

production of more resistant microorganisms and loss of bacterial diversity (Ravi, 2 

Musthafa, Jegathammbal, Kathiresan & Pandian 2007). In this context, probiotic 3 

bacteria appear to be an alternative for the control of pathogens. Probiotic bacteria 4 

should improve resistance to bacterial diseases in fish, by producing inhibitory 5 

compounds to pathogens or competing with them for nutrients (Gatesoupe 1999; 6 

Kesarcodi-Watson, Kaspar, Lategan & Gibson 2008). The action of probiotic bacteria is 7 

often specific, so it is very important we know the ecology of bacteria in the aquaculture 8 

environment (Nayak & Mukherjee 2011). Moreover some bacteria may contribute 9 

indirectly to the fish health by keeping water quality in good standard (Panigrahi & 10 

Azad 2007). 11 

The other most abundant bacteria found in guts of tilapia in this study were 12 

Lactobacillus collinoides and L. brevis. This last species is already used as a probiotic 13 

in aquaculture (Balcázar, Lee, Pintado & Planas 2010). Other Lactobacillus and 14 

Bacillus species have great potential to be used as disease inhibitors (Balcázar, Blas, 15 

Ruiz-Zarzuela, Cunningham, Vendrell & Músquiz 2006; Kesarcodi-Watson, Kaspar, 16 

Lategan & Gibson 2008). Currently, most commercial probiotics used in aquaculture 17 

have been isolated from terrestrial animals (Nayak 2010). However, it would be 18 

preferable to isolate probiotic species from the gastrointestinal tract of the animal itself, 19 

or from the aquaculture farm environment avoiding, therefore, the introduction of exotic 20 

species in local aquaculture systems. Research already points to the possibility of 21 

isolating the probiotic bacteria grown in the intestinal tracts of raised animals, with 22 

good results (Gatesoupe 1999; Ghosh, Sinha & Sahu 2007; Aly, Abd-El-Rahman, John 23 

& Mohamed 2008; Nayak & Mukherjee 2011; Del’Duca, Cesar, Diniz & Abreu, 2013). 24 

The results of this study clearly demonstrated that the Fluorescent in situ 25 

Hybridization (FISH) technique is a powerful tool to be used in aquaculture. As the type 26 

of aquaculture system and water microorganism contamination can directly influence 27 

fish microbiota (Pond, Stone & Alderman 2006; Mandal, Hasan, Rahman, Manik, 28 

Mahmud & Islam 2009), knowing the structure of the bacterial community of the 29 

environment is vital to understand the bacterial composition within the intestinal tract of 30 

fish (Sousa & Silva-Souza 2001). In this case, the FISH technique is efficient to monitor 31 
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qualitative and quantitative microbiological changes. With this rapid diagnosis of 1 

bacteria, mitigating actions can be taken quickly thus avoiding potential economic 2 

losses of farmed aquatic animals. Similarly, this technique can help to control the 3 

discharge of large amounts of pathogenic bacteria to the environment due to pond water 4 

exchange, which could result in health problems for wild organisms. Other potentiality 5 

of the FISH method would be the monitoring of probiotic organisms in aquaculture 6 

systems and in the fish guts. Using this technique it would be possible to track any 7 

added probiotic bacteria through all compartments in the ponds and also to verify if the 8 

bacteria are being incorporated in fish gut microbiota (Del’Duca, Cesar, Diniz & Abreu 9 

2013). In summary, the results of this study show that the FISH technique can be easily 10 

used for monitoring of probiotics and pathogen detection in aquaculture systems. 11 
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Figures Legends 1 

Fig. 1. Total bacterial abundance (10
7 
cells·mL

-1
) in fish, water and sediment from the 2 

pond. Different letters indicate statistical differences. 3 

 4 

Fig. 2. Relative bacterial abundance (% of total bacterial abundance) of Bacillus 5 

(Bmy843), Lact. brevis (Lbrev), Lact. collinoides (Lcoll), Lact. coryniformis (Lcory), 6 

Lact. farciminis (Lfarc), Vibrio (Vib519a) and Ps. fluorescens (PsAg1) in juveniles of 7 

tilapia, water and sediment of pond. Different letters indicate statistical differences for 8 

data of the same bacterial group.9 
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Tables 1 

Table 1. rRNA-targeted oligonucleotide probes of different bacterial species used in this 2 

research. All probes were labeled with the fluorochrome Cy3. 3 

 4 
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Table 2. Bacterial abundance (mean ± standard deviation of 10
6 
cells·mL

-1
) of Bacillus (Bmy843), Lact. brevis (Lbrev), Lact. collinoides 5 

(Lcoll), Lact. coryniformis (Lcory), Lact. farciminis (Lfarc), Vibrio (Vib519a) and Ps. fluorescens (PsAg1) in juveniles of tilapia, water 6 

and sediment of pond. Different lower case letters indicate statistical differences of data in rows. Different capital letters indicate statistical 7 

differences of data in columns. 8 

 9 
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Table 3. Bacterial community similarity in the gastrointestinal tract of tilapia compared 1 

to water and to sediment of the pond. Different letters indicate statistical differences of 2 

data. 3 

4 
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The Fluorescent in situ Hybridization (FISH) technique was employed to enumerate potential probiotic and
putative pathogenic bacteria in the gut of tilapia (Oreochromis niloticus). Bacteria used in the study were
isolated from water, sediment and intestines of tilapia (Oreochromis niloticus) raised in an aquaculture sys-
tem. These isolates were tested in vitro on antagonism tests against putative pathogenic bacteria
(Aeromonas hydrofila, Enterococcus faecalis, Edwardsiella tarda, Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas
putida), also isolated from the same aquaculture system. Two isolates that inhibited largest number of path-
ogenic bacteria were identified by sequencing as Bacillus sp. and Enterococcus sp. and were added to the
commercial feed (106 cells g−1) for in vivo tests. Treatments of the in vivo experiment were: 1) Control —
fish fed with no added bacteria, 2) Bacil. — fish fed diets containing Bacillus sp.; 3) Enter. — fish fed diets
containing Enterococcus sp., and 4) Bacil.+Enter. — fish fed diets containing Bacillus sp. and Enterococcus
sp. (1:1). Each treatment consisted of four replicates with 15 juveniles of tilapia (O. niloticus — 16.74±
4.35 g e 9.82±0.85 cm). The experiment lasted for 30 days and at the end of this period, three fish from
each tank were killed, and the intestines were taken for microbiological analysis by FISH technique,
where Bacillus and Enterococcus, as well as two putative pathogenic bacteria (Aeromonas and Pseudomonas
sp.) were quantified. Enterococcus sp. and Bacillus sp. were present in high number in the gut microbiota of
fish. However, Bacillus sp., showed an increase in its abundance, indicating a successful incorporation of this
potential probiotic bacteria into the tilapia gut microbiota. Furthermore, in the Bacil. treatment it was ob-
served a significant reduction of Aeromonas and Pseudomonas sp. abundances compared with the other
treatments. These results indicate that the FISH technique is a potential tool to characterize the dynamics
of potential probiotic bacteria and their efficiency in the control of pathogenic bacteria.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Bacterial diseases are responsible for severe economic losses in
aquaculture (Wang et al., 2008). The indiscriminate use of antibiotics
to control pathogenic microorganisms brings important changes in
the microbiota of the aquaculture systems and surrounding environ-
ment, creating bacterial resistance to commonly used antimicrobials
(Resende et al., 2012) and even affecting natural beneficial bacteria
stern of Minas Gerais, Câmpus
ica. Juiz de Fora, Minas Gerais

du.br (A. Del'Duca),
.diniz@ufjf.edu.br

rights reserved.
(He et al., 2010, 2011, 2012). Therefore, it is important to seek and
combat these pathogens with the development of alternative
methods.

One alternative method for this is the use of microorganisms called
probiotics that may restrict the growth of pathogens (Gatesoupe,
1999). Most commercial probiotics used in aquaculture were obtained
from terrestrial animals (Nayak, 2010). Thus, aquaculture activity may
be introducing exotic bacterial species or strains in aquatic environ-
ments, without knowing the consequences of this action. In this sense,
there is a need to obtain autochthonous probiotic bacteria, originated
from the raised organism or from the environment where they are pro-
duced (Aly et al., 2008a; El-Rhman et al., 2009; Jatobá et al., 2008). How-
ever, the process of isolation, identification and testing the potential
probiotic bacteria is laborious and time consuming (Balcázar et al.,
2006; Farzanfar, 2006; Kesarcodi-Watson et al., 2008; Verschuere et
al., 2000b).
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A possible way to evaluate the efficiency of a probiotic candidate
is to determine the probiotic and pathogenic bacterial abundances in
the fish guts along the time. Manymethodologies to count bacteria in
fish gut have been developed based on selective growth media
(Jatobá et al., 2011; Lallo et al., 2007; Meurer et al., 2007). However,
many bacteria do not grow in the culture media normally used
(Ray et al., 2010, 2012; Temmerman et al., 2004). The use of
culture-independent molecular biology techniques is a more accu-
rate tool to determine the abundance and efficiency of probiotic
bacteria (Reid et al., 2006; Ringø et al., 2010). There are various
molecular biology techniques that can characterize and quantify
the extracted DNA from the bacterial communities. However, the
Fluorescent in situ Hybridization (FISH) technique is more effective,
since it allows a direct and precise quantification of the pathogenic
and probiotic bacterial cells at species or genus level (Merrifield et
al., 2010).

The main objective of this study was to test the Fluorescent in situ
Hybridization (FISH) technique as a tool to enumerate potential probi-
otic and putative pathogenic bacteria in the gut of tilapia (Oreochromis
niloticus). Furthermore, we want to demonstrate the feasibility in
using endemic bacteria, isolated from aquaculture systems, as probiotic
for the raised aquatic organisms.

2. Material and methods

2.1. Isolation of potential probiotic bacteria

Bacteria were isolated from the water and sediment of ponds,
and from the intestines of 68 tilapias raised in the Fazenda Experi-
mental de Leopoldina/Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas
Gerais (FELP/EPAMIG) between May 2009 and January 2010. Fish
for bacterial isolation were randomly sampled in six ponds with an
area of 1,200 m2 each. Fish were raised at a density of three fish
per m2. The average weight of the sampled tilapias was 638.8±
313.8 g. The fish were fed with commercial diet containing 28%
crude protein (Soma ®). The amount of feed offered on a daily
basis was ca. 2% of the total fish biomass in the pond. The cultivation
system was semi-intensive, with the water flow estimated as
10 L s−1 ha−1, representing a water exchange rate of 6% of the
total volume per day.

Water samples (20 mL) were concentrated to 2 mL by centrifuga-
tion at 8000 ×g for 10 min at 4 °C. These concentrated samples, 2 g of
homogenized sediment and 2 g of homogenized intestine tilapias
samples were serially diluted (ten-fold dilutions were prepared to
10−6) in 0.9% sterile (121 °C for 15 min) saline solution and plated
on agar plates of Man, Rugosa and Sharpe (MRS – Difco®) before
being incubated in a bacteriological incubator at 35 °C for 24 hours
in microaerophilic conditions. After checking the growth, all bacterial
colonies were characterized and differentiated by the Gram staining
and re-isolated on Petri dishes with Tryptic Soy Agar (TSA – Difco®)
to confirm the purity of the isolated bacteria. Subsequently, the
pure bacterial isolates were stored in −20 °C in with 10% glycerol
solution.

2.2. Selection of potential probiotic bacteria by in vitro antagonism

The bacterial isolates were tested by the double-layer method
(Booth et al., 1977; Verschuere et al., 2000a) to check its ability to in-
hibit putative pathogenic bacterial strains. These putative pathogenic
bacterial strains were isolated from the same aquaculture environ-
ment in previously study (Resende et al., 2012). Potential pathogens
used for the in vitro tests were Aeromonas hydrophila, Edwardsiella
tarda, Enterococcus faecalis, Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas
putida.

Search for the potential probiotics was performed with all bacterial
isolates obtained from water, sediment and tilapia's gut. They were
cultured in Tryptic Soy Broth (TSB – Difco®) at a density relative to
0.5 MacFarland. Later, they were inoculated with the Steer's replicator
on Mueller-Hilton Agar (Difco®) and incubated at 35 °C for 24 hours.
After the growth of the colonies, they were killed by exposed to chloro-
form for 30 minutes. Then, residual chloroform was allowed to evapo-
rate for other 30 minutes. Afterwards, the putative pathogenic
bacteria strains were grown in semi-solid tryptic soy medium and
added to the plates with potential probiotic bacteria in a double-layer.
The plates were immediately incubated at 35 °C for 24 hours. After
that, the plates were checked for bacteria growth or inhibition halos,
which indicated the antagonistic activity of the potential probiotic bac-
teria (Booth et al., 1977; Verschuere et al., 2000a).

The two bacterial isolates that inhibited the largest number of se-
lected putative pathogenic strains in the in vitro tests were consid-
ered as the best candidates for probiotics (Ghosh et al., 2007; Nayak
and Mukherjee, 2011) and were identified by genetic sequencing.
For this, DNA from these isolated bacteria was extracted using the
Fast DNA kit (Qbiogene®) according to the manufacturer's instruc-
tions. The DNA fragments were amplified by PCR using general bacte-
rial primers (EUB338f, 5’- ACTCCTACGGGAGGCAGC-3’ (Amann et al.,
1990); 926Rr, 5’-CCCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3’ (Watanabe et al.,
2001); with replicons length of approximately 550 bp. These were
cloned and then sequenced by ABI 3730 DNA Analyser. The sequences
obtained were compared with those present in the GenBank database
using the tool Basic Local Alignment Search Tool for Nucleotide -
BLASTN. Sequences showing more than 99% similarity were consid-
ered to belong to the same operational taxonomic unit.
2.3. Experimental Design (in vivo experiments)

The two potential probiotic bacteria obtained in the in vitro tests
were then evaluated in in vivo experiments. For the in vivo tests, 240
tilapia juveniles (16.74±4.35 g and 9.82±0.85 cm) were employed.
They were randomly divided into 16 tanks of 1,000 L, composing four
treatments (see below), each one with 15 fish per tank.

These tanks are part of the recirculation system water of the FELP/
EPAMIG; the water flux was estimated to be approximately 2.8 L per
minute. Juveniles tilapias were acclimated for three days before the
beginning of the feeding experiment with different diets, as described
below. The animals were fed three times a day with their respective
diets (see below) in the proportion of 8% of the total biomass of fish
in the tank.
2.4. Incorporation of probiotic bacteria candidates in the feed

The potential probiotic bacteria were incorporated into the diet
(Jatobá et al., 2008) and offered to juvenile tilapia along the 30 days
of the experiment.

For this, the two strains were thawed in TSB after confirmation of
the purification of each isolate and were incubated in a bacteriological
incubator at 35 °C for 24 hours. When bacterial abundance were 4.5 .
108 cells per mL (direct counting by DAPI staining – Porter and Feig,
1980), the culture was sprayed on a commercial feed containing
36% crude protein (Max Peixe Tropical®). The experiment was com-
posed of four treatments: 1) Control – diet only included sterile
TSB; 2) Bacil. – feed was sprayed with Bacillus sp. culture; 3) Enter. –
feed was sprayed with Enterococcus sp. culture; and 4) Bacil.+Enter. –
feed was sprayed with Bacillus sp. and Enterococcus sp cultures in the
same proportions (1:1). Subsequently, the different types of feed were
placed in a bacteriological incubator at 35 °C for 24 hours. After checking
the density of these bacteria in different types of diets (more than 106

specific cells added . g−1). These feeds were stored at 4 °C and their bac-
terial density remained in the same order of magnitude during all
experiment.



Table 2
In vitro double-layer test results of probiotic bacteria candidates which showed inhibi-
tion against pathogenic bacteria used in this research (AH=Aeromonas hidrophyla;
EF=Enterococcus faecalis; ET=Edwardsiella tarda; PF=Pseudomonas fluorescens;
PP=Pseudomonas putida).

Isolated Origin AH EF ET PF PP

C5S17 Sediment x
C5S20 Sediment x
C5S19 Sediment x x X x
C1A2 Water x
C5A25 Water x
C5A13 Water x
C1I3 Gut x x
C5I18 Gut x x X x
C1I6 Gut x X
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2.5. Analysis of potential probiotic and putative pathogenic bacteria by
Fluorescent in situ Hybridization (FISH)

After 30 days, three tilapia juveniles from each of the tanks were
killed by thermal shock (ice bath for 30 minutes) and necropsied
aseptically to remove the intestinal tract. These intestines were
fixed in 2% paraformaldehyde (final concentration).

The samples of intestine were processed for analysis by Fluores-
cent in situ Hybridization (FISH) to identify and quantify four bacteri-
al groups. For this, the samples were treated as described in the
protocol proposed by Epstein and Rossel (1995). To each sample,
0.0001% Tween solution was added and then sonicated (Vibra Cell
VCX 130PB, Sonics & Materials ®) three times (range 110.7 μm per
60 s). After sonication, the samples were centrifuged at 500 g for
five minutes. The supernatant was removed and the remaining con-
tents were washed twice with ultrapure water. The three supernatant
fractions were placed in the same bottle and shaken vigorously. The
material was then centrifuged as described before. Aliquots of each
sample were filtered on polycarbonate filters (Nuclepore® - 0.2 μm)
and stored in a refrigerator until the hybridization process.

Subsequently, the samples were subjected to FISH protocol (Cottrell
and Kirchman, 2003), where oligonucleotide probes rRNA-targeted
were used to identify potential probiotic added to diets (Bacillus and
Enterococcus) and two putative pathogenic bacteria (Aeromonas
and P. fluorescens) (Table 1). A negative control made with a probe
without any specificity for bacteria was used to evaluate the efficien-
cy of hybridization. All probes were labeled with the Cy3 fluoro-
chrome. The abundance of bacteria was determined by direct
counting at 1000× magnification using an epifluorescence micro-
scope (Olympus® BX-60) equipped with Chroma U-N41007,
U-MWU2, U-MWB2 and U-MWG2 optical filter set.

2.6. Statistical analysis

The data were tested for normality. The single criterion variance
analysis (ANOVA - one way) and an a posteriori Tukey's test were
used for normal data and the Kruskal-Wallis test was used for
non-normal data using the program SigmaPlot 11.0. In both cases,
values of Pb0.05 were considered significant (Zar, 1999).

3. Results

3.1. Isolation and identification of potential probiotic bacteria

Seventy-nine bacterial isolates were obtained from all samples.
Twenty-three were isolated from the water, 29 from the pond's sedi-
ment and 27 from the gut tract of tilapias. Only nine strains presented
positive results in the in vitro tests (Table 2). Two strains that showed
the best performance inhibiting the growth of A. hydrophila, E. tarda,
P. fluorescens and P. putida, all gram-negative species (Table 2). These
two strains were identified as Bacillus sp. and Enterococcus sp. Both of
the identities of these strains had 99% similarity of 16S rRNA gene se-
quence compared to the bacteria in GenBank (Table 3). The Bacillus
Table 1
rRNA-targeted oligonucleotide probes of different bacterial species used in this research. A

Probe Specificity Sequence (5′ - 3′)

NON Negative Control TAGTGACGCCGTCGA
Bacil 1 Bacillus GCCGCCTTTCAATTTCGAAC
Enter 2 Enterococcus TCCATCAGCGACACCCGAAA
Aero 2 Aeromonas GTAACGTCACAGCCAGCAGA
PsAg1 Pseudomonas fluorescens GATAACTCGTCATCAGCTC

⁎ Percentage of formamide (FA) in in situ hybridization buffer.
sp. (C5I18) strain was isolated from the intestine of tilapia and
Enterococcus sp. (C5S19) was isolated from the pond's sediment.

3.2. In vivo tests

The total bacterial abundance in the intestines of fish was signifi-
cantly higher in the treatments where potential probiotic single or
mixed were added compared to the Control (Bacil.: 1.46±
0.15 ∙107 cells g−1; Enter.: 1.65±0.23 ∙107 cells g−1; Bacil.+Enter.:
1.30±0.29 ∙107 cells g−1; and Control: 1.17±0.19 ∙107 cells g−1)
(Fig. 1).

There were also differences in the intestinal microbiota composi-
tion of juvenile tilapias among the treatments. The abundance of
Aeromonas (0.21±0.13 ∙106 cells g−1) and P. fluorescens (0.28±
0.15 ∙106 cells g−1) was significantly lower in the Bacil. treatment
compared to the Control (0.35±0.17 ∙106 cells g−1 e 0.51±
0.27 ∙106 cells g−1, respectively). Likewise, the abundance of Pseudo-
monas fluorescens (0.34±0.15 ∙106 cells g−1) was lower in the
Enter. treatment compared to the Control. Bacillus abundance
was higher in both treatments where this bacteria strain was
added (Bacil.: 1.0±0.47 ∙106 cells g−1; and Bacil.+Enter.: 0.63±
0.18 ∙106 cells g−1) compared to the Control (0.49±0.13 ∙
106 cells g−1). Enterococcus abundance (0.42±0.15 ∙106 cells g−1)
was higher in the treatment where only this bacteria strain was added
in comparison with the Control (0.28±0.16 ∙106 cells g−1). The abun-
dance of Aeromonas in Bacil. treatmentwas also significantly lower than
in Enter. treatment (0.30±0.08 ∙106 cells g−1) and in Bacil.+Enter.
treatment (0.34±0.12 ∙106 cells g−1) (Fig. 2).

4. Discussion

We cannot deny the success of commercial probiotics used in
aquaculture. However, allochthonous probiotics often have not
presented great viability, since the survival rates of these microorgan-
isms are often low (Gatesoupe, 2008). There is a consensus that en-
demic probiotics are more likely to settle in the cultivated animals,
probably due to their ability to easier adapt to the environment
being, therefore, a preferential organism to be searched and isolated
ll probes were labeled with fluorochrome Cy3.

Target site
(rRNA positions)

% FA⁎ Reference

– 30 Yokokawa and Nagata, 2005
195–209 35 Ichijo et al., 2010
202–221 35 Demanèche et al., 2008
468–487 35 Kyselková et al., 2009
1520–1538 30 Boye et al., 1995



Table 3
Characteristics of the colonies, cells morphology, and comparison with samples available
in GenBank of bacterial isolates sequenced and used in in vivo tests.

Isolated Morfology
of
bacterial
cells

Characteristics of
bacterial colonies

Number
of base
pairs
(bp)

Bacterial taxa
more
approximate in
GenBank

Similarity
(%)

C5S19 Gram
positive
cocci

White, bright and
with regular edge

302 Enterococcus sp. 99

C5I18 Gram
positive
rod

Slightly yellowish,
opaque and with
irregular edge

300 Bacillus sp. 99
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for further applications as probiotics (Balcázar et al., 2007; Carnevali
et al., 2004).

The procedures to obtain probiotic bacteria are quite strict regard-
ing various aspects to provide security to the final consumers. Isolat-
ing bacteria, testing in vitro and in vivo to verify the action of these
isolates, and testing the pathogenicity in the target organisms and
in others organisms involved in the food chain are just some of the
steps that must be followed to obtain a commercial probiotic
(Merrifield et al., 2010; Verschuere et al., 2000b). These authors sug-
gest that monitoring the microbiota before and after the probiotic ad-
dition is also important to determine the efficiency and the changes
that occur in the bacterial community by the administration of probi-
otic bacteria.

Some researchers have evaluated the efficiency of potential probi-
otic bacteria by utilizing cultivation-dependent techniques for
counting probiotic and pathogenic bacteria that were introduced
(Avella et al., 2010, 2011; Balcázar et al., 2007; Gopalakannan and
Arul, 2011; Merrifield et al., 2009; Nayak and Mukherjee, 2011).
Other studies have evaluated the efficiency of probiotic bacteria
through indirect indicators, such as hematological parameters and
growth performance of raised animals (Al-Dohail et al., 2009; Avella
et al., 2010; Balcázar et al., 2007; Brunt and Austin, 2005; El-Dakar
et al., 2007; Merrifield et al., 2009; Nayak and Mukherjee, 2011). Nev-
ertheless, there is still little information on the effective colonization
of administered probiotics and their interaction with pathogens
(Merrifield et al., 2010).

Molecular biology techniques are important tools for performing
more accurate monitoring of the added bacteria and also the control
of pathogenic bacteria (Merrifield et al., 2010; Verschuere et al.,
2000b). Sun et al. (2011) showed no significant changes in the bacte-
rial community using the technique of Denaturing Gradient Gel Elec-
trophoresis (DGGE) after the addition of the probiotic. One possible
explanation for this is that this technique allows identifying the
Fig. 1. Total bacterial abundance (cells ∙107 g−1) in fish gut at Control, Bacil., Enter. and
Bacil.+Enter. treatments. Different letters indicate statistical differences (Pb0.05).

Fig. 2. Specific bacterial abundance (cells ∙106 g−1) of Aeromonas (A), Pseudomonas
fluorescens (B), Bacillus (C) and Enterococcus (D) in fish gut at Control, Bacil., Enter.
and Bacil.+Enter. treatments. Different letters indicate statistical differences (Pb0.05).
presence of microorganisms in any amount due to the amplification
of DNA. The results of the DGGE are visualized through the bands of
amplified nucleic acid in the gel and it is proportional to the amount
of individuals. However, variations in the intensity and size of bands
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can occur and do not permit precise quantification of the number of indi-
viduals in the sample. Therefore, in ourwork,we proposed to use another
molecular biology technique, the Fluorescence In Situ Hybridization
(FISH) technique. FISH is a culture-independent molecular technique
that allows visualization and direct counting of bacterial cells specifically
labeled. It is based on the use of fluorescent probes that are specific for
bacterial groups, genera or species (Zwirglmaier, 2005). Through the
FISH technique, we can quantify and follow changes in the number of
probiotics and pathogensmicroorganisms. Thus, themicrobial communi-
ty structure (taxa and number of each taxa of bacteria) allows us to verify
the probiotic efficiency.

In aquaculture, FISH technique has been used to characterize the
microbiota of water and wastewater (Garcia and Olmos, 2007;
Paungfoo et al., 2007; Payne et al., 2007; Pereira et al., 2011), the for-
mation of biofilm (Cytryn et al., 2006), the microbiota of the intestinal
tract of fish (Asfie et al., 2003; Balcázar et al., 2010; Huber et al.,
2004).

The two strains of potential probiotic bacteria isolated in our study
were identified as Bacillus sp. and Enterococcus sp. Species of these
same genera are already used as probiotic in aquaculture (Kumar et
al., 2006). However, in our study, the Bacillus sp. had a better perfor-
mance in comparison to the other treatments, always showing abun-
dances in the tilapia intestine tract nearly twice that of Enterococcus
sp. at the end of the experiment.

Even though results of other in vitro (Chau et al., 2011; Shakibazadeh
et al., 2012; Sica et al., 2010, 2012; You et al., 2005) and in vivo tests
(Ravi et al., 2007) showed the potential of probiotic of bacteria isolated
from pond's sediment, the better performance of Bacillus sp. in this
work, may be related to the fact that this strain has been isolated from
the gut of tilapia. It probably facilitates the incorporation and coloniza-
tion of this strain when offered together with commercial feed.

Aeromonas and P. fluorescens are normally found in the intestine of
tilapia (He et al., 2009), being a major route of infection in fish. The
control Aeromonas population is of paramount importance, since
some species of this genus, such as A. hydrophila, are highly pathogen-
ic to fish (Aly et al., 2008a; Li and Cai, 2011). Similarly, Pseudomonas
species are important pathogens in fish (Zhang et al., 2009), although
some species were tested as probiotic (El-Rhman et al., 2009). There-
fore, these bacterial species should be monitored and controlled to
avoid further opportunistic infections.

The probiotic action of Bacillus species has been already demon-
strated in several studies with different species of raised aquatic or-
ganisms. In studies with tilapia, for example, Bacillus increased
resistance and survival when exposed to Aeromonas and Pseudomonas
(Aly et al., 2008a, 2008b). The fish presented an increase in the
phagocytic activity of leukocytes (Aly et al., 2008c) and better im-
mune response (Ridha and Azad, 2012). Similar effects were observed
for several other fish species (Avella et al., 2010; Brunt et al., 2007;
Kumar et al., 2006; Newaj-Fyzul et al., 2007; Raida et al., 2003; Sugita
et al., 1998) and shrimps (Balcázar and Rojas-Luna, 2007; Rengpipat
et al., 2003; Vaseeharan and Ramasamy, 2003). In general, the use
of Bacillus species as probiotic increases the animal's resistance to
bacterial diseases and, consequently, their survival.

In our results, we observed the efficient action of Bacillus sp. in the
control of Aeromonas and Pseudomonas populations in both in vitro
and in vivo tests. The gut of tilapias was colonized by Bacillus sp. The
number of cells of Bacillus sp. increased, while there was a reduction
of putative pathogens in juveniles of tilapia. However, other subsequent
tests must be performed to confirm the probiotic action of these strains,
following the suggestions of Verschuere et al. (2000b) to obtain efficient
probiotic species.

In summary we can conclude that the Fluorescent in situ Hybrid-
ization (FISH) technique is an excellent tool for monitoring potential
probiotic, putative pathogenic, or any other kind of bacteria present
in the fish gut content. This technique can be employed in any re-
search where direct visualization of bacteria is necessary in order
to better understand physiological and metabolic processes. In
this study the use of FISH allowed to demonstrate that the strain
of Bacillus sp., an endemic bacteria isolated from the tilapia gut,
showed efficient residence in the fish intestine tract and a good
control of putative pathogenic bacteria populations (Aeromonas
and Pseudomonas fluorescens) also isolated from the same aquacul-
ture system.
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