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PROSPECAO E USO DE PROBIOTICOS AUT()CTONE ISOLADOS DO INTESTINO DE
Colossoma Macropomum NO DESEMPENHO ZOOTECNICO E NA PROFILAXIA DA
AEROMONOSE NA LARVICULTURA DE TAMBAQUI
RESUMO - O projeto objetivou investigar a viabilidade e a eficacia da suplementagdo com
linhagens de bactérias lacticas isoladas da microbiota intestinal de tambaqui saudavel,
sobre as respostas fisiopatolégica e zootécnica em larvas da mesma espécie desafiada
Aeromonas hydrophila. Para tanto, foram adquiridos, de pescadores locais, 10 tambaquis,
oriundos do Rio Amazonas, em Santarém-Pa. Os animais foram eutanasiados por
aprofundamento do plano anestésico e retirado o aparelho gastrointestinal para
semeadura em placa de Petri, contendo os meios TSA e MRS acrescido do corante Azul
de Anilina. A cultura ocorreu a partir do semeio direto do conteudo estomacal, intestinal e
do mix (Intestino + fezes). Foram isoladas 115 cepas bactérias, que passaram por
analises de caracterizagdo para investigar a viabilidade e potencial probidtico in vitro.
Inicialmente foi realizado dos testes de Catalase e coloragao de Gram, com a obtencgao de
66 dos isolados positivas para as bactérias lacticas. Posteriormente, foi avaliada a
atividade hemolitica dos bacilos positivos com catalase negativa, na qual 5 nao
apresentaram hemolise, sendo estes selecionados para as demais analises (I3, 110, F4,
M13, M14). Para caracterizagdo probidtica das bactérias foi verificado a viabilidade e
crescimento de bactérias lacticas em diferentes pH (2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0)
por 12 horas, bem como testes de resisténcia a bile, atividade antagonista, auto e
coagregacao, formacdo de biofilme, antibiograma, hidrofobicidade e liofilizagdo. Para
identificacdo molecular das espécies trabalhadas, foi realizada a PCR utilizando trés
primers: Lac 1 e 2, para Lactobacillus sp., Bac e 16S para Bacillus sp. e seus produtos
foram separados em eletroforese em gel. A analises in vitro, realizou-se inicialmente pelo
teste de patogenicidade em 30 tambaquis juvenis, divididos em 6 grupos, foi inoculado 0,5
mL dos isolados na cavidade celomatica, onde verificou-se que nao houve mortalidade
e/ou alteracbes clinicos comportamentais ou teciduais em todos os animais. Na
larvicultura foi verificado melhor no desempenho zootécnica nas cepas 13 e M13 em
relagéo ao controle; sem alteracédo do desenvolvimento morfofisioldgico. A sepse induzida
nas larvas verificou-se melhora na sobrevida e na imunidade inata das larvas
suplementadas com M13 e M14. Os resultados preliminares obtidos nos testes vém
mostrando que os isolados, pertencentes ao género Lactobacillus, apresentam
caracteristicas de potenciais probiodticos para larvas de tambaqui. A prospec¢ao de suas
potencialidades tecnolégicas e funcionais € de extrema importancia para a produgao

aquicola sustentavel.
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PROSPECTION AND USE OF AUTOCHTHONE PROBIOTICS ISOLATED FROM THE
INTESTINE OF Colossoma Macropomum IN ZOOTECHNICAL PERFORMANCE AND
PROPHYLAXIS OF AEROMONOSIS IN TAMBAQUI LARVICULTURE
ABSTRACT - This study aimed to investigate the feasibility and effectiveness of
supplementation with strains of lactic acid bacteria isolated from the intestinal microbiota of
healthy tambaqui, on the pathophysiological and zootechnical responses in larvae of the
same species of chal-lenged Aeromonas hydrophila. Ten tambaquis were purchased from
local fishermen from the Amazon River in Santarém-Pa. The animals were euthanized by
deepening the anesthetic plane and the gastrointestinal tract was removed for seeding in a
Petri dish containing TSA and MRS media plus Aniline Blue dye. The culture was obtained
from the direct sowing of stomach and intestinal contents and the mix (intestine + feces). A
total of 115 bacterial strains were isolated and characterized to investigate their in vitro
viability and probiotic potential. Initially, Catalase tests and Gram staining were performed,
and 66 of the isolates were positive for lactic acid bacteria. Subsequently, the hemolytic
activity of positive bacilli with negative catalase was evaluated, in which 5 did not present
he-molysis, and these were selected for the other analyses (I3, 110, F4, M13, and M14).
For the probiotic characterization of the bacteria, the viability and growth of lactic acid
bacteria were verified at different pH values (2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, and 9.0) for 12
h, as well as bile resistance, antagonist activity, auto- and co-aggregation, biofilm
formation, antibiogram, hydrophobicity, and lyophilization tests. For molecular identification
of the worked species, PCR was performed using three primers: Lac 1 and 2 for
Lactobacillus sp., Bac, and 16S for Bacillus sp., and their products were separated by gel
electrophoresis. The in vitro analysis was initially carried out by the pathogenicity test in 30
juvenile tambaquis, divided into 6 groups, 0.5 mL of the isolates was inoculated into the
coelomic cavity, where it was verified that there was no mortality and/or clinical behavioral
alterations or tissues in all animals. In larviculture, better zootechnical performance was
verified in strains 13 and M13 in relation to the control, without alteration of
morphophysiological development. Sepsis induced in the larvae improved the survival and
innate immunity of larvae supplemented with M13 and M14. The preliminary results
obtained in the tests showed that the isolates belonging to the genus Lactobacillus present
characteristics of potential probiotics for tambaqui larvae. Prospecting their technological

and functional potential is extremely important for sustainable aquaculture production.
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1. INTRODUGAO

A industria aquicola é responsavel por produzir uma das fontes de proteina mais
importantes para a saude humana, emergindo como um modelo promissor de seguranga
alimentar e nutricional (SHEN et al., 2020; ZANG et. al., 2022). Esse crescimento esta
relacionado a investimentos, de pequenos produtores, a novas técnicas producéo,
fazendo desse ambito com grande potencial de expansao na industria global de produgao
de alimentos (FERREIRA, 2018; GARLOCK et al., 2020).

Neste contexto, o mercado brasileiro de peixes se posiciona de forma complexa e
diversa, haja vista o seu tamanho territorial, a diversidade socioeconémica e a grande
variedade de espécies cultivadas (FILHO et al., 2020). No ano de 2022, as exportagdes da
piscicultura brasileira apresentaram um crescimento de 15%, em comparagdo com 0 ano
anterior. Parte desse aumento esta relacionada e a produgao de peixes cultivados, a qual
aumentou 416.000 toneladas, em 2010, para 860.350 toneladas, em 2022, cuja produgao
de peixes nativos alcangou um volume de 267.060 toneladas, representando 31,4% da
producao do pais (FAO, 2022).

Dentro do grupo denominado de redondos, o tambaqui (Colossoma macropomum)
€ a segunda maior espécie cultivada no Brasil, representando 24% da produgao aquicola
nacional (LIMA et al.,, 2021). Esse peixe teledsteo é nativo dos rios brasileiros e, tem
ganhado espaco na produgao nacional devido a sua qualidade, alto valor nutricional e
aspectos zootécnicos interessantes ao cultivo, uma vez que é considerado um peixe de
grande porte, podendo alcangar 100 cm de comprimento e 30 kg de peso (ABP, 2018;
GRACEZ et al. 2021; MORAIS et al., 2017).

Por conseguinte, devido ao aumento intensivo da piscicultura o manejo sanitario
das espécies € uma ferramenta importante para o desenvolvimento sustentavel da
industria, no qual o monitoramento dos fatores ambientais e a manutencdo dos
parametros de qualidade da agua sdo necessarios para um cultivo livre de doencgas
(BANERJEE et al. 2017). Nessa conjuntura, as altas densidades de estocagem e o
excesso de ragao provocam modificagcbes no pH, oxigénio dissolvido, carga organica e
diéxido de carbono da agua. Esses fatores ocasionam uma nutricdo inadequada, redugao

do crescimento, redugédo da capacidade reprodutiva e supressdo do sistema imunoldogico,
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favorecendo o aparecimento de patdgenos bacterianos, como a Aeromonas hydrophila
(GHOMRASSI et al., 2016; TACHIBANA et al., 2020).

Para contornar esse quadro, uma das abordagens utilizadas corriqueiramente na
aquicultura para o controle de patégenos tém sido o uso de antimicrobianos, devido sua
rapida acao e disponibilidade. Todavia, o emprego incorreto destas substancias
desencadeia uma pressao seletiva de bactérias multirresistentes, induz a disbiose da
microbiota, afetando a nutri¢ao, fisiologia e imunidade animal e, o0 acumulo de residuos de
antibiéticos no ambiente e tecidos comestiveis de animais aquaticos, problema a saude
publica (BANERJEE et al., 2017; XUEUA et al., 2020).

Uma alternativa para evitar disbiose na microbiota e mais situacdes adversas, além
de facilitar a producdo intensiva, garantindo saude, redugdo da utilizacdo de
antimicrobianos e melhora no bem-estar em cativeiro, € a utilizacdo de probiéticos como
forma de substituir a demanda de antibiéticos (PAIXAO et al., 2020). Além do controle de
doencas, estes também sao responsaveis pela producdo de enzimas extracelulares,
auxiliando a digestado; promogéo de crescimento, manutengdo da qualidade da agua,
modulagdo imunoldgica, aumentar a tolerancia ao estresse, (BENERJEE et al., 2017;
SHEN et al., 2020; TACHIBANA et al., 2020). Além disso, sédo eficazes em promover a
atividade fagocitica e aumentar os niveis de lisosimas nos peixes (TACHIBANA et al.,
2020).

Os probidticos, sado microrganismos vivos, que, quando consumidos em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro melhorando a
homeostase intestinal (XUEA et al., 2020). No intestino, a microbiota intestinal
desempenha um importante papel de modulacdo do sistema imunoldgico, atuando na
maturacdo do tecido linfoide associado ao intestino; como barreira contra diversos
microrganismos patogénicos, tornando o microecossistema intestinal um indicativo do
estado de saude do animal (CAVALCANTE et al., 2020; ZHANG et al., 2022).

Na piscicultura, os probidticos sao divididos em enddgenos e exdgenos ao
hospedeiro. Pesquisas tém sugerido vantagens dos probidticos endoégenos na
sobrevivéncia e no desempenho de colonizagdo no ambiente intestinal (ZHANG et al.,
2022). E valido ressaltar, que a microbiota intestinal autéctone ja desempenha papel
fundamental na fisiologia do trato gastrointestinal (TGI) , modulando a resisténcia a
colonizagéao e interferindo no metabolismo de substratos organicos (TALWAR et al., 2018;
WANG et al., 2016).
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No que tange a utilizacdo de probidticos autdctones comerciais, um estudo
realizado por Costa et al. (2021), visando avaliar os efeitos de um probidtico para
camardes e peixes na alimentacdo tambaqui, explorando o desempenho zootécnico,
imunidade inata, parametros hematoldégicos e como biocontrole na qualidade da agua,
demonstrou que a associacido das espécies Bacillus subtilis, B. licheniformis, B. pumilus,
Lactobacillus plantarum, L. acidophilus e Saccharomyces cerevisiae, apesar de segura
nao proporcionou beneficios complementares no desempenho zootécnico, imunidade
inata e qualidade da agua, apos 60 dias de suplementagcdo na agua e racido. Além disso,
nao foi observada diferenga significativa quanto a quantidade de microrganismos aderidos
a superficie da mucosa intestinal, 0 que sugere a auséncia de colonizagéo e a ineficacia
do produto testado, fator este que justificaria a auséncia de beneficios aos animais
testados.

A vista disso, os microrganismos, com potencial probiético, sdo triados in vitro para
avaliar seu potencial, por meio de uma caracterizagao fenotipica, bioquimica e molecular
(VALE- PREREIRA et al, 2019). Posteriormente as andlises iniciais, as cepas
selecionadas sdo conduzidas a testes in vivo, etapa de extrema importancia para a
definicdo da via de administragdo, concentragdo do microrganismo, além da comprovagao
dos efeitos apds a suplementagédo (SARJITO et al., 2019).

Sabe-se que o TGl larval é estéril, sendo colonizado por microrganismos presentes
no ambiente no momento da eclosao, havendo a consolidagao no decorrer das fases de
desenvolvimento. Além disso, existem multiplas possiveis fontes para o primeiro indculo
nesta fase, processo o qual € dependente da microbiota dos ovos, da agua de cultivo das
larvas e da alimentacdo quando inserida (WANG et al., 2018).

A fase de larvicultura é considerada uma das mais criteriosas da piscicultura,
devido a fragilidade dos animais. Nessa etapa, € comum observar taxas elevadas de
mortalidade em diferentes sistemas de produgao, especialmente nos sistemas intensivos
e superintensivos. Além disso, existem diversos fatores que contribuem para a letalidade
nessa fase de manejo, sendo o estresse um dos principais responsaveis por alteragdes
nos parametros de qualidade da agua, além do potencial surgimento de infecgcbes por
patdégenos oportunistas, resultando em perdas na produgdo e impactos econdémicos
(VIEIRA, 2022).

Devido as suas dimensdes reduzidas e comportamento, as larvas de peixes,
possuem necessidade nutritiva especifica, necessitando ter a sua disposigcdo presas

vivas, com movimentos compativeis aos seus mecanismos de captura e predacgao, além
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de dimensbdes adequadas as da boca, permitindo a sua facil captura e predacgao
(FERREIRA, 2009). A artemia (Artemia sp) € considerada um organismo alimentar muito
utilizado na larvicultura industrial de peixes e crustaceos, devido a caracteristicas como
seu pequeno tamanho, baixa taxa de natagao, reproducgéo rapida e capacidade de cultivo
em alta densidade (HAI et al., 2010). Estas, s&o reconhecidas como uma excelente fonte
de alimento vivo natural, podendo ser utilizada como um veiculo eficaz para a entrega de
uma variedade de materiais, como nutrientes, agentes antimicrobianos, vacinas e
probidticos através da bioencapsulagdo (RUDTANATIP et al., 2019).

Desse modo, o presente trabalho objetivou isolar e analisar a prospecgao de cepas
de bactérias lacticas espécie-especificos em Colossoma macropomum e verificar o efeito
na produgao e na sanidade da larvicultura, como um incremento do cultivo da espécie

nativa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producao mundial e brasileira de pescado

A piscicultura tem contribuicdo essencial nos setores de pesca e aquicultura para a
segurancga alimentar e nutricao global. Partindo desse pressuposto, em 2022, foi relatado
uma produgao aquicola historica de 214 milhdes de toneladas, arrecadando cerca de
US$424 bilhdes. Ainda, mundialmente os alimentos aquaticos tem fornecido cerca de 17%
da proteina animal, chegando a 50% em diversos paises dos continentes africano e
asiatico; empregando 58,5 milhbes de pessoas em produgdo primaria, dessas 21%
composta de mulheres. Além disso, em 2020, representou uma das commodites
alimentares mais negociadas no mundo, com aproximadamente 225 estados e territorios
relatando algum tipo de atividade comercial proveniente de protudos da pesca e
aquicultura (FAO, 2022). Dessa forma, o pescado tem papel fundamental na seguranca
alimentar e nutricional, ndo somente como fonte de proteina, mas como fornecedor de
uma gama extensa de acidos graxos e micronutrientes disponiveis (FAO/Sofia, 2022).

O Brasil é um pais que apresenta condigdes favoraveis para se tornar um grande
produtor de pescado. Com uma vasta extensao de Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) e de
costa maritima de 8.500 km, o pais tem grande potencial para substituir importagdes,
ingressar no mercado global e impulsionar o mercado doméstico. Além disso, o Brasil
possui 12% da agua doce disponivel no planeta, o que representa uma enorme vantagem
competitiva para o setor. Com um grande volume de agua em reservatérios e de agua
subterranea, as condigcdes climaticas favoraveis e a alta disponibilidade de mao de obra, o
pais pode se consolidar como um importante produtor de pescado (XIMENES, 2021).

De acordo com a FAO, a producdo brasileira de peixes cultivados aumentou de
416.000 toneladas em 2010 para 758.000 toneladas em 2019, o que representa um
aumento de cerca de 82% em 10 anos, como demonstrado na Figura 1.

A Regido Sul do Brasil € atualmente o principal polo de cultivo de peixes no pais,
com 275.700 toneladas produzidas em 2022, o que representa cerca de um tergo (32%)

do volume nacional. Além disso, houve um aumento de 2,4% em relacdo ao ano anterior,
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quando foram produzidas 269.300 toneladas. Em segundo lugar em producédo esta o
Nordeste, com 170.065 toneladas em 2022, o que equivale a quase 20% da producio
nacional de peixes. Houve um crescimento de 4,8% em relacdo a 2021 (162.250
toneladas), sendo a regiao que vem apresentando maior aumento. Em terceiro lugar, tanto
em producdo quanto em crescimento, esta a regido Sudeste, com 159.380 toneladas e
um avango de 4,2% em relagdo a 2021. A Regiao Norte ocupa o quarto lugar em volume
de producgao, com 145.310 toneladas, praticamente estavel, com apenas um aumento de
0,3%. Ja o Centro-Oeste registrou uma queda de 1,6% na produgao de peixes, passando
de 111.750 toneladas em 2021 para 109.900 toneladas em 2022 (PEIXE BR, 2023).

Producéo Brasileira de Pescado
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Figura 1 - Crescimento da producéo de peixes de cultivo no Brasil entre os anos de 2010
a 2022 segundo o relatério FAO/Sofia.

A producdo de peixes nativos no representou, em 2022, volume de 267.060
toneladas,um aumento de 1,8% em relacdo as 262.370 toneladas registradas em 2021.
Esse aumento se deve, em parte, a inclusdo desses peixes em mais projetos que buscam
ampliar as opg¢des da piscicultura brasileira. A participagdo dos peixes nativos na
producéo total do pais foi de 31,04%. A maior parte da criagédo de espécies nativas esta
na Regido Norte, com a producdo de 143.500 toneladas em 2022, com desempenho
praticamente estavel em relagcdo a 2021. Dentre os estados Rondbnia lidera a producao
com 57.200 toneladas, seguido por Maranhao (39.100 t), Mato Grosso (38.000 t), Para
(24.200 t) e Amazonas (21.300 t). A Regiao Nordeste registrou um crescimento de 5,4%
na relagdo ano contra ano, somando 56.580 toneladas, enquanto a Regido Sudeste teve
uma reducéo de 0,3%, totalizando 49.100 toneladas (PEIXE BR, 2023).

No ano de 2022, as exportagbes da piscicultura brasileira apresentaram um

crescimento de 15%, gerando um faturamento total de US$ 23,8 milhdes. Entre as
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espécies mais exportadas, o tambaqui (Colossoma macropomum) ocupou a segunda
posicdo, alcangando um valor de US$ 268 mil (PEIXE BR, 2023). No estado do Para, a
criacdo desse peixe € a principal atividade da aquicultura, praticada em diversas
estruturas, como agudes particulares, viveiros escavados, tanques, tanques-rede, gaiolas
flutuantes e canais de igarapé (MPA, 2013a). Dentre os municipios com maiores
producdes estdo Paragominas, Maraba, Conceigdo do Araguaia, Tucurui e Uruara
(BRABO et al., 2017; PEIXE BR, 2023). Apesar disso, o cultivo no Estado continua sem
apresentar resultados favoraveis compativeis com sua potencialidade, uma vez que ainda
sd0 escassos programas de sanidade aquicola que proporcionem seguranga a producao
e principalmente ao consumidor, seguindo comprando peixes de outros estados para
atender a demanda de consumo local (PEIXE BR, 2023)

2.2 Tambaqui (Colossoma macropomum)

Descrito por George Cuvier, em 1816, o tambaqui, pertencente a classe
Actinopterygii, ordem Characiformes e familia Serrasalminae, é natural dos rios
Amazonas, Orinoco e seus afluentes. Trata-se de um caricideo redondo, de corpo alto,
alongado e, quando na fase adulta, comprimido lateralmente. Essa espécie é considerada
de grande porte, podendo alcangar 100 cm de comprimento e 30 kg de peso. Estudos
indicam que a expectativa de vida do C. macropomum no ambiente natural € de cerca de
13 a 14 anos (MORAIS, O'SULLIVAN, 2017).

n
T el

Figura 2 - Juvenil de tambaqui (C. macropomum). Arquivo Pessoal.

Nos peixes adultos, a coloragédo varia com a cor da agua, deixando mais escuros
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0os que habitam aguas pretas e mais claros os individuos de agua barrenta (MORAIS,
O'SULLIVAN, 2017). Os juvenis, de até 10 cm, exibem uma mancha arredondada escura
na regiao mediana do corpo, na altura da nadadeira dorsal, que desaparece
completamente apés atingir um determinado comprimento. E possivel observar diferengas
morfométricas no padrdo de crescimento entre machos e fémeas de tambaqui,
principalmente em relagdo ao peso, indicando a presenga de dimorfismo sexual na fase
adulta. As fémeas, em cativeiro, tendem a ser maiores e mais pesadas apos atingir a
maturidade reprodutiva(MELLO et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016).

Esses animais possui dentes molariformes robustos e bem implantados na
mandibula, o que permite que ele se alimente tanto de pequenos crustaceos quando
alimentos mais firmes. Além disso, possuem tem rastros branquiais longos e numerosos,
o que lhe permite filtrar pequenos organismos que flutuam na &agua. (MORAIS,
O'SULLIVAN, 2017). Este, em seu ambiente natural, possui uma dieta onivora, com
preferéncia por zooplancton na fase jovem e exclusivamente frugivoro na fase adulta.,
quando alimentam-se principalmente de frutas e sementes das florestas inundadas
proximas aos rios e lagos, além de aproveitar a maior disponibilidade de pequenos
insetos, artropodes, moluscos, folhas e caules macios. Dessa forma, esses peixes
apresentam uma dieta variavel de acordo com o regime das chuvas, tendo adaptagdes
morfofisiolégicas que o permitem explorar uma ampla gama de itens alimentares
(RODRIGUES, 2014).

O tambaqui € um peixe diurno que pode ser criado em regides com clima quente e
boa luminosidade em todo o pais (MENDONCA et al., 2012). Na natureza, prefere aguas
proximas a margem, ricas em nutrientes e com condi¢des fisico-quimicas estaveis em
toda a coluna de agua. Tolera variagao de temperatura entre 25 e 34 C, com pH entre 7 e
8 e concentragdo de oxigénio dissolvido superior a 4 mg/L (IZEL et al., 2014). Essa
espécie é considerada resistente tolerarando baixos niveis de oxigénio dissolvido (entre
3,0 e 1,0 mg/L), apresentando adaptagdes a hipdxia, como I|abios espessos e
hiperemiados, ela é capaz de sobreviver por um periodo limitado em areas com baixos
teores de oxigénio dissolvido na agua (MORAIS, O'SULLIVAN, 2017).

Na natureza, as fémeas entdo sexualmente maduras entre 4 e 5 anos de idade,
com, aproximadamente, 58 cm de comprimento. E uma espécie que realiza migracéo
reprodutiva e nao fornece cuidados parentais, cujas larvas séo transportadas pela
corrente por quatro a 15 dias, cobrindo de 400 m a 1.300 km, a deriva para lagos de
planicie de inundacéo, onde os jovens passam a fase juvenil (HILSDORF et al, 2021). A

alimentacgao larval exdgena inicia ao atingirem entre 5 e 7 mm de comprimento, quando
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passam a consumir zooplahcton, principalmente cladoceros, rotiferos, copepodes e larvas
de insetos, e com o passar do tempo invertebrados maiores, como larvas de
quironomideos (MORAIS et al, 2017).

No ambiente de cultivo, desenvolve-se melhor em aguas com alcalinidade e dureza
superior a 30 mg/L e temperaturas entre 27 e 30 oC (IZEL et al. 2014). A faixa de pH
considerada adequada para a espécie em cultivo é entre 4,0 e 6,5, sendo relativamente
tolerante a agua acida, apresentando estratégias adaptativas que envolvem ajustes
hematoldgicos, regulagao ibnica e produ¢ao de muco (ARIDE et al., 2007).

A criagao de tambaqui é geralmente dividida em trés fases: (i) larvicultura, que dura
de 30 a 45 dias e envolve a criagdo dos peixes desde a eclosao até que atinjam um peso
médio individual de 0,5 a 1g; (ii) produgao de juvenis, que dura cerca de 60 dias e leva os
peixes a atingirem um peso médio individual de 40 a 50 g; e (iii) engorda, cuja duragao
varia dependendo do peso desejado para abate (DAIRIKI E SILVA, 2011; LIMA et al.,,
2013).

Figura 3 - Larva de tambaqui (C. macropomum). Arquivo Pessoal.

O desenvolvimento larval de peixes teledsteos inicia-se apds a eclosao dos ovos e
finaliza com a reabsor¢édo do saco vitelinico. Durante esse periodo, diversos eventos
ocorrem de forma sincronizada, tais como a expansao da bexiga natatéria, pigmentagao
ocular, desenvolvimento das barbatanas e flexdo da notocorda. As larvas, abrem a boca
cerca de 36 horas apos a eclosdo, dando inicio a alimentacdo exdgena (HILSDOREF et al,
2021).

Este, € um dos periodos mais desafiadores da producdo de peixes, o qual o
sucesso € determinado por uma combinacdo de fatores como nutricdo, imunidade,

qualidade da agua, densidade de estocagem e temperatura (LUZ et al, 2020). Durante os
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estagios iniciais, os animais sdo mais vulneraveis a acidificagdo da agua e aumento da
temperatura, o que pode ocasionar comprometimento das estruturas esqueléticas
(LOPES et al 2018). Além disso, o sistema de iluminagdo usado pode afetar a
capacidade das larvas de tambaqui de capturar presas, as quais devem ser alimentadas
com racéo viva (zooplancton ou Artemia salina) (HILSDORF et al 2021). A Artemia salina,
microcrustaceo rico em proteinas, energia e aminoacidos livres e sdo facilmente digeridos,
sao resistentes a variagdo no ambiente, transporte e armazenamento, o que contribui para
0 seu uso como alimento vivo. O fornecimento de alimentos vivos nos primeiros dias de
vida é essencial para o crescimento e desenvolvimento do trato digestivo, até que
possam ser desmamadas em ragao artificial (MELO et al., 2023).

Ademais, a utilizagdo de uma densidade de estocagem apropriada € vantajosa do
ponto de vista comercial, uma vez que permite a maximizagao do uso de tanques, agua e
recursos econdmicos. A densidade de estocagem pode influenciar o crescimento, a
sobrevivéncia e o comportamento dos peixes em fase larval, além de afetar a ocorréncia
de canibalismo durante a larvicultura (LUZ et al., 2020). Nessa espécie, € comumente
realizada em viveiros, mas recentemente pesquisas descreveram a possibilidade de
larvicultura intensiva em um sistema de aquicultura de recirculacdo (RAS) com uma
densidade de até 50 larvas L-"' durante os primeiros 30 dias de alimentacdo, sem reducédo
no crescimento e sobrevivéncia em relacao a densidades mais baixas. Assim, densidades
mais altas devem ser avaliadas (SANTOS et al., 2022).

Em cativeiro, peixes adultos sdo capazes de digerir tanto proteina animal quanto
vegetal, e facilmente se adapta a alimentagdo com ragao artificial, aceitando, também,
ragao e graos (NUNES et al., 2006). A racao farelada (com 55% de proteina bruta - PB)
em adicdo a agua rica em plancton é utilizada como fonte de alimento para as larvas,
melhorando o desempenho produtivo e a sobrevivéncia (PEDREIRA et al., 2015). Quando
privado de alimento, é capaz de ter um crescimento compensatorio com maior deposicao
de proteina corporal (ITUASSU et al., 2004).

Em sistemas semi-intensivos, € possivel criar cerca de 2500 peixes/ha, enquanto
em cultivo intensivo com uso de aeradores, essa densidade pode chegar a 7000
peixes/ha (IZEL et al., 2014). O tambaqui tem bom desempenho em sistemas intensivos e
pode atingir um peso final de 2,7 a 3,3 kg apds 12 meses em viveiros (MELO et al., 2001;
IZEL et al., 2013; LIMA et al., 2013b; IZEL et al., 2014). Para calcular a quantidade de
racao necessaria, € importante fazer biometrias em amostras da populagcédo a cada 15 ou
30 dias, para verificar a biomassa do plantel (MELO et al., 2001; IZEL e MELO, 2004;
IZEL et al., 2014).
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2.3. Problematica:uso demasiado de antimicrobianos

Em 2018, o consumo global de antibidticos veterinarios foi estimado em 76.704
toneladas, e estima-se que o consumo global de antibiéticos veterinarios cresga em 11,5%
até 2030. Diante disso, criatérios utilizam antibioticos de forma extensiva tornaram-se
pontos criticos para a resisténcia aos antibidticos, de forma que varios estudos relataram
genes de resisténcia a antimicrobianos (ARG) e bactérias resistentes aos antibidticos
(ARB) abundantes em ambientes agricolas, como aguas residuais, solo e ar (ROTHROCK
et al., 2021).

Como agravante, as estagdes de tratamento de aguas residuais, que coletam
aguas de varias fontes, como municipios, hospitais e matadouros, pode tornar-se uma
fonte rica de ARB e ARG, uma vez que genes nao sao facilmente removidos pelos
meétodos convencionais de tratamento. Além disso, a contaminagao pode se espalhar para
0 ambiente hidrico, solo, bem como para os trabalhadores e residentes vizinhos através
da forma de aerossois. A inalagdo, o contato dérmico e a ingestdo desses poluentes
podem levar a transmissdo de ARB e ARG para humanos, causando potenciais riscos a
saude (DING et al., 2023).

A alta demanda por pescado nos ultimos anos, levou os produtores a expandir sua
producdo em areas de cultivo ja existentes. No entanto, a pratica de adensamento pode
ter impactos negativos na saude dos peixes, pois essa intensificacdo expde os animais a
mudancgas na qualidade da agua e a praticas intensivas de manejo, o que causa estresse
e desequilibrio na triade patégeno-hospedeiro-ambiente. Por conta disso, uma grande
porcentagem de perda de produc¢do na pisicultura é ocasionada por doengas, chegando a
até 50%. Fatores antropogénicos, densidade populacional elevada e qualidade ruim da
agua geram estresse agudo e cronico em peixes e crustaceos, afetando suas fungdes
metabdlicas e imunolégicas e tornando-os mais suscetiveis a infecgdes (KOTZENT,
2017).

As bactérias sdo grandes responsaveis por causar doengas na criagao de peixes, e
algumas delas, como Aeromonas sp., Flavobacterium sp., Vibrio sp. e Streptococcus sp.,
podem causar grandes perdas econdémicas . A bactéria Aeromonas hydrophila, um dos
principais patdgenos oportunistas de peixes de agua doce, principalmente o tambaqui,
ocasiona quadros de septicemia hemorragica. A sua patogénese € complexa e

multifatorial, o que torna o seu controle dificil. Além disso, apresenta resisténcia a diversos
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antibioticos, anti-sépticos e desinfetantes, e a diversidade de cepas dificulta o
desenvolvimento de vacinas (VISWANATAN et al., 2015).

Essas bacterioses, comuns em sistemas de cultivo, sdo controladas utilizando
antibiéticos, como prevencao e tratamento, durante o processo de colheita ou manuseio,
podendo ser adicionados na ragao ou na agua de cultivo (HOSSAIN et al. 2019). Embora
0 uso de antibidticos seja necessario para o desenvolvimento da criagdo aquicultura, essa
pratica pode apresentar um risco significativo de desenvolvimento de resisténcia a
medicamentos em patdgenos, bem como na microbiota indcua nativa do ambiente
aquatico do hospedeiro, além da presenga de residuos de antimicrobianos (DEEKSHIT et
al, 2022). Por isso, o uso indiscriminado de antimicrobianos como uma tentativa de
controle das doengas, coloca em risco toda a cadeia produtiva, comprometendo a saude
dos peixes e o meio ambiente, deixando residuos nas carcacgas, tornando-as impréprias
para exportacéo para os Estados Unidos e Europa (KOTZENT, 2017).

A transferéncia horizontal de genes tem desempenhado um papel significativo na
disseminagao rapida da resisténcia antimicrobiana, permitindo a aquisi¢do de genes de
resisténcia antimicrobiana por elementos genéticos moveis, como transposons,
plasmideos e integrdées, em populacdes bacterianas (HOSSAIN et al., 2019). A resisténcia
antimicrobiana (AGR) pode resultar na ineficacia de certos antibidticos, levando a
necessidade de utilizar a mesma substancia ou um antibiético diferente em doses mais
elevadas. Alguns grupos de antibiéticos, como a Rifampicina, Aztreonam e Telitromicina,
sdo particularmente afetados por esse fenbmeno. DEEKSHIT et al., 2022). Portanto, o
acumulo de elementos genéticos moveis em um ambiente também representa um
reservatorio adaptativo e robusto de ARGs que podem ser acessados e adicionados por
diferentes linhagens bacterianas (BEHLING et al, 2023).

Alguns ARG e ARB s&o amplamente compartilhados entre humanos, animais e
meio ambiente, como o gene resistente a colistina. O uso e residuos de antibidticos,
metais pesados e outros fatores ambientais (pH, temperatura e teor de oxigénio) podem
permitir a transferéncia de ARG entre bactérias e disseminacao para diferentes nichos
ecologicos, além de aumentar a poluicdo ambiental e afetar a saude dos trabalhadores e
dos habitantes vizinhos (DING et al., 2023).

Durante o processo de producao de pescados, a resisténcia dessas bactérias aos
antibiéticos pode ter impactos negativos na saude humana, resultando em infec¢des, uma
vez 0s manipuladores do pescado, estando com o sistema imunolégico comprometido,
podem ser infectados por diversas bactérias, incluindo Aeromonas hydrophilia,

Photobacterium damselae, Vibrio vulnificus, Streptococcus iniae e Mycobacterium
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marinum, além de doencgas transmitidas por alimentos, frequentemente causadas por
Clostridium spp. e Listeria monocytogenes. Além de causar infec¢oes, essas bactérias
também podem carregar genes de resisténcia antimicrobiana e transmiti-los a outros
patégenos humanos, contribuindo para o aumento da resisténcia em infecgdes humanas
(OKON et al, 2022).

O uso excessivo de antibidticos, aumenta o numero superbactérias, tornando os
antibidticos cada vez mais ineficazes, resultando em infeccbes mais dificeis de tratar.
Desde 2019, estima-se que infec¢gdes ocasionadas por patdégenos resistentes a
antibioticos tenham causado diretamente 1,27 milhdo de mortes, tornando-se um
problema critico em termos de saude publica e seguranga ambiental (XU et al, 2023).
Dessa forma reduzir o uso de antibiéticos € uma das principais maneiras de diminuir a
presenca de bactérias resistentes no ambiente, animais, cadeias alimentares e
instalagdes de saude, além de minimizar as ameagas a saude publica (DING et al, 2023).

Os riscos para o0 meio ambiente e para os consumidores associados ao uso desses
compostos levaram a recente implementagao de regulamentos mais rigorosos sobre o uso
profilatico de antibidticos e a presenga de residuos de antibidticos em produtos de
aquicultura. Isso se reflete nas proibicdes de seu uso na industria da aquicultura em todo
o mundo (LIEKE et al., 2020).

Devido a esses e outros problemas associados a utilizagdo de antimicrobianos, é
necessario investigar alternativas que permitam reduzir o uso desses farmacos na
aquicultura sem afetar a produtividade ou a qualidade final do pescado. Neste contexto, a
utilizacao de probidticos pode ser uma alternativa importante para prevencado de doencas
em peixes (KOTZENT, 2017).

2.4 Probiéticos

Para a producao de peixes de forma sustentavel, é importante buscar alternativas
sustentaveis para controlar as infecgbes bacterianas, e algumas opcdes tém sido
exploradas. Nos peixes, o epitélio intestinal € a principal barreira de absorcdo de
nutrientes, contando com a ajuda de uma grande quantidade de microrganismos, formada
por conjunto de bactérias, archaea, eucariotos e virus (SUNDH E SUNDELL, 2015). Essa
microbiota residente tem uma relagdo simbidtica com o hospedeiro e desempenha papéis
fundamentais na protecédo contra patdgenos, além de fungdes nutricionais, endocrinas,
neurais e fisiolégicas. Quando ocorre o desequilibrio nas comunidades comensais, que

formam a microbiota intestinal, o hospedeiro sofre consequéncias fisiolégicas, o que pode
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levar a uma redugéo do crescimento e maiores taxas de mortalidade (VARGAS-ALBORES
et al, 2014). O uso de probidticos como aditivo na alimentagdo regular, tem mostrado
resultados positivos na protecdao do intestino contra microrganismos patogénicos e
reducao da inflamagdo. Esses compostos tém melhorado o crescimento, imunidade e
saude intestinal das espécies cultivadas (GOH et al., 2022).

O termo probidtico tem origem nas palavras gregas "pro" e "bios", que juntas
significam "para a vida". A definicao inicial de probidticos foi proposta por Lilly e Stillwell
(1965), que os descreveram como "substancias secretadas por um microrganismo que
estimula o crescimento de outro". Posteriormente, Fuller (1989) definiu probidticos como
"produtos constituidos por microrganismos vivos que afetam beneficamente o hospedeiro,
promovendo o equilibrio da microbiota intestinal". Merrifield et al. (2010) propuseram uma
definicdo mais ampla, considerando probidticos como qualquer célula microbiana viva que
beneficie o hospedeiro quando fornecida por meio da dieta ou da agua de cultivo,
melhorando o equilibrio da microbiota intestinal.

Os probiéticos sao microrganismos vivos que oferecem beneficios para a saude do
hospedeiro (EL-SAADONY et al., 2021) e tém um papel crucial na garantia da
sustentabilidade da aquicultura, reduzindo os efeitos negativos do uso de antibi6ticos e
outros antimicrobianos. Estes ajudam a restaurar a microbiota intestinal, promovendo a
saude e o bem-estar desempenhando um papel crucial no crescimento e estabelecimento
da microbiota intestinal. Aléem disso, produzem peptideos antimicrobianos, metabdlitos,
fatores de crescimento e moduladores imunolégicos, que ajudam a proteger a fungéo
imunoldgica e mantém a homeostase quando incorporados a dieta atuando nas fungdes
digestivas, respiratérias e imunologicas, reduzindo o risco de doengas infecciosas
(SRINIVASH et al, 2023).

Dessa forma, os probiéticos tém sido considerados como um dos aditivos
alimentares mais promissores para melhorar a produgéao aquatica (CHOWDHURY E ROY,
2020). Nesse cenario, sao reconhecidos os impactos positivos diretos, tais como a
estimulagdo do sistema imunoldgico, aumento da resisténcia a doengas, diminuicdo da
resposta ao estresse, aprimoramento da morfologia do trato gastrointestinal e incremento
no desempenho de crescimento e na utilizagdo dos alimentos. Além disso, observa-se a
melhora na qualidade da carne e da carcaga, bem como a reducdao de malformacdes
(KOTZENT, 2017).

A respeito da interagdo com o trato gastrointestinal, esses microrganismos podem a
permeabilidade através de diversos mecanismos, alguns desses incluem o estimulo da

producdo de muco, a produgcdo de peptideos antimicrobianos como defensinas e
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catelicidinas, e outras moléculas antimicrobianas como acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) e bacteriocinas ou microcinas. Estes, também, podem ajudar a proteger a fungao
de barreira intestinal competindo com patdégenos por sitios de ligagdo nas células
epiteliais e na camada mucosa sobrejacente (SOUZA, 2019).

Para tanto, existem trés possiveis mecanismos de acdo associados aos probioticos
através de um espectro de atividade que pode ser dividido em efeitos nutricionais,
fisioldgicos e antimicrobianos. O primeiro deles é relacionado a capacidade de reduzir o
numero de células viaveis por meio da produgdao de compostos com atividade
antimicrobiana, competicdo por nutrientes e por sitios de adesdo. O segundo envolve a
modificagdo do metabolismo microbiano, resultando no aumento ou diminuicdo da
atividade enzimatica. Por fim, o terceiro consiste no estimulo da imunidade do hospedeiro,
promovendo o0 aumento dos niveis de anticorpos e da atividade dos macrofagos (SOUZA,
2019).

A utilizagdo de probidticos tem sido vista como uma solugédo promissora e
sustentavel para o controle de doengas em peixes, pois pode substituir o uso excessivo
de produtos quimicos e antimicrobianos, uma das grandes preocupag¢des da industria de
aquicola. O uso indiscriminado de antimicrobianos pode causar riscos a cadeia produtiva,
deixar residuos no pescado, afetar a saude de peixes e outros animais n&o alvo, além de
comprometer o meio ambiente e favorecer o aparecimento de cepas resistentes a esses
medicamentos (AKHTER et al., 2015)

A maioria dos probidticos utilizados na aquicultura sdo provenientes de fontes
terrestres ou de ambientes diferentes do organismo hospedeiro aquatico. No entanto,
evidéncias sugerem que os probidticos autdctones, ou seja, aqueles naturalmente
associados ao hospedeiro, apresentam um desempenho superior em comparagdo aos
probidticos isolados de outras fontes. Uma possivel explicagdo para isso € que 0s
probidticos autdctones estdo melhor adaptados ao seu habitat natural, ou seja, o intestino,
em comparagao aos probidticos aloctones.

Portanto, espera-se que os probidticos autdctones sejam capazes de colonizar
prontamente o trato gastrointestinal do hospedeiro e apresentem um desempenho mais
eficaz. Além disso, os microrganismos tendem a exibir as mais altas atividades fisiologicas
em seu ambiente natural. A taxa de sobrevivéncia dos probidticos também é
provavelmente maior quando aplicados em seu ambiente natural. Isso sugere que uma
grande proporgdo da microbiota intestinal coevoluiu com o hospedeiro e,
consequentemente, revela algum grau de especificidade de espécie. De fato, as

interagdes entre organismos multicelulares e microrganismos podem promover mutagdes
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benéficas para as bactérias (WERTZ et al, 2021).

Além disso, pesquisas tém sugerido vantagens dos probioticos endogenos na
sobrevivencia e no desempenho de colonizacao no ambiente intestinal (ZHANG et al.,
2022). E valido ressaltar, que a microbiota intestinal autdctone desempenha papel
fundamental na fisiologia do trato gastrointestinal, modulando a resisténcia a colonizacao
e interferindo no metabolismo de substratos organicos (TALWAR et al., 2018; WANG et
al., 2016). Porem, o isolamento e a industrializacao desse tipo de cepa tem se tornado um
empecilho devido suas particularidades fisiologicas (ZHANG et al., 2022).

Os probidticos sdo uma opgao promissora e sustentavel para o controle de
doencas em peixes, porém, a eficacia dos produtos disponiveis no mercado é
frequentemente questionada devido a sua origem em isolados probidticos de outras
espécies, como suinos e aves. Embora o uso de microrganismos autoctones ou nao do
hospedeiro possa ser realizado na aquicultura, a utilizagdo de microrganismos autdctones
€ vantajosa, ja que esses microrganismos estdo adaptados ao ambiente, salinidade e
temperatura, o que pode aumentar ainda mais seus beneficios para o hospedeiro
(ZORRIEHZAHRA et al., 2016).

O isolamento de candidatos probidticos em peixes é realizado por meio de técnicas
dependentes de culturas, utilizando meios de crescimento seletivos e n&ao seletivos. Na
pratica, € necessario utilizar varias vias e condigbes de cultura diferentes, como
gradientes de nutrientes e pH, para aumentar a diversidade de isolados. Nos peixes, as
bactérias aerdbicas e anaerdbicas facultativas sao os principais alvos da triagem, devido a
sua predominancia no intestino. Uma vez que um candidato probidtico é selecionado, o
protocolo de cultivo pode ser adaptado para produgao biotecnoldégica em um biorreator
(WERTZ et al., 2021).

Para que um microrganismo possa ser considerado um potencial probiotico para
uso na alimentacdo de animais, € necessario seleciona-lo com base em suas
caracteristicas e em sua capacidade de passar por alguns testes especificos. Para tanto é
fundamental que as bactérias probioticas sejam capazes de superar as diversas barreiras
presentes no trato gastrointestinal, como o acido estomacal, composto de acido cloridrico,
cloreto de potassio e cloreto de sodio, sobrevivendo em pH baixos (1,5-3,0) por um
periodo de 2 a 3 horas, tempo médio de passagem pelo estbmago; tolerancia a bile, uma
vez que isso facilita sua passagem pelo duodeno em diregado ao local de agédo no trato
gastrointestinal (SRINIVASH et al, 2023).

Além disso o microrganismo deve ser capaz de colonizar o trato gastrointestinal do

animal hospedeiro. A aderéncia ao trato intestinal é crucial para sua viabilidade e eficacia,
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cujo uma possivel forma de adesdo e colonizagdo se da através da ligacdo aos
microrganismos que se ligam a camada de muco que protege as células epiteliais do
hospedeiro no trato gastrointestinal. Essa adesao entre a membrana celular bacteriana e
as varias superficies que interagem no hospedeiro € um processo complexo, sendo esta
uma interagao intricada de varias forgas eletrostaticas e quimicas, onde as cepas que
aderem bem aos hidrocarbonetos sao consideradas hidrofébicas, enquanto as que
aderem mal sao consideradas hidrofilicas, tornando o fator hidrofobicidade, o qual é
mediado por componentes da membrana, crucial (SRINIVASH et al, 2023).

Esses microrganismos, também, devem possuir atividade antagonista a algumas
cepas patogénicas de interesse inibindo seu crescimento devido a atividade bactericida
das bacteriocinas que sao sensiveis a protease. Além disso, as cepas de bactérias do
acido latico com potencial probidtico conseguem suprimir 0 crescimento de
microrganismos patogénicos, reduzindo o pH do lumen intestinal por meio da secrecéo de
compostos antimicrobianos, como aménia, bacteriocinas, diacetil, peroxido de hidrogénio
e acidos organicos, como acido acético e lactico. Ainda, para garantir a seguranga das
cepas probidticas, € essencial avaliar sua suscetibilidade aos antibiéticos e evitar o uso de
cepas resistentes, sendo comum susceptilidade a farmacos como Clindamicina,
Tetraciclina, Cloranfenicol e Eritromicina, enquanto resisténcia € em relacdo aos
antibiéticos glicopeptideos, como Gentamicina, Estreptomicina e outros de interesse a
saude publica e animal (SRINIVASH et al, 2023).

Além disso, é importante que o microrganismo néo seja hemolitico, uma vez que a
hemolisina € um fator de viruléncia comum entre os patégenos e pode causar anemia e
edema no hospedeiro, tornando o ferro disponivel para seu metabolismo. Ademais, € de
interesse que essas cepas possuam potencial de autoagregagdo, a qual efere-se a
agregacado de bactérias entre células da mesma cepa. Essa capacidade de aderir a
cavidade oral e ao trato gastrointestinal € fundamental para proporcionar efeitos
benéficos, sendo um fator vital uma vez que formam biofilmes que protegem o hospedeiro
da colonizagdo por organismos patogénicos; além disso podem produzir respostas
bioldgicas benéficas, como influenciar o sistema imunoldgico e aumentar a competigao
com patogenos intestinais. Outrossim, a propriedade de co-agregacgao, acoplamento entre
bactérias probidticas e patogénicas, €, também, um importante critério de selegdo, uma
vez que neste processo é reduzido crescimento dos patogénico, com posterior eliminagéo
através da produgdo de compostos antimicrobianos que atuam diretamente nas células
bacterianas (SRINIVASH et al, 2023).

Neste contexto, as principais cepas probidticas estudadas sao bacterias acido-
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laticas, gram-positivas, geralmente catalase-negativas, que crescem em microaerofilia.
Dessa forma, os probioticos incluem especies acido-laticas dos geheros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Sporolactobacillus e Streptococcus; espécies nao acido- laticas, tais como, Bacillus
cereus, Escherichia coli e Propionibacterium freudenreichii; e das leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii (VARAVALLO, 2011).

No que concerne ao género Lactobacillus, foi primeiramente isolado por Moro em
1900 a partir das fezes de lactentes que foram amamentados com leite materno. Estes,
sdo caracterizados como gram-positivos, ndo formadores de esporos, desprovidos de
flagelos e apresentam formato bacilar ou cocobacilar, podendo ser anaerdbios ou
aerotolerantes. As condi¢gbes ideais para a multiplicagdo desses microrganismos sao
temperaturas entre 35-40 °C. Atualmente, as mais utilizadas os Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus casei (SANTOS et al., 2011).

2.5 Probiodticos na aquicultura

Um dos requisitos essenciais para o sucesso de uma criacdo animal aquatica é o
crescimento saudavel dos animais. Com esse objetivo, tém sido realizados diversos
estudos para avaliar os efeitos positivos de diferentes microrganismos como potenciais
probioticos. A utilizagdo desses microrganismos na aquicultura € uma abordagem
ecoldgica que visa melhorar a saude e o crescimento dos animais aquaticos. Através
dessa técnica, é possivel facilitar a digestdo dos alimentos, aumentar a resisténcia dos
animais a patogenos e melhorar sua capacidade de lidar com condi¢gdes ambientais e
nutricionais adversas (SUMON et al., 2022).

Por exemplo, Sugita et al. (2007) isolaram duas cepas de L. lactis do intestino de
Silurus asotus, os quais foram capazes de inibir o crescimento de A. hydrophila por meio
da produgao de peroxido de hidrogénio. Da mesma forma, Nandi et al. (2016) isolaram
duas cepas de Bacillus sp. do TGl de quatro espécies de peixes de agua doce, as quais
apresentaram atividade antagonista contra A. hydrophila, A. salmonicida, A. sObria e A.
fluorescens, além de produzirem enzimas digestivas, ndo serem hemoliticas e serem
resistentes a bile.

Recentemente, estudos tém demonstrado o efeito da imunomodulacdo de peixes,
principalmente no TGI, apds a suplementacgao probidtica. Esses testes vém demonstrando

que além da eficacia da manutencdo da integridade e defesa intestinal, probioticos
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autoctones como Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis,
proporcionaram o0 aumento do ganho de peso e a taxa de crescimento especifico,
melhoraram a conversdo alimentar e promoveram maior indice de sobrevivéncia
(CAVALCANTE et al., 2020; PAIXAO et al., 2020). Outras analises demonstram que a
adicdo dessas cepas a alimentag&o proporcionou maior peso final, ganho de peso diario,
atividade da mieloperoxidase, maior atividade fagocitica quando comparados os
tratamentos e o grupo controle, e maior resisténcia ao estresse oxidativo (TACHIBANA et
al., 2020; XUEA et al., 2020). No entanto, ainda sdo escassas pesquisas relacionadas as
mudangas que os probidticos ocasionariam na microbiota intestinal, bem como entender
como elas afetariam o desempenho do crescimento e as taxas de sobrevivéncia (ZHANG
et al., 2022).

Ademais, estudos realizados no periodo de 2003 a 2020 relataram, em 51,8% dos
trabalhos, que a utilizacdo de probidticos melhorou a resisténcia contra bacterioses,
ocasionadas, principalmente, por Streptococcus agalactiae, Aeromonas hydrophila,
Citrobacter freundii, Vibrio ponticus, Vibrio harveyi, Vibrio scophthalmi, Vibrio anguillarum,
Aliivibrio fischeri, Edwardsiella ictaluri, Yersinia ruckeri, e Lactococcus garvieae,
comprovando a capacidade da inibicdo de patogenos no TGIl. Nessas analises foi
demonstrado a capacidade de cepas probidticas em produzir substancias efeito
bacteriostatico ou bactericida, tais como bacteriocinas, sideroforos, proteases, lisozimas e
peroxido de hidrogehio; modificagdes no pH intestinal pela produgéo de &cidos organicos
e 4cidos graxos volateis (RING@ et al. 2010; HOSEINIFAR et al. 2017; DE et al. 2014;
MOHAPATRA et al. 2014).

Esses estudos também demonstraram, em 50,9% das analises, melhor
desempenho zootécnico, como melhores taxas de crescimento, ganho de peso e
eficiéncia alimentar, apds a suplementacdo de probidticos. Esses resultados foram
motivados pelo maior consumo do alimento, uma vez que os aditivos proporcionaram
melhora no apetite do hospedeiro, além da maior digestibilidade da ragao, por meio da
quebra de nutrientes inicialmente indigestiveis e produgdo de vitaminas. Além disso,
também foi relatado, em 29,5%, melhora da resposta imune através da contagem superior
de células imunolégicas, como leucdcitos, mondcitos e linfocitos. Esses estudos ainda
revelaram alteragdbes morfométicas no intestino, em particular na densidade e
comprimento das vilosidades, adiconado de maior numero de celulas caliciformes, em 8%
dos estudos. (LIU et al. 2020; TARKHANI et al. 2020).

Outrossim, ainda demostraram relatos da reducdo das taxas axas de cortisol nos

tecidos, de glicose e lactado no plasma, diminuindo o estresse induzido (NIMRAT et al.
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2012; ZORRIEHZAHRA et al. 2016; VARELA et al. 2010). Além disso, algumas espécies
probidticas mostraram eficiéncia na biotransformacdo da matéria organica em CO2,
minimizaram o acumulo de carbono organico dissolvido durante a fase de crescimento,
removeram residuos de nitrogénio, e proporcionaram maior equilibrio na produgédo de
fitoplancton em aguas contendo probidticos (KUEBUTORNYE, ABARIKE e LU, 2019;
BALCAZAR et al. 2008).

Concomitantemente, Thankappan et al. (2015) isolaram Bacillus spp. do trato
gastrointestinal de Labeo rohita e realizaram uma série de testes in vitro e in vivo, como
atividade antimicrobiana, tolerancia a baixo pH e sal biliar, ensaio de hidrofobicidade,
ensaio de autoagregacgao, tolerancia ao suco gastrico, susceptibilidade a antibidticos,
atividade proteolitica e amilolitica, catalase e teste hemolitico. Os resultados mostraram
que os isolados probidticos eram seguros e eficazes. Assim como Mourifio et al. (2016)
isolaram Weissella cibaria do intestino de hibridos de Pseudoplatystoma reticulatum e
Pseudoplastystoma corruscans e observaram um aumento significativo na contagem de
globulos vermelhos em peixes alimentados com esta bactéria em comparagédo com os nao
alimentados. Isso sugere o potencial dessa espécie bacteriana como probidtico para o
cultivo de surubim. Outros géneros como Staphylococcus, Pediococcus e Enterococcus
também tém mostrado promisséo para a utilizacdo como probidticos em peixes.

Outrossim, Mesquita et al. (2021) e Telli et al. (2014) corroboram com estudos
mostrando os probidticos como uma solugéo eficaz para reduzir os efeitos das espécies
reativas de oxigénio que podem ser produzidas em organismos de aquicultura, além de
estimular o seu crescimento. Estudos, como o de Kuebutornye et al. (2019),
demonstraram que a adi¢cao de probioticos a alimentagdao de animais de aquicultura, como
o B. subtilis, pode melhorar a taxa de utilizagdo de alimentos e aumentar a taxa de
crescimento dos animais. Além disso, ao adicionar probidticos diretamente na agua da
cultura, foi possivel melhorar a qualidade da agua e dos sedimentos, uma vez que foi
alterado a composicao bacteriana, protegendo a saude dos peixes.

Para analisar os mecanismos subjacentes das interagdes entre o hospedeiro e o
microbioma, pesquisadores utilizaram a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) como
modelo experimental, com o objetivo de avaliar o impacto de duas bactérias probidticas,
Bacillus velezensis e Lactobacillus sakei. Estes, condurizam Uma série de experimentos,
incluindo analises de histologia intestinal, avaliagdo da fisiologia sérica, analise do
transcriptoma e perfis combinados do microbioma intestinal e metabdlitos, e obtiverem
resultados que demonstraram que ambos os probidticos tiveram um efeito positivo no

crescimento da truta arco-iris, melhora da imunidade, da atividade enzimatica sérica, na
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composicdo do microbioma intestinal e na resisténcia ao patégeno Aeromonas
salmonicida. Além disso, observaram uma remodelag¢ao da estrutura microbiana intestinal,
com um aumento na abundancia relativa de bactérias potencialmente benéficas, como
Roninococcus, Lachnospiraceae ucg-004, Leptotrichia, Bacillus coagulans,
Porphyromonadaceae, Anaerococcus e Photobacterium (ZHAO et al, 2023).

Investigando cepas autoctones do intestino de carpas saudaveis, foi isolado uma
nova cepa de Enterobacter asburiae, denominada E7. Esta, demonstrou uma ampla
atividade antibacteriana contra varias espécies de Aeromonas, incluindo Aeromonas
hydrophila, A. veronii, A. caviae, A. media, A. jandaei, A. enteropelogenes, A. schubertii e
A. salmonicida. Além disso, constatou-se que a cepa E7 ndo apresentava patogenicidade
para 0 hospedeiro e era suscetivel a maioria dos antibiéticos comumente utilizados
(ZHANG et al., 2023). A partir do mesmo principio a cepa Phaeobacter piscinae S26
demonstrou eficacia no combate a espécies patogénicas de Tenacibaculum, como T.
maritimum, T. soleae e algumas cepas de T. discolor, suprimindo o crescimento e causar a
morte dessas espécies patogénicas (TESDORPF et al., 2022).

Ainda, ao realizar um estudo para investigar os efeitos dos antibidticos na
mortalidade apdés um desafio com patdgenos de peixes da espécie Poecilia sphenops,
conhecido como molly preto, foi avaliado se a administragdo de probidticos poderia
reverter quaisquer perdas de resisténcia a doencga induzidas pelos antibiéticos, observou-
se que o tratamento com antibidticos resultou em um aumento significativo na taxa de
mortalidade dos peixes. No entanto, constatou-se que duas espécies bacterianas
probidticas, Phaeobacter inhibens S4Sm e Bacillus pumilus RI06-95Sm, foram capazes de
colonizar os microbiomas dos animais e reverteram os impactos negativos causados
pelos antimicrobianos (SCHMIDT et al., 2017).

Semelhantemente, utilizando Aeromonas veronii com taxa de viruléncia de 73,3%,
isolada de carpas koi doentes, em ensaios in vitro, foi comprovada a suscetibilidade desse
patdgeno a uma mistura probiotica comercial contendo espécies de Bacillus, resultando
em uma zona de inibicdo observada a uma concentragdo de 108 UFC / mL, verificando a
preservagdo da morfologia intestinal e uma contagem adequada de células calciformes,
podendo ser uma estratégia eficaz para controlar a perda significativa de produgao
causada pela infeccdo em pisciculturas ornamentais (THANH et al, 2021).

Nos ultimos anos, a microencapsulagéo tem sido utilizada para manter a viabilidade
dos probidticos, controlar a liberacdo e fornecer uma dose adequada em um local
especifico dentro do corpo do animal. Esse método também pode ser usado para

preservar nutrientes, minimizar o vazamento e controlar a liberagdo de nutrientes nas
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areas-alvo, o que pode ajudar a minimizar os impactos ambientais de probidticos e
matérias organicas na aquicultura (DEZFOOLI et al., 2018).

Utilizando desse principio, Mohammadian e colaborradores (2021), estudaram os
efeitos protetores do Lactobacillus delbrueckii microencapsulado na Truta Arco-iris
(Oncorhynchus Mykiss) exposta ao chumbo, e concluiram que a suplementagéo dietética
poderia melhorar os parametros de crescimento, reverter os efeitos negativos do chumbo
nas enzimas hepaticas, prevenir as disfungdes induzidas pelo chumbo das enzimas
digestivas, modular os parametros bioquimicos séricos e potencializar o sistema de
defesa antioxidante em alevinos de truta.

Da mesma forma, Amir et al. (2019), avaliaram a aplicagdo comercial do probiético
encapsulado dietético Geotrichum candidum QAUGCO01, verificando o efeito no
crescimento e nos indices imunoldgicos de rohu (Labeo rohita, Hamilton 1822) no sistema
de cultura semi-intensiva, demostraram que houve melhoria da sobrevivéncia, taxa de
crescimento, atividades de enzimas intestinais, hematologia, respostas imunes e
expressao génica HSP 70 de L. rohita recomendando seu uso como uma maneira viavel e

ecoldgica de complementar a racdo convencional.

2.6 Utilizacao de probiodticos na larvicultura

Os microrganismos estdo amplamente distribuidos no meio aquatico e colonizam
os organismos de forma inevitavel ao longo de suas vidas, desde a fase imatura do ovo
até a fase adulta. A composicdo taxonbmica da microbiota ambiental varia
consideravelmente, sendo influenciada por condigdes climaticas, sazonais e fatores
ambientais, como salinidade e temperatura. Organismos aquaticos, incluindo peixes,
estdo constantemente expostos a invasdes microbianas e, para manter a funcionalidade
intestinal adequada, o hospedeiro ativamente seleciona microrganismos simbidticos e
comensais. No entanto, fatores quimicos e fisiolégicos variaveis, como pH, salinidade e
temperatura, podem influenciar dinamicamente a composi¢cdo da microbiota. Dependendo
da duragéo de sua presencga, os microrganismos podem ser considerados transitérios ou
persistentes (WERTZ et al, 2021).

Diversos estudos, que investigaram a comunidade bacteriana intestinal em peixes,
concordam que o trato gastrointestinal (GTI) desses animais abriga aproximadamente 108
células bacterianas por grama. Estas, representam cerca de 500 espécies,

predominantemente compostas por microrganismos anaerobicos ou facultativos. Nas
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espécies de peixes estudadas, os filos Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria
compreendem a proporcdo dominante da microbiota intestinal. Entre os peixes, os
herbivoros apresentam a maior diversidade de microbioma, uma vez que dependem de
bactérias como Clostridium, Leptotrichia ou Citrobacter para auxiliar na digestdo da
celulose presente em produtos vegetais. Devido a compartimentagao e microestruturagao
do GTI, multiplos habitats com diferentes concentragbes de pH e oxigénio sao
estabelecidos, o que proporciona a existéncia de multiplos nichos ecolégicos (WERTZ et
al, 2021).

A microbiota presente no TGl desempenha um papel fundamental em diversos
processos corporais, cujo muitos estudos indicam uma conexao bidirecional entre a
microbiota intestinal e o cérebro, mediada por uma variedade de vias, como metabolismo,
fungdo imunoldgica, nervo vago, neurotransmissores e metabdlitos microbianos.
(FERREIRA, 2015). Ainda, pesquisas apontam que a colonizagado microbiana no inicio da
vida € o momento mais importante para moldar o desenvolvimento intestinal e
imunoldgico e sugerem que uma maior diversidade microbiana no intestino esta associado
a uma maior saude intestinal (VIEIRA, 2022).

Na piscicultura criagdo de juvenis de alta qualidade de algumas espécies aquaticas
€ um desafio, uma vez que as larvas de peixes sao particularmente vulneraveis devido ao
seu sistema imunoldgico imaturo e alta suscetibilidade a doencgas, resultando em uma alta
mortalidade durante esta fase, tornando bactérias oportunistas comuns no cultivo
potenciais patdgenos quando o sistema imunologico do hospedeiro é enfraquecido pelo
estresse ambiental, mesmo com nutricdo e qualidade fisico-quimica da agua adequada
(DENG et al, 2022).

Desde a década de 1940, os modelos gnotobibticos, que consistem em animais
criados em ambiente controlado e com flora associada totalmente conhecida, tém sido
utilizados na pesquisa de animais de aquicultura. De fato, a aplicacido desse método tem
contribuido para a compreensédo de que a microbiota intestinal esta envolvida em
processos como a captagao de nutrientes, a proliferagéo de células epiteliais intestinais, o
desenvolvimento neurocomportamental e a regulagdo imunolégica em peixes (PHELPS et
al., 2017).

Estudos relatam a colonizagao do GTI por microrganismos logo apds a eclosao, na
fase de larvas quando estas abrem a boca, incorporando micrébios do cérion, da agua e
da racado, o qual permanece habitado por uma populacdo diversificada de organismos ao
longo da vida do hospedeiro, mantendo-se relativamente estavel, a menos que fatores

exogenos, como o uso de antibidticos, contaminagdo ambiental, caracteristicas genéticas
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e imunoldgicas do hospedeiro, interfiram no equilibrio da microbiota (EGERTON et al.,
2018).

A colonizagdo precoce de uma microbiota benéfica no intestino pode ajudar no
desenvolvimento da imunidade inata, além de facilitar a maturagao do trato digestivo e da
digestdo de nutrientes, bem como prevenir a invasao de patdégenos, o que influencia o
crescimento e a saude das larvas de peixes. Portanto, é crucial estabelecer seletivamente
uma microbiota benéfica no intestino para garantir uma producao estavel de larvas de
peixes saudaveis. (DENG et al, 2022).

Estudos recentes tém apontado que a microbiota intestinal das larvas de peixes é
mais influenciada pelo ambiente circundante do que nos peixes adultos, indicando a
grande importancia do ambiente de criagao inicial (XIAO et al., 2021). Por exemplo, larvas
de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) criadas em tanques de recirculagdo de agua
(RAS) e tanques de suspensdo ativa apresentaram uma composigdo distinta da
microbiota intestinal (GIATSIS et al., 2014). Além disso, foi relatada uma semelhanca
entre as comunidades bacterianas no intestino da tilapia e na agua de criagdo de cerca de
4% a 8%, enquanto também foi observada uma forte correlagdo nas composi¢cées da
comunidade bacteriana (DENG et al, 2022)

Além disso, foi comprovado que o uso de probidticos em incubatérios de peixes
pode melhorar os parametros imunologicos e a sobrevivéncia das larvas de peixes,
podendo ajudar na sobrevivéncia a patégenos microbianos (SEPPOLA et al., 2009). Dado
que a vacinacdo nao € possivel devido ao tamanho menor, a administracdo oral de
imunoestimulantes pode ser uma estratégia promissora para combater infecgbes
patogénicas e varios estudos ja relatam efeitos positivos dos probidticos em peixes,
incluindo o aumento do peso, sobrevivéncia e atividade dos paréametros imunolégicos
(PUVANENDRAN et al., 2021).

O sistema digestivo das larvas e alevinos €& pouco desenvolvido e imaturo e
imaturo, resultando em uma capacidade reduzida de digestao de alimentos e eficiéncia na
absorcao de nutrientes, o que pode retardar seu crescimento. No entanto, a utilizagao de
probiodticos pode auxiliar nesse processo, uma vez que estes liberam enzimas digestivas
exdgenas e estimulam a ativagdo de enzimas proteoliticas inativas (zimogénios
intestinais), promovendo uma melhora na digestdo. Isso resulta em um aumento na
disponibilidade de proteinas por meio da protedlise, além da liberagdo de aminoacidos e
vitaminas (ISHTHIAQ et al., 2021).

Deste modo, visando garantir a entrega efetiva e liberagdo controlada das cepas

probidticas, é realizada a encapsulagao destas em presas vivas (ISHTHIAQ et al., 2021).
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A bioencapsulagdo é uma técnica utilizada para aprimorar o status nutricional e/ou
benéfico de organismos alimentares vivos, através da alimentagdo ou incorporagdo de
diversos tipos de nutrientes. Estes tém sido empregados como vetores para fornecer
compostos de valor nutricional diversificado aos estagios larvais de animais aquaticos
(RUDTANATIP, et al, 2019).

A bioencapsulacido é uma técnica utilizada para aprimorar o status nutricional e/ou
benéfico de organismos alimentares vivos, através da alimentagdo ou incorporagdo de
diversos tipos de nutrientes, fornecendo compostos de valor nutricional diversificado aos
estagios larvais de animais aquaticos (RUDTANATIP et al, 2019). Devido ao seu tamanho
reduzido, valor nutricional adequado e facilidade de digestdo, os rotiferos (Brachionus
spp.) e artemia (Artemia sp). sdo amplamente utilizados como alimentos para as larvas de
peixes, uma vez podem ser empregados como veiculos bioencapsulados para fornecer
probioticos aos peixes (ISHTHIAQ et al, 2021).

Figura 4 - Nauplio de Artémia salina. Arquivo pessoal

As artemias sao cultivadas a partir de cistos, adquiridos comercialmente. Estes, sdo
incubados em condi¢bes ideais para a eclosao, incluindo temperatura entre 25 e 30°C;
iluminagao de 2000 lux durante todo o processo; arejamento continuo e forte para evitar a
deposicao dos cistos no fundo; salinidade de 20 a 35; ph 8 ou superior e densidade de 2
gramas por litro (FERREIRA, 2009). Apos, aproximadamente, 24 horas, os organismos
eclodidos, conhecidos como nauplios, com cerca de 430 micrOmetros, mais eficiente no
fornecimento de nutrientes para as larvas de peixes pelas suas maiores reservas

endogenas de energia. Apds a abertura da boca e consumo do vitelo, esses organismos
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absorvem as bactérias por absorcao ou filtragdo de particulas em suas vias digestivas e
exoesqueletos (DIAS et al, 2011; ISHTHIAQ et al, 2021).

Ha mais de 10 anos, pesquisas vem fornecendo evidéncias quanto a
bioencapsulagdo probiotica em alimento vivo, como a exemplo da suplementagdo de
Artemia nauplii com B. subtilis, a qual para protegeu as larvas de robalo contra a infecgéo
por V. anguillarum, fornecendo um método alternativo ecoldgico e livre de antibiéticos para
a profilaxia de larvas de peixes marinhos contra vibriose (TOURAKI et al, 2012).

Estudos recentes tém demonstrado que a bioencapsulagdo de Bifidobacterium
animalic e Lactobacillus johnsonni no alimento vivo resultou em um aumento significativo
no crescimento de larvas de Chirostoma jordani (peixe charal) nos primeiros 30 dias. Além
disso, a alimentagdo de larvas de dourada com Planococcus sp. bioencapsulado
demonstrou significancia na sobrevivéncia, comprimento, peso, crescimento especifico,
teor de proteina e valor nutricional lipidico das larvas. Observou-se também um aumento
na atividade de proteases, no numero e comprimento das vilosidades intestinais e no
namero de células caliciformes, sugerindo uma melhora na digestdo e absor¢cdo dos
nutrientes. Em outra analise, a utilizacdo de artemia enriquecida com Saccharomyces
cervisiae na alimentagdo do peixe molly (Poecilia latipinna) resultou em melhorias no
crescimento, sobrevivéncia, atividade de lisozima e resposta imunologica das larvas
(ISHTHIAQ et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Prospectar a efetividade da adi¢gao de cepas de bactérias lacticas obtidas a partir
da microbiota intestinal de tambaquis saudaveis, apartir das suas repercussoes
fisiopatoldgicas e zootécnicas em larvas da mesma espécie, quando expostas ao desafio

da bactéria Aeromonas hydrophila

3.2. Especificos

- Isolar e identificar linhagens de bactérias lacticas presentes na microbiota

intestinal de tambaquis saudaveis;

- Avaliar a viabilidade das linhagens isoladas testes in vitro;
- Investigar os efeitos da suplementagédo com as linhagens de bactérias lacticas
sobre a resposta fisiopatoldégica das larvas de tambaqui desafiadas com Aeromonas

hydrophila;

- Analisar o impacto da suplementagdo com as linhagens de bactérias lacticas na

performance zootécnica das larvas de tambaqui;

- Comparar os resultados obtidos com um grupo controle ndo suplementado,

visando estabelecer diferencgas significativas;

4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi executado na Universidade Federal do Oeste do Para
(UFOPA), em conjunto aos Institutos de Biodiversidade e Floresta (IBEF) e Ciéncias e

Tecnologia das Aguas (ICTA). Para as coletas de material biolégico foram adotados
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Principios Eticos na Experimentacdo Animal propostos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacéo Animal (Comissdo de Etica no Uso Animal, UFOPA, n° 0620180030).

4.1 Obtencao e viabilidade de probiéticos isolados de tambaquis saudaveis

Para obtencédo das cepas bacterianas, foram adquiridos de pescadores locais, 14
tambaquis saudaveis (C. macropomum), oriundos do rio Amazonas, em Santarém — Para
(2°26'35.02"S e 54°42'29.99"W). Os peixes foram levados ao Laboratério de Sanidade
Animal (LARSANA) e eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico, utilizando
solugcdo de benzocaina (10 g/mL, alcool 98°). Os intestinos foram excisados
assepticamente e enxaguados com solugéo salina, a 0,9%, estéril, e posteriormente o
tecido foi inoculado em Placa de Petri de 90 mm, contendo os meios de nutritivos TSA
(Trypticase Soy Agar) (Difco®) e MRS (de Man Rogosa & Sharpe) (Kasvi®) acrescido do
corante Azul de Anilina a 1%.

Dessa forma, o semeio direto foi realizado utilizando fragmentos do estébmago,
intestino e fezes, bem como um mix, realizado pela maceracao do intestino + fezes e 100
ul do cultivo do intestino em caldo MRS por 6 horas. As placas foram acondicionadas em
ambiente de anaerobiose a 37°C por 24 horas. Ao final desse periodo, foi realizado os
isolamentos das cepas bacterianas, as quais foram direcionadas a testes de

caracterizagao in vitro.

4.1.1 Microrganismos e condigao de cultura

As bactérias lacticas isoladas foram mantidas em meio MRS acrescido de glicerol
25%, a -20°C, e as colbnias suspeitas identificadas por suas caracteristicas morfolégicas,
tintoriais e bioquimicas (ZANINI et al., 2012). A reativagéo das culturas foi realizada em

cultivo em caldo MRS e incubacgao por 18 horas a 37°C.

4.1.2 Triagem: teste de Gram, aatalase e atividade hemolitica

Para o teste de catalase, cada colonia foi depositada em uma lamina de vidro, e
sob elas foi adicionado 10 pyL de Perdxido de Hidrogénio. Dessa forma as que reagiram

formando bolhas de gas, correspondendo a conversao do peroxido de hidrogénio em
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agua e oxigénio, foram consideradas catalase positivas. Para tanto, foi utilizado como
controle positivo cepas Aeromonas hydrophila e como controle negativo Lactobacillus sp.,
microrganismos sabidamente positivos e negativos, respectivamente. As coldénias com
resultado negativo para producédo de catalase foram submetidas a coloragao de Gram.
Para este teste, foi, inicialmente, preparado um esfregago de cada colénia em [&mina para
microscopia. Em seguida procedeu-se a coloragao de acordo com protocolo sugerido pelo
fabricante do Kit. Apds secagem, as laminas foram analisadas no microscopio éptico em
aumento de 40.000x e 100.000x.

A selecdo de bactérias com baixo/nulo potencial patogénico e de viruléncia, foi
realizada através o teste de hemdlise. Esse teste assegura que as cepas selecionadas
com potencial probiético ndo causardo danos a saude do peixe. Para a realizacdo do
teste, os bacilos Gram positivo e Catalase negativo, foram difundidos meio TSA (Himedia)
e enriquecido com 5% de sangue equino, conforme o esquema apresentado na Figura 5.
Posteriormente as placas foram incubadas, em anaerobiose, em estufa a 37°C/24h. Apds
crescimento, o agar foi analisado quanto a formagao de zonas hemoliticas, e classificados
da seguinte forma: B-hemolise (zonas trans parentais ao redor das col6nias), a-hemolise
(zonas cinzas-esverdeadas ao redor das col6nias) ou y-hemolises (auséncia de zonas ao

redor das colbnias). Somente os isolados y-hemolise foram selecionados.

Figura 5 - Representagdo esquematica correspondente a utilizada no ensaio de Atividade
Hemolitica. Arquivo pessoal.

4.2 Reagao em cadeia da polimerase do fragmento do gene 16S

A amplificagdo do fragmento do gene 16S foi realizada utilizando o primer Lac1

(F5'- AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3’) e Lac2 (R5-GATTYCACCGCTACACATG-3’)

especifico para o} género Lactobacillus  sp. e oS  primers Bac
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(‘F5’-TCACCAAGGCRACGATGCG-3) e 16S (5-TCACCAAGGCRACGATGCG-3)
(R5-CGTATTCACCGCGGCATG-3’) especificos para Bacillus sp. e para géneros
filogeneticamente proximos.

Neste protocolo, foram testados dois kits de PCR: DramTaq Green (1) e Xtra Platus
(2). Na reacao do primeiro kit foi utilizado 1 uM do primer F, 1 uM do primer R, 25 pL da
solugéo do kit, 1 ug da colbnia bacteriana e completado para 50 uL com agua ultrapura. O
kit 2 teve a reagdo composta por 5 uL de Tampao 10x Xtra Platus, 5 pL da mistura de
sNTP’'s, 1 uM do primer F, 1 yM do primer R, 1 ug de da colbénia bacteriana, 0,25 pL de
XtraPlatus DNA Polimerase e completado para 50 yL com agua ultrapura. A reagéo
ocorreu em um termociclador (Proflex PCR Sistem) com um volume de 50 pl.

O programa de amplificagcao utilizado para o primer Lac1e2 foi composto por um
passo inicial de desnaturagdao a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 1
minuto, 60°C por 2 minutos e 72°C por 1 minuto, finalizando com a extensao a 72°C por
30 minutos. Para o programa do primer 16S foi realizado um passo inicial de
desnaturacao por 3 minutos a 94°C, seguido de 25 ciclos a 94°C por 30 segundos, 63°C
por 30 segundos e 72°C por 2 minutos, por fim um passo de extensao a 72°C por 10
minutos.

Os produtos da PCR foram separados em uma eletroforese em gel de agarose a
1,5% em 0,5x TBE (45 mM Tris, 45 mM de &cido bérico, 1 mM EDTA, pH 8,0). Apds o
preparo do gel e, juntamente as aliquotas de 5 pL dos produtos da PCR, foram
adicionados 1 mL de tampao de corrida. Foi utilizado um peso molecular de 100 pb
(Invitrogen). Ao final da corrida, retirou-se o gel, cuidadosamente, e visualizou-se as

bandas no aparelho de luz UV (Loccus) e fotografou-se o gel.

4.3 Capacidade Anti-Aeromonas

A capacidade anti-Aeromonas das cepas selecionadas foi determinada pelo ensaio
de antagonismo diferido de Harris et al. (1989) e adaptado por Campagnollo et al. (2018).
Para tanto, cada linhagem bacteriana foi cultivada nas condi¢cdes descritas acima (1.1),
posteriormente tiveram a concentragao ajustada OD A600 = 0,15; semeados 100 uL, por
espalhamento, em agar MRS; e incubadas, em anaerobiose, a 37°C/24h.

Em conseguinte, da mesma forma, foi realizado o cultivo e padronizagdo de uma
cultura de A. hydrophila, em agar TSA. Para cada uma das cepas bacterianas isoladas, foi

preparada uma placa contendo a bactéria teste, e sob ela foi colocado um disco
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(cepa+meio), como demonstrado na Figura 6. Apds a incubagéo das placas a 37°C/24h,
as zonas de inibigdo de A. hydrophila foram inspecionadas qualitativamente por auséncia

Ou presenca.

R2
100 ul de suspensdo / Aeromonas
bacteriana hydropila Q )}

X X

Figura 6. Representacdo esquematica correspondente a utilizada no ensaio de atividade
antagonista. Arquivo pessoal

4.4 Analise da resisténcia bacteriana

A determinacdo da atividade antimicrobiana in vitro foi realizada seguindo as
recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006), utilizando o
teste de difusdo em disco. Dessa forma, foram utilizados discos comerciais dos
antibioticos: Estreptomicina (10 ug), Oxitetraciclina (10 ug), Penicilina (10 pg), Ampicilina
(10 ug), Clorafenicol (30 pg) e Eritomicina (15 ug) para verificar resisténcia bacteriana.
Para tanto, apos o cultivo, as culturas foram padronizadas a OD A600 = 0,15; semeadas
100 pL, por espalhamento, em agar MRS. Foi preparada uma placa de cada isolado para
cada antimicrobiano testado, e sob ela foi colocado 3 discos, mais o controle. Apds a
incubacdo das placas a 37°C/24h, as zonas de inibicdo de crescimento foram

inspecionadas qualitativamente por auséncia ou presenca.

4.5 Viabilidade e crescimento em diferentes pH.

As cepas foram cultivadas em caldo MRS (37°C/18horas); posteriormente lavadas
e a concentragdo ajustada a densidade otica (OD) A600 = 0,7, em espectrofotdbmetro.

Para a analise, foram inoculadas em caldo MRS com o pH ajustado para: 2,0; 3,0; 4,0;

5,0; 6,0; 7,0; 8,0;9,0, acertados com HCI ou NaOH. O crescimento das culturas foi
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acompanhado durante 12 horas medindo-se a absorbancia em 600nm, em leitor de
microplaca. As curvas de crescimento foram comparadas ao desempenho em MRS pH 6.
A viabilidade também foi testada pela inoculagdo em agar MRS e observacdo da

formacgao de colbnias.

4.6 Teste de autoagregacao

As colbnias bacterianas foram cultivadas a 37°C/24h, em tubos Falcon de 15 mL,
contendo caldo MRS. Posteriormente ao processo de lavagem (com salina (NaCl) 0,9%),
foram padronizados na densidade 6tica (OD) A600 = 0,3. As suspensodes foram agitadas e
incubadas a 37°C por 5 horas. A absorbancia da solucdo foi aferida utilizando-se um
espectrofotdbmetro a 600nm pela retirada de 1mL da porgao superior da suspensao a cada

hora.
A porcentagem de autoagregacao foi medida pela formula:
%A = (Ai-Af/Ai) x 100

Onde Ai corresponde a absorbancia inicial e Af corresponde a absorbancia final.
Sendo classificados seguindo a escala: baixo = %A< 33%; moderado = 33%< %A <66%;
elevado = A% > 66% (BOUCHARD et. al, 2015).

4.7 Teste de coagregagao

Os isolados e uma cultura de A. hydrophila foram cultivados em tubos contendo
seus respectivos meios de cultura e incubados a 37°C/24h. Posteriormente ao processo
de lavagem, foram padronizados na densidade 6tica A600 = 0,3. Logo apds, foi preparada
uma solugéo contendo, na mesma proporg¢ao (1:1), suspensao bacteriana dos isolados e
da linhagem patogénica. Em seguida, os tubos foram agitados e incubados a 37°C por 5
horas, e apds esse periodo foi realizada a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro a
600 nm.

Adicionalmente, tubos controle contendo somente bactérias acido lacticas e
somente bactérias patogénicas, também foram examinados. A porcentagem de co-
agregacao foi avaliada pela férmula:

%=[(Ax+Ay) /2-(Axy)] /[(Ax+Ay) /2] x 100
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Onde Ax corresponde a Absorbéancia do tubo controle somente com os isolados, Ay
a absorbancia da bactéria patogénica e Axy a absorbancia obtida apés a mistura dos

isolados e bactéria indicadora.

4.8 Hidrofobicidade

Os isolados foram cultivados em tubos Falcon de 15 mL contendo caldo MRS e
incubadas a 37°C/24h. Apds a lavagem com salina 0,9% foram padronizados OD A600 =
0,7. Em seguida, as suspensdes bacterianas foram misturadas ao solvente Tolueno na
proporgcado de 1:1. A mistura foi agitada em vortex por 2 minutos e os tubos incubados a
37°C durante 2 horas. Depois desse periodo, a absorbancia da fase aquosa foi

mensurada em espectrofotdmetro a 600nm.
A porcentagem de hidrofobicidade foi calculada conforme a férmula:
% hidrofobicidade= ((Ai —Af) /Ai) x 100

Onde Ai refere-se a absorbancia inicial e Af a absorbancia da fase liquida apds
duas horas. Sendo classificados seguindo a escala: baixo= %< 33%; moderado= 33% < %
<66%; elevado= % > 66% (BOUCHARD et. al, 2015).

4.9 Formacgao de biofilme

Apés a incubagédo inicial, realizou-se um novo cultivo em caldo MRS + 1% de
glicose. A cultura foi diluida, no mesmo meio, na propor¢gdo de 1:100 e incubada a
37°C/24h, em placa de poliestireno de 96 pocos. Apds o periodo de incubagao, a placa foi
lavada com salina (NaCl) 0,9% e fixadas em estufa a 65°C por 1 hora. Posteriormente, foi
adicionado a cada pogo cristal violeta 1% por 30 min a temperatura ambiente, seguido de
duas lavagens com salina (NaCl) 0,9%. Os pogos foram entdo repreenchidos e entao
procedeu-se a leitura da absorbéncia a 492nm utilizando um leitor de microplacas. A
formagao de biofilme por Streptococcus pyogenes ATCC75194 foi usado como padrao
para calcular o indice de formacgao de biofilme, dado pela férmula:

IFB= x/y

Onde x OD de bactérias acido lacticas e y OD controle. A classificagao foi realizada
da seguinte forma: ndo produtor = IFB< 0; Fraco= 0<IFB<1; Moderado= 1<IFB<2;
Produtor= 2<|FB<3; Forte=IFB>4
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4.10 Resisténcia a bile

Foi utilizado sais biliares comercial de 150 mg (Pluri Pharma) a 10%, para avaliar a
capacidade da cepa em tolerar a bile, e assim, chegar integra ao intestino do animal, onde
objetiva-se a colonizagdo. Neste teste, cada bactéria cultivada e posteriormente ao
processo de lavagem, foram padronizados na densidade 6tica A600 = 0,15, sendo entao
diluida em PBS, para obteng¢ao da concentracédo de 1x107 UFC/ml, requerida para o teste.
Uma aliquota de 500 uL de cada indculo sera centrifugada e resuspendida em 10% de
bile, e incubadas a 37°C por 1,5h. Depois da incubagdo, as amostras foram diluidas
serialmente em PBS estéril, e as colbnias viaveis foram contadas apo6s plagueamento de
cada diluicdo seriada em duplicata no agar MRS. No caso de certificagcdo da

sobrevivéncia, o isolado foi classificado como tolerante a bile.

4.11 Teste de patogenicidade in vivo

Para avaliagado da biosseguranca dos isolados foram utilizados 30 tambaquis (93,4
+ 7,8 g), adquiridos, juntamente ao Laboratério Multiplo para Produgdo de Organismos
Aquaticos (LAMPOA / UFOPA), acondicionados em 6 aquarios (60 L / n=5), abastecidas
com agua de pogo artesiano, vazdo de 1 L/min., aeragao artificial e alimentados com
ragdo comercial (ad libitum, 28% de PB e 4000 kcal de EB kg'). Durante o periodo de
aclimatacao (6 dias), foi realizado a analise dos parametros qualidade da agua
diariamente (Oxigénio Dissolvido, Condutividade, Temperatura, pH, Aménia e Nitrito).

Os peixes foram divididos em dois grupos, um dos grupos inoculado 0,5 mL de
suspensdo as cepas bacterianas, cultivadas em caldo MRS a 37°C por 24 horas e
posteriormente o ajuste da concentragao para OD A600 = 0,15 via intracelomatica; e o
outro injetado com 0,5 mL de solugao salina (0,65%) - controle. A determinagao foi feita
pela observacdo da sobrevivéncia e alteracdes clinicas / comportamentais dos animais
foram verificados diariamente durante o periodo experimental. Foi estabelecido o prazo
maximo de observacao de quinze (15) dias.

Ao final do periodo experimental, foi realizada a necropsia de 2 peixes / tratamento
para analises macroscopica de alteragdes internas e coleta sangue por pungao caudal
para hemocultura. Os 6rgaos foram examinados a fim de investigar a presenca de

hemorragia e quaisquer alteragbes inflamatdrias e/ou infecciosas. A hemocultura foi
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realizada em todos os tempos tratamentos. Apds a coleta do sangue total, 50 uL de
sangue foram semeados, sem diluicdo, pelo método de espalhamento em placas de Petri,
contendo meio TSA. Apds a semeadura, as placas foram incubadas por 24 horas, a 30 °C
em atmosfera de aerofilia. A seguir, as placas foram levadas ao contador de col6nia para

sua verificagao da presenga ou auséncia de crescimento microbiano.

4.12 Analise da eficacia in vivo utilizando como modelo experimental larvas

de Colossoma macropumum: desempenho zootécnico e sanidade

Esta analise foi conduzida nos Laboratério de Sanidade Animal, Laboratério
Multiplo Para a Producdo de Organismos Aquaticos e Laboratério de Ictiologia da

Universidade Federal do Oeste do Para.

4.12.1 Larvas e delineamento experimental

Foram adquiridas 20.000 larvas de C. macropomum, 3 dias apds a eclosao,
provenientes de um criatorio local. As larvas foram acondicionadas em uma caixa de 500
litros e posteriormente divididos em 24 unidades experimentais (UE), em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com seis tratamentos Controle, CTL; 13, 110, F4, M13,
M14.

Para tanto, cada UE recebeu 500 larvas, na densidade de 50 individuos para cada
litro de agua, totalizando 12.000 exemplares. As larvas foram aclimatadas durante sete (7)
dias, no qual foi ofertado como alimento vivo 15.000 nauplios de artemia (30
nauplios/larva) durante 6 vezes ao dia (06:00, 10:00, 14:00, 18:00, 22:00, 02:00).

4.12.2 Preparo do alimento vivo (Artémia sallina) e enriquecimento com

probiético

Os cistos de Artémia foram incubados diariamente em agua salinizada (30%), com
temperatura de 28°C, com iluminagdo constante, durante 24 horas. Apds a incubacgao, os
cistos foram descartados e os nauplios foram contados pela amostragem de 100 uL da
solugao total. Apés o tempo de incubacdo, os nauplios de artémia foram levados a um

erlenmeyer (250mL) onde receberam as cepas probidticas na concentragédo de (1.0 x 108
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UFC/mL), durante o periodo de 40 minutos para o efetivo enriquecimento antes de

ministrar as alimentacdes.

4.12.3 Preparo da ragao

Foi utilizada ragdo farelada comercial® de 35% PB e 3200kcal.kg' de energia
digestivel (ED), recomendada de acordo com a fase de vida dos animais. Dessa forma,
para a suplementagao preparou-se um mix utilizando 2g de ragdo para cada 2ul de
suspensdo bacteriana (1.0 x 108 UFC/mL) adicionada diretamente ao farelo, e posterior
homogeneizagdo em vortex. Em seguida, a ragao foi armazenada em estufa a 37 °C por
48 horas para secagem e crescimento bacteriano durante o periodo experimental de 15
dias

Ao final da aclimatacgao, foi iniciado o periodo experimental. Nessa etapa, as cepas
probidticas foram administradas por enriquecimento do alimento vivo, 6 vezes ao dia
(06:00, 10:00, 14:00, 18:00, 22:00, 02:00), recebendo, cada aquario, 90.000 nauplios por
dia.

Apos 5 dias utilizando somente alimento vivo, para completar o ciclo diario de
alimentacdo, foi ofertado ragdo comercial, em po, suplementada com as cepas
probidticas, ad libitum (06:00, 14:00, 22:00). Subsequentemente, apds o periodo de 5
dias, o alimento vivo foi gradativamente substituido por ragao farelada, alterando um dos
horarios da alimentagdo com artemia.

A cada 5 dias, uma amostragem das larvas de cada UE foi feita, para realizagao de
biometria, parametros microbiolégicos e imunolégicos (16 unidades por UE). Durante o
periodo experimental, o controle de qualidade de agua foi realizado duas vezes ao dia
(08:00 e 16:00h) com a utilizagcdo de equipamento multipardmetro, aferindo-se a
temperatura (°C), concentragao de oxigénio dissolvido (mg/L), pH e condutividade elétrica
(MS/cm) da agua de cada unidade experimental. Além disso, amostras de agua foram
coletadas trés vezes por semana para a determinagdo da concentragdo de amoénia total
(mg/L), nitrito (mg/L). A higienizacdo do sistema experimental foi realizada diariamente
através da remocao de sélidos por sifonamento do fundo do aquario, realizado antes do
ultimo periodo de alimentagdo, e troca parcial de de 50% do volume total de cada unidade
experimental. No controle do fotoperiodo a intensidade luminosa foi reduzida para inibirir o
canibalismo, sendo adotado o regime de penumbra durante o dia e auséncia de luz

durante a noite.
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Ao final do periodo experimental, todas as larvas de tambaqui foram contadas e
realizada a biometria de 10 larvas de cada unidade experimental para avaliacdo da
Sobrevivéncia (%) = (Numero final de larvas/Numero inicial de larvas) *100; e parametros
de crescimento: Comprimento Total, Comprimento Padrao, Didametro do Olho e Altura da

Cabeca.

4.12.4 Analise Microbiolégica

Para verificar a presenca das cepas I3, 110, F4, M13 e M14, foi realizado o
plaqueamento da artemia e racdo suplementada antes da alimentagdo das larvas. O
mesmo foi realizado para o alimento do controle usando salina 0,9%. Além disso, para
quantificar o crescimento das cepas microbianas, foi retirado 4 larvas de cada UE (n=16
por tratamento). Dessa forma, cada amostra foi macerada em almofariz e diluida
serialmente (1/10) em solugédo salina estéril e posteriormente semeadas em placas de
Petri contendo o meio de cultura MRS e acondicionadas em estufa, a 37 °C por 48 horas.

Os resultados foram classificados como auséncia e presenga de crescimento microbiano.

4.12.5 Infecgao por Aeromonas hydrophila

Ao final dos 15 dias de suplementagdo com as cepas com potencial probiotico, as
larvas seguiram para o desafio bacteriano com cepas do patégeno Aeromonas hydrophila.
A sepse foi induzida utilizando a concentracdo de 0,25 em leitura da densidade Optica
(DO) na absorbancia de 625 nm (D0O625), correspondente a 50% da dose letal. A cepa de
A. hydrophilla foi reativada em TSA a 37 °C/24 h. Apds o crescimento, as colénias foram
diluidas em TSB estéril e incubadas sob agitagdao a 100 rpm/28 °C/24 h, até atingir a
concentracdo de 0,25. A concentracdo bacteriana deste pré-indculo foi confirmada pelo
plagueamento (em duplicata) das diluicbes seriadas do in6culo em PBS estéril (1:9) e
determinada em 109 UFC/mL. Aliquotas de 25 mL da solugdo do pré- inéculo foram
colocadas em 40 tubos falcons estéreis de 50 mL. O conteudo de cada tubo foi diluido em
475 mL de agua da U.E. correspondente (500 mL de volume de imersdo, em potes de
desafio de 1 L, com aeragao constante). A imersao das larvas foi realizada através de um
banho curto de 2 horas. Os mesmos procedimentos foram realizados no grupo controle,
mas com imersao das larvas em solucdo salina estéril. Apds o periodo de imersao, as
larvas foram transferidas com 100 mL da solucédo correspondente usada no banho para

novas U.E.
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Por conseguinte, as larvas foram transferidas para UE de 1 litro, utilizando 50% do
seu volume. Em cada aquario foram colocadas 25 larvas, sendo o experimento
constituido de um delineamento inteiramente cazualisado com 12 tratamentos, com 3
repeti¢cdes: (a) Grupo controle ndo infectado, (b) Grupo controle infectado, (c) 13 infectado,
(d) 13 ndo infectado, (d) 110 infectado, (f) 110 ndo infectado, (g) F4 infectado, (h) F4 nao
infectado, (i) M13 infectado, (j) M13 nao infectado, (k) M14 infectado e (I) M14 nao
infectado. A vista disso, para a notificacdo dos dados de mortalidade, as larvas foram
monitoradas por 5 dias, e para confirmar a infecgdo foi realizado o plaqueamento de 2
larvas de cada UE em TSA.

4.13 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos as analises de varidncia em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), e feito o teste de normalidade alfa 5% (Kolmogorov —
Smirnov; Anderson-Darling; Shapiro-Wilk e Watson). Estabelecida a normalidade dos
dados foi realizada comparacado das médias obtidas pelo teste de Tukey (p<0,05) ou teste
Dunn's (5%). O programa estatistico experimental utilizado foi “software R”. Os dados de
sobrevivéncia foram analisados utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism 9
(Graph Pad Software In., San Diego, California, EUA)..

5. RESULTADOS

5.1 Isolamento, classificagdo morfolégica, tintorial e potencial

patogénicolviruléncia.

Foram isoladas um total de 115 cepas bacterianas por meio da semeadura direta
do trato gastrointestinal e seu conteudo. Dessas cepas, 66 foram identificadas como
bacilos Gram positivos e apresentaram resultado negativo no teste de Catalase. Quando
observadas em placa de cultivo, as colbnias bacterianas apresentavam caracteristicas
distintivas: esbranquigadas, com uma aparéncia brilhante, forma arredondada e bordas
bem definidas, o que facilitava a sua identificagao visual.

Para garantir a auséncia ou baixo potencial patogénico das cepas isoladas, foi
realizado o teste de atividade hemolitica. Este, constatou-se que cinco cepas

apresentaram uma classificagao y-hemolitica, indicando a auséncia de capacidade de lise
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dos glébulos vermelhos. Essas cepas foram identificadas como I3, 110 (isoladas do tecido
intestinal), F4 (isolada do conteudo fecal), M13 e M14 (isoladas da mistura de tecido

intestinal e fezes).

Figura 7 - (A) Coleta do aparelho gastrointestinal de tambaqui. (B) Semeio direto de
fragmento do intestino em agar TSA. (C) Isolamento de cepa bacteriana. (D) Diluicdo
seriada em agar MRS com adigao do corante Azul de Anilina. Arquivo pessoal.

5.2 PCR eletroforese em gel
Com o uso desses primers direcionados para os géneros Lactobacillus sp., Bacillus
sp. e géneros filogeneticamente relacionados, foi possivel identificar e classificar as cepas

bacterianas dentro do grupo de Lactobacillus, uma vez que houve a presencga de bandas

amplificadas para os primers Lac 1 e 2, conforme ilustrado na Figura 8.
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Lacle2 Bac 16S

Figura 8 - Amplificagdo de fragmento de DNA das cepas isoladas, utilizando o primer Lac
1 e 2 em gel de agarose a 2%

5.3 Capacidade Anti-Aeromonas

Apds 24 horas de incubagao, as cinco cepas isoladas demonstraram a capacidade
de inibir o crescimento de A. hydrophila quando adicionados na concentracdo de 108
UFC/ml. A analise qualitativa e quantitativa dos resultados foi realizada com base na
medi¢cado do tamanho do halo de inibicdo formado ao redor das culturas bacterianas. Essa
analise, representada graficamente na Figura 9, apresenta a média do tamanho dos
halos de inibigado em milimetros.

Através dessa técnica, foi poscepas teste culturas bacterianas isoladas em relacao
a cepa A. hydrophilla, demonstrando o potencial dessas culturas em produzir substancias
com propriedades inibitérias, uma vez que as cepas 10 e M14 produziram halo de
inibicdo de 17,33 £ 3,05 e 19,33 + 1,15 respectivamente.
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Figura 9 - Analise quantitativa: tamanho em mm do halo de inibicdo formado pelas cepas
isoladas de tambaqui, demonstrando capacidade anti-Aeromonas.

Figura 10 - Inibicdo de crescimento de A. hydrophila por cepas bacterianas isoladas do
intestino de tambaquis selvagens. (A) Controle. (B) 13. (C) 110. (D) F4. (E) M13. (F) M14.
Arquivo pessoal.
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5.4 Analise da resisténcia bacteriana

No teste qualitativo realizado e apresentado na Tabela 1, foram avaliadas as
respostas das cepas com potencial probidtico em relacdo a antimicrobianos comerciais
amplamente utilizados na aquicultura. A suscetibilidade das cepas aos antimicrobianos foi
determinada por meio da formacido de halos de inibicdo de crescimento microbiano ao
redor das colbnias bacterianas.

Observou-se que as 5 cepas apresentaram susceptibilidade aos antimicrobianos
Oxitetraciclina, Penicilina, Ampicilina, Clorafenicol e Eritromicina, o que foi evidenciado
pela formacado de halos de inibicdo em torno das coldnias, indicando que os isolados
foram inibidos pelo efeito desses farmacos. No entanto, todas as cepas mostraram
resisténcia ao antibidtico Estreptomicina, cujo mesmo na presencga desse antimicrobiano,
nao foi observada a formacao de halos de inibicdo ao redor das col6nias bacterianas em

toda a placa de cultivo.

Tabela 1: Sensibilidade microbiana de cepas isoladas de Tambaqui a exposi¢cdo a
antimicrobianos comerciais. (-) Susceptivel ; (+) Resistente. *Oxitetraciclina;
*Estreptomicina.

Cepa Antimicrobianos

Oxitetr.™ Estrepto* Penicilina  Ampicilina Clorafenicol Eritromicina
¢} - + - - - -
110 -
F4 -
M13 -
M14 -

Figura 11 - Andlise da resisténcia bacteriana dos isolados. (A) Resisténcia ao farmaco
Eritromicina. (B) Susceptibilidade ao antimicrobiano Oxitetraciclina.
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6.5 Viabilidade e crescimento apds cultivo em diferentes faixas de pH e sais

biliares.

Uma vez que o pH afeta diretamente o crescimento bacteriano foi analisado em
uma ampla faixa de pH, variando de 2,0 a 9,0, objetivando de investigar a capacidade das
cepas de crescer em condicdes acidas e alcalinas, além de identificar o valor ideal de pH
para um crescimento adequado. Com base nos resultados experimentais, foi constatado
que os isolados foram capazes de sobreviver em pH extremamente acido (pH 2 a 3) e pH
alcalino (pH 7 a 9), no qual o crescimento maximo (DO= 0,879) foi observado em pH 8,0.

Durante todo o periodo de exposicao as diferentes faixas de pH, as cepas
bacterianas demonstraram crescimento e sobrevivéncia, como observado nas 12 horas de
leitura e apds o plaqueamento em meio de cultura MRS (Figura 12). Quando expostas a
um meio de cultura com pH 2, a cepa M13 apresentou um desempenho superior em
relacdo as outras cepas testadas. Por outro lado, no teste com pH 3, a cepa I3
demonstrou o melhor resultado.

Notavelmente, quando a acidez do meio de cultura foi reduzida, como nos testes
com pH 4 e 5, todas as cepas apresentaram um crescimento exponencial durante as 12
horas de observagéo. Esse crescimento foi especialmente evidente nos meios alcalinos,
onde, nas primeiras 5 horas, as cepas registraram um crescimento cerca de 8 vezes
maior do que a concentragdo inicial. Além disso, os resultados evidenciaram um
crescimento exponencial das cepas quando expostas a meios de cultura menos acidos,

tanto nos pH 4 e 5, bem como em meios alcalinos.
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Figura 12 - Crescimento das cepas bacterianas isoladas de Colossoma macropomum
durante 12 horas de cultivo em diferentes faixas de pH.

Neste estudo, as cepas bacterianas testadas foram submetidas a exposicao a sais

biliares e sua capacidade de sobrevivéncia foi avaliada, conforme demonstrado na Figura
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X. Foi observado que todas as cepas testadas nédo foram afetadas pela presenca dos sais
biliares, uma vez que apresentaram taxa de sobrevivéncia.

No entanto, a cepa 110 se destacou com a maior taxa de sobrevivéncia, atingindo
15,9%. Essa taxa de sobrevivéncia foi significativamente (P > 0,05) maior em comparagao
com as demais cepas testadas. Os isolados M14, F4, M13 e I3, apresentaram taxas de

sobrevivéncia de 5,2%, 3,9%, 2,9% e 1,5%, respectivamente.
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Figura 13 - Contagem incial e final do crescimento microbiano apos incubagéo por 1 hora
e 30 minutos em meio de cultura contendo 10% de sais biliares.

5.6 Teste de autoagregacao e coagregagao

As anadlises estatisticas realizadas revelaram que ndo houve diferenca significativa
na capacidade de autoagregacéo entre os isolados 13, F4 e M14 ao longo do periodo de
teste. No entanto, a cepa 10 demonstrou um potencial significativo de autoagregacao
desde o inicio do ensaio até a terceira hora, com uma taxa de 15,79%. Por outro lado, o
isolado M13 apresentou essa habilidade de forma consistente ao longo de todo o periodo
de teste, com uma taxa de autoagregacao de 28,05%.

Os resultados obtidos foram expressos em termos de absorbancia, conforme
mostrado na Figura 14. Essa medida quantitativa permite avaliar a extensdo da
autoagregacgado ao longo das 5 horas de teste. Embora os isolados 13, F4 e M14 nao

tenham demonstrado diferengas significativas em relagéo a autoagregacao, a cepa 110 e o
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isolado M13 se destacaram como apresentando um maior potencial de autoagregacéo ao

longo do periodo de teste.
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Figura 14 - Grafico demonstrando potencial de auto-agregacéo de cepas com potencial
probidtico isoladas do intestino de tambaqui, no tempo teste de 5 horas.

Os resultados do teste de coagregacao, representados na Figura 15, revelaram
percentuais de coagregacao variando entre os isolados testados. A cepa I3 apresentou
um percentual de coagregacao de 33,96%, indicando uma capacidade moderada de
ligagdo com a bactéria patogénica A. hydrophila. Por outro lado, as cepas 110 e F4 se
destacaram, exibindo a melhor capacidade de coagregacao, com um percentual de 50,1%
para ambas, indicando uma forte ligagdo e interagdo entre essas cepas probidticas e a
bactéria patogénica.

As cepas M13 e M14 demonstraram um potencial significativo de coagregacao,
com percentuais de 42% e 39,8%, respectivamente. Isso indica uma capacidade

consideravel dessas cepas em se ligarem a bactéria patogénica e formarem agregados.
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Figura 15 - Grafico demonstrando potencial de co-agregagdao de cepas com potencial
probidtico isoladas do intestino de tambaqui, no tempo teste de 5 horas.

5.7 Hidrofobicidade

O resultado do teste de hidrofobicidade indicaram diferentes niveis de adeséo ao
epitélio intestinal para os isolados 110, M13, M14, |13 e F4. Através da quantificacdo da
hidrofobicidade, foi possivel observar que os isolados 110, M13 e M14 apresentaram um
potencial elevado de hidrofobicidade, enquanto 13 e F4 mostraram um potencial
moderado.

Esses resultados sugerem que as cepas probidticas possuem a capacidade de
aderir ao epitélio intestinal devido a presenca de moléculas, de caracteristicas
hidrofébicas, que favorecem a interagao e adesao dessas cepas ao hospedeiro. A Tabela

2 apresenta a porcentagem de hidrofobicidade e a classificagdo dos isolados testados.

Tabela 2 - Porcentagem e classificagdo de hidrofobicidade da superficie celular de
bactérias isoladas do intestino de C. macropomun.

Cepa % Hidrofobicidade Classificagcao
13 62,08 + 6,64b Moderado
110 87,27 £ 4,21a Elevado
F4 57,33 £ 12,26b Moderado

M13 71,90 + 14,98a Elevado
M14 83,87 £ 13,24a Elevado
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4.8 Formacgao de biofilme

O resultado do teste, conforme apresentado na Figura 16, permitiu avaliar a
capacidade dos isolados em produzir biofilme. Os resultados demonstraram que o isolado
M14 se destacou dos demais, apresentando uma quantidade significativamente maior de
biofilme (p > 0,05), caracterizando-o como um forte produtor (IFB = 7,14 + 0,97).

Os isolados 13, 110 e F4 foram classificados como produtores de biofilme (IFB =
3,12 + 0,09, IFB = 3,61 + 0,28 e IFB = 3,66 + 0,81, respectivamente). Por outro lado, o

isolado M13 foi classificado como produtor moderado (IFB = 2,49 + 0,41).
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Figura 16 - Absorbancia em 492 nm das cepas autéctones de Tambaqui para calculo do
indice de formacéao de biofilme.

5.9 Teste de patogenicidade

As 5 cepas demonstrsram nao causar efeitos adversos no desenvolvimento dos
peixes. Ao contrario, observou-se um ganho de peso significativo em relagdo ao grupo
controle para as cepas I3 e 110. Durante o periodo de monitoramento de 15 dias, ndo
foram registradas alteragdes clinicas, comportamentais ou mortalidade nos peixes
inoculados.

A necropsia realizada nos peixes apos o periodo de observagao nao revelou
alteragdes morfologicas nos o6rgados, bem como ndo foram observados sinais de
inflamacéo, infecgdo ou outros indicios de patogenicidade, indicando a inocuidade das

cepas inoculadas.
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Figura 17 - Delineamento experimental dos tratamentos no Laboratorio de
Comportamento Animal, na UFOPA. Delineamento inteiramente causalisado: (A) 13. (B)
Grupo controle. (C) F4. (D) M14. (E) 10. (F) M13. Arquivo pessoal.
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Figura 18 - Analise morfolégica de tambaqui juvenil apos 14 dias de aplicacdo de
suspensao bacteriana na cavidade celomatica. A, B e C dentro da normalidade e auséncia
de alteragdes indicativas de patogenicidade. Arquivo pessoal.
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Figura 19 -Peso médio final e parametros de qualidade da agua durante os 14 dias de
teste de patogeniciade, utilizando suspensdo de cepas com potencial probidtico em
tambaquis juvenis.

5.10 Teste in vivo utilizando como modelo experimental larvas de Colossoma

macropumum - Desempenho zootécnico e resisténcia a A. hydrophila.

Os parametros fisicos e quimicos da agua, dispostos na Figura X, como
temperatura (28,14 £ 1,18 °C), pH (7,84 + 0,04), oxigénio dissolvido (6,33 + 0,11 mg L-1),
tanto entre os tratamentos quanto ao longo do experimento, ndo apresentaram diferencas
significativas que pudessem afetar os resultados obtidos. No entanto, a analise de
produtos nitrogenados revelou um aumento na concentragdo de aménia e nitrito no
decorrer do experimento.

67



g
2]
1
1

7. 31
- e Controle e Controle - e Controle
- Y . — .
J 6.4+ - =B ) = 13 & 13
2 - £ 10 %7-90- . 10 £ s 10
,g 6.3 ° F4 B Rd F4 B 29 F4
©
) ¢ MI3 E ;g M13 é . M13
& 62 o M4 8 o M4 @ 287 i o M4
< - o
-
o
Y [ A — 7.80 -—— 77— 7 (s T —
Médias Médias Médias

g

D 4.0+

£ e Controle

8 3.5 - = 13

®

c A N

g, 3.0 e 0

o F4

b= . -

= 2.5 - o - o ¢ M13

g - * -+

2 70 °o M14

o

Q.

g 1.5 T T

o

Médias

Figura 20 - Graficos das médias dos parametros de qualidade da agua durante os 15 dias

de suplementagdo com cepas potenciais probiéticos no alimento vivo A. salina e ragao
comercial.

Nas analises microbiologicas realizadas, foram observados resultados consistentes
de crescimento, com uma contagem de 108 UFC/mL, na diluigdo 10-4, tanto nas
amostras de alimento suplementado (artemia e ragdo) quanto nas amostras de larvas
coletadas ao longo do experimento dos tratamentos 13, 110, F4, M13 e M14. Essa
contagem indica a presenga das cepas bacterianas nos organismos das larvas de
tambaqui, reforcando a capacidade de colonizagao e interagao entre os probidticos e o
sistema gastrointestinal desses organismos.

Apos os 15 dias de suplementagcdo, as analises revelaram uma taxa de
sobrevivéncia acima de 50% para todos os tratamentos, indicando um efeito positivo dos
probidticos na viabilidade das larvas. Esses resultados sdo especialmente destacados
pela cepa M13, que apresentou o maior percentual de sobrevivéncia, com uma média de
72,23 + 26,16. Essa taxa de sobrevivéncia elevada sugere que a presenca dessa cepa
probiotica teve um impacto significativo no aumento da resisténcia e da saude das larvas

durante o periodo de suplementacgao.
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Figura 21 - Porcentagem das médias de sobrevivéncia de larvas de tambaqui apos 15
dias de alimentagdo com alimento vivo, A. salina, e ragdo comercial suplementagdo com
cepas potenciais probidticos.

Durante o periodo experimental, foram observados resultados distintos em relacéo
ao desenvolvimento das larvas de acordo com o tratamento alimentar. Na primeira coleta,
realizada apos 5 dias de suplementacao, verificou-se que o fornecimento de artemia
suplementada com as cepas bacterianas resultou em uma maior taxa de crescimento
(P>0,05) nos parametros de Comprimento Total e Altura da Cabega em comparagéo ao
grupo Controle, que recebeu uma dieta inerte. Mais especificamente, os tratamentos com
I3 e M13 demonstraram um Comprimento Padrao significativamente maior do que os
demais tratamentos, além de um Diametro do Olho mais desenvolvido, sugerindo que
essas cepas bacterianas contribuiram de forma substancial para o crescimento e
desenvolvimento das larvas nesse periodo inicial.

Na segunda coleta, realizada apos 10 dias de suplementagdo, os resultados
indicaram que o Tratamento M13 apresentou um melhor desenvolvimento em todos os
parametros avaliados em comparagcéo aos demais grupos. Esse tratamento se destacou
especialmente no Comprimento Padrdao e no Diédmetro do Olho, demonstrando um
crescimento significativamente superior em relacdo ao grupo Controle. Essa diferenca
indica que a suplementagcdo com a cepa M13 teve um impacto positivo no
desenvolvimento das larvas de tambaqui nessa fase intermediaria do experimento,

conforme o quadro apresentado na Figura 22.
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Figura 22 - Desenvolvimento das larvas do Tratamento M13 durante os 15 dias de
suplementagdo em comparagao ao tratamento controle. (A) Larva do Tratamento CTL
com 15 dias de experimento demonstrando os padrées morfométricos alanisados:
Comprimento Total, Comprimento Padrao, Didmentro do Olho e Altura da Cabeca. (B)
Larva do Tratamento M13 com 5 dias de suplementac&o. (C) Larva do Tratamento M13
com 10 dias de suplementagdo. (D) Larva do tratamento M13 com 15 dias de
suplementacgao.
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No entanto, na ultima coleta realizada ao final dos 15 dias de suplementacdo, nao
foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos em relagdo aos
parametros de desenvolvimento das larvas. Nesse estagio final, as larvas foram
alimentadas apenas com racdo suplementada, o que pode ter contribuido para a
igualdade de desempenho entre os grupos. Vale ressaltar que foi observado um acumulo
excessivo de racdo no fundo das unidades experimentais, o que pode ter levado ao
aumento da concentracdo de compostos nitrogenados e possivelmente afetado o

desempenho das larvas. Esses dados podem ser observados na Figura 23.
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Figura 23 — Morfometria de larvas de tambaqui, nos intervalos de 5, 10 e 15 dias, durante

a suplementacado com cepas de probidticos autdctone isolados do intestino de Colossoma
macropomum. *** p < 0.001.

Os sinais clinicos da aeromonose foram verificados nas 2 horas apds a inoculagao
via agua da A. hydrophila. Os sinais clinicos iniciam em média na segunda hora. As
manifestacdes clinicas mais comuns foram letargia e natagao erratica. As larvas do grupo
controle sem desafio ndo apresentaram sinais clinicos e/ou alteragbes comportamentais.

A imunoprotegcdo contra a aeromonose foi avaliada em larvas de tambaqui

suplementadas com cepas do intestino, fezes e mix (fezes + intestinos). O grupo controle
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apresentou mortalidade acumulado de 46.1 % (figure 1B), seguido 53.2, 50.9, 47.6 % nos
grupos 13, 110 e F4, respectivamente. As cepas que apresentaram menor taxa de
mortalidade foram M13 e M14, com 24.4 e 25.2 %, respectivamente, evidenciado pela
diferenga significativa (figure 1B) em relagdo a todos os outros grupos analisados. Além
disso, ndo houve diferenga significativa (p>0.05) entre os outros suplementados 13, 110 e
F4 com o grupo controle (figura 1A). Na sobrevida foi verificado melhores resultados nos

grupos suplementados com 75.5 e 74.7 %, M13 e M14, respectivamente (p<0.0001;

Figura 1A).
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Figura 24 — Protegao apos suplementagdo com cepas de probidticos autoctone isolados
do intestino de Colossoma macropomum contra Aeromonas hydrophila em larvas de
tambaqui por inoculagdo no sistema de cultivo. (A) Porcentagem de sobrevivéncia com
teste de log rank entre os tratamentos *** p < 0.001; (B) Porcentagem da taxa de
mortalidade (n = XX). C = controle; 13, 110, F4, M13, M14.
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5. DISCUSSAO

Ao longo do presente estudo, foi concentrado a busca seletiva de bactérias do
acido latico (BAL), com habilidades favoraveis de antagonizar patégenos. Muitas dessas
cepas tém requisitos de nutricionais que exigem o uso de meios de cultura especificos
para seu crescimento. Portanto, o isolamento, a selegdo e analises foram desenvolvidos
com agar MRS, que foi relatado como eficaz para o crescimento e desempenho desses
microrganismos (ALONSO et al., 2019).

Os resultados indicam que as cepas bacterianas isoladas possuem caracteristicas
morfologicas, bioquimicas e genéticas consistentes com o grupo de Lactobacillus sp, o
que refor¢ca a sua potencial utilizagdo na aquicultura, visto que cepas desse género sao
comumente usadas como probioticos na piscicultura e também conhecidas por estarem
presentes no intestino de peixes saudaveis (TACHIBANA et al., 2020). De acordo com o
estudo de Putra et al. (2018), foi observado um elevado numero de LAB provenientes de
peixes de aguas quentes ou tropicais, representando cerca de 72,5% do total de cepas
isoladas.

Essas cepas apresentaram propriedades favoraveis, como baixa viruléncia e
atividade hemolitica in vitro negativa, de forma de a presenga de hemolisina, que tem sido
identificada como um fator de viruléncia produzido por patégenos que frequentemente
causam edema e anemia, nao esteve presente nas cepas selecionadas. Ainda, para
garantir a seguridade das cepas isoladas, também foi realizado o teste de patogenicidade
in vivo com o intuito de avaliar as modificagdes que estas ocasionariam estando em
contato com a cavidade celomatica de peixes juvenis, e assim como no teste in vitro nao
foi verificado a presenga de hemorragia, hematomas, ou deformidade nos tecidos e
orgaos dos animais. As bactérias hemoliticas tém a capacidade de romper a camada
epitelial das células, interferindo no funcionamento adequado do sistema de defesa do
hospedeiro e levando ao desenvolvimento de doengas invasivas (MUKHERJEE et al,
2017).

Ainda, a suscetibilidade de uma cepa probidtica aos antibidticos é uma
consideragao relevante em termos de seguranca (TULINI et al., 2013). Portanto a
utilizacao de cepas probidticas sensiveis aos antimicrobianos, como as utilizadas nesse

estudo, pode ser uma estratégia promissora, visando a redugao do uso e a preservagao
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da eficacia desses medicamentos. As bactérias isoladas eram provenientes de peixes
selvagens que apresentavam uma probabilidade reduzida de exposigdo a substancias
quimicas ou antibidticos. Portanto, era de se esperar que fossem encontrados isolados
sensiveis a antibidticos nos seus tratos intestinais de forma natural.

Apesar de apresentarem resisténcia a Estreptomicina, foram susceptiveis a outros
5 antimicrobianos largamente utilizados na aquicultura, demonstrando que possuem a
capacidade de uma longa sobrevivéncia no trato digestivo dos peixes e ndo sao afetadas
pela terapia com antibiéticos (AUGUSTINA et al, 2022).

Além disso, a susceptibilidade a farmacos é especialmente importante para evitar a
transferéncia de elementos de resisténcia genética para a microbiota intestinal, no qual é
preferivel evitar o uso de cepas probidticas que sejam resistentes a antibidticos. A
resisténcia a antibioticos associada a plasmideos ndo € muito frequente entre as LAB,
mas pode ocorrer, e as implicagdes de seguranga devem ser consideradas. Cepas que
possuem plasmideos de resisténcia nao devem ser utilizadas como probidticos para
humanos ou animais. Em alguns casos, pode ser prudente avaliar a capacidade de uma
cepa probidtica proposta de atuar como doadora de genes de resisténcia a antibidticos
por meio de conjugagao. O conhecimento sobre a resisténcia intrinsecamente codificada
pelos LAB a antibidticos comuns é necesséario para identificar caracteristicas de
resisténcia adquiridas (SILVA et al, 2016).

Ademais, além assegurar a nao patogénicidade dos isolados, também foi
necessario a certificagdo da viabilidade e sobrevivéncia de bactérias probidticas em
ambientes acidos, similares ao do transito intestinal, como um dos parametros
fundamentais para garantir suas propriedades terapéuticas. Sabe-se que o pH do
estbmago, normalmente, varia entre 2,5 e 3,5, 0 que representa uma barreira para a
entrada dessas bactérias no trato intestinal. Portanto é E desejavel rastrear potenciais
probidticos quanto a sua capacidade de tolerar condi¢des do trato gastrointestinal (TULINI
et al., 2013).

Uma vez que o pH afeta diretamento o crescimento bacteriano foi analisado em
uma ampla faixa de pH, variando de 2,0 a 9,0, objetivando de investigar a capacidade das
cepas de crescer em condicdes acidas e alcalinas, além de identificar o valor ideal de pH
para um crescimento adequado. Com base nos resultados experimentais, foi constatado
que os isolados foram capazes de sobreviver em pH extremamente acido (pH 2 a 3) e pH
alcalino (pH 7 a 9), no qual o crescimento maximo (DO= 0,879) foi observado em pH 8,0.

Esses resultados indicam que as cepas bacterianas estudadas tém a capacidade

de se adaptar e crescer em diferentes faixas de pH, observando um desempenho
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diferencial entre as cepas em relacdo ao pH do meio de cultura, destacando a cepa M13
no pH 2 e a cepa I3 no pH 3.

Ashraf et al., (2016), ao testar a sobrevivéncia de L. reuteri, Lc. lactis, L. rhamnosus
G5435, L. acidophilus 2401, L. acidophilus 388, L. delbrueckii subsp. bulgaricus 11842, S.
thermophilus 1342, L. casei 290, B. lactis BB12, L. plantarum 276 e S. thermophilus
demonstraram taxa de sobrevivéncia superior a 50% e mantiveram a viabilidade durante
3h de exposicao ao pH 2,0 considerados tolerantes a transito gastrico.

In vivo, os sais biliares tém a funcdo de atuar como detergentes bioldgicos,
promovendo a emulsificacdo e solubilizacido de lipidios, desempenhando um papel
importante na digestdo de gorduras (TULINI et al., 2013). No intestino dos peixes, a
concentragéo fisiolégica de bilis foi relatada variando 0,4% a 1,3% (BALCAZAR et al.,
2008).

Nesse estudo, foi atestado a viabilidade e o crescimento de todas as cepas apds o
cultivo em meio de cultura contendo 10% de sais biliares, o que demonstra um excelente
desempenho. Os efeitos toxicos dos sais biliares nas células bacterianas ainda nédo sao
completamente compreendidos, mas esses compostos anfipaticos possuem atividade
antimicrobiana significativa na superficie. Portanto, a resisténcia aos sais biliares € um
parametro essencial na selecao de cepas probidticas, uma vez que a presenca de bile no
intestino delgado pode reduzir a sobrevivéncia das bactérias, danificando suas
membranas celulares (SILVA et al., 2016).

Ao testar a viabilidade de BAL em muco intestinal de peixe, acrescido de liquido
biliar diluido, Mukherjee et al. (2017), comprovaram a capacidade dos isolados de
suportar o efeito inibitério do sal. Do mesmo modo, Ashraf et al., (2016), ao testar cepas
de Lactobacillus sp, demonstrou que estes manteviveram a viabilidade apos exposi¢céo a
0,5% de bile por 12 horas.

A capacidade dos microrganismos probioticos de proteger o trato gastrointestinal
do hospedeiro € de grande importancia. Essa capacidade engloba a habilidade de se
agregar aos patdgenos, inibir sua adesdo & mucosa intestinal (SIMOES et al., 2021). A
hidrofobicidade, a qual influencia a ades&o ao epitélio intestinal, a autoagregacéao e a co-
agregacado, que afetam a formacédo de conglomerados, sdo caracteristicas inter-
relacionadas que desempenham um papel importante na interagado das cepas bacterianas
com o ambiente e com outras bactérias.

A avaliagdo da autoagregacdo € um dos métodos utilizados para verificar a
habilidade das bactérias em aderir e se multiplicar no trato digestivo, pré-requisito para a

colonizacgao do trato gastrointestinal (SOMEMARIE et al., 2022). A capacidade de adesao
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a mucosa intestinal € um importante critério de seleg¢ao, visto que essa capacidade de
adesdo permite a exclusdo competitiva de patdogenos no epitélio intestinal, além de
modular a resposta imunologica e prevenir a eliminacdo dos probioticos devido ao
peristaltismo (TULINI et al., 2013). Diversos estudos cientificos mencionaram que uma
faixa de hidrofobicidade entre 30% e 40% pode indicar a capacidade dos probidticos de
interagir com as células epiteliais e, pelo menos, estabelecer uma adesao transitria
(ABDULLA et al., 2014; SIDIRA et al., 2015; ILAVENIL et al., 2016).

Nesse estudo, a capacidade auto-agregacao dos isolados foi relativamente baixa,
alcangcando o percentual maximo de 28,05%, para a cepa M13. Quanto maior, mais
elevada a intensidade de adesao celular, promovendo a interagdo entre o microrganismo
e as células epiteliais (ALKALBANI et al., 2022).

Porém, o percentual de coagregacao foi substancial, principalmente para as cepas
110 e F4, tendo um papel significativo na prevengdo da colonizagdo de superficies por
patédgenos. E amplamente reconhecido que as habilidades de coagregacdo das cepas
LAB podem interferir na capacidade das espécies patogénicas de infectar o hospedeiro e
também podem impedir a colonizagao de patégenos de origem alimentar. Ao fazer essas
analises, Gomez et al. (2016), demonstraram que cepas de Lactobacillus produtoras de
bacteriocina, apresentaram altos resultados de autoagregacao e co-agregacéo de 69% e
74,6%.

A analise de coagregagao avalia a capacidade dos isoladosem inibir bactérias
patogénicas no trato digestivo, como um "efeito de barreira", através da exclusao
competitiva. Este, confere resisténcia contra bactérias patogénicas, prevenindo ou
inibindo a sua colonizagao. Dessa forma, o teste avalia o efeito das cepas no mecanismo
de defesa do organismo, particularmente no trato digestivo, contra infecgdes causadas por
bactérias patogénicas (SOMEMARIE et al., 2022).

No teste de adesdo a solvente realizado, avaliou-se, de forma qualitativa, a
polaridade ou nao polaridade da superficie bacteriana, indicando o potencial de adesao a
superficies apolares no epitélio da mucosa (SILVA et al, 2016). Dessa forma, assim como
nos ensaios anteriores, as cepas 110 e M13 apresentaram excelentes resultados nessa
analise, sendo classificadas com um elevado potencial de ligagcdo entre a cepa e as
células epiteliais, mas p6de-se destarcar, também, a cepa M14 com o maior percentual.

Associado ao pontencial hidrofébico, estd a formagdo de biofime, a qual é
considerada uma caracteristica vantajosa para cepas probidticas, pois facilita a
colonizagdo e a adesado prolongada das LAB a mucosa do hospedeiro, prevenindo a

colonizagdo por bactérias patogénicas (SADEGHI et al, 2022). Esta propriedade foi
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avaliada comparando o numero de células aderidas ao vidro em relagcdo a populacdo no
controle, e foi verificado que a cepa M14 demonstrou-se como forte produtora dessa
matriz polissacaridea, a qual auxilia na protegdo conta antibidticos e enzimas. Nas
bactérias patogénicas € um fator importante que causa infecgéo a longo prazo, produgéo
de viruléncia e resisténcia a medicamentos de bactérias patogénicas (WANG et al., 2022).

Ao analisar a formagao de biofilme de uma cepa de L. rhamnosus, Wang et al.
(2022) verificaram que esta era uma forte produtora de polissacarideo, o qual impediu a
formacao de biofilme pela cepa de A. hydrophila em 20%. Ainda, es estudos conduzidos
por Gémez et al. (2016) e Aoudia et al. (2016) demonstraram que L. plantarum e L.
fermentum sao capazes de crescer e formar biofiimes tém a capacidade de controlar a
formacgao de biofilmes de patdégenos como L. monocytogenes, Salmonella typhimurium e
Escherichia coli O157:H7, descobertasconsistentes com os resultados obtidos nesse
estudo, reforcando a habilidade das espécies de LAB em formar biofilmes.

Nos peixes, a superficie da mucosa intestinal atua como primeira linha de defesa
contra invasao de patégenos. Dessa forma a microbiota autéctone exerce uma fungao
essencial no sistema imunoldégico, influenciando a maturagao do tecido linféide associado
ao intestino e servindo como uma barreira protetora contra varios microrganismos
patogénicos (CAVALCANTE et al., 2020).

A ocorréncia de surtos do patégeno Aeromonas hydrophila na piscicultura resulta
em taxas significativas de mortalidade devido a septicemia, que é caracterizada por
Ulceras cutaneas, necrose da musculatura subjacente e hemorragias internas. Portanto, a
implementacdo de medidas profildticas ajuda na redugcdo damortalidade e proporciona
beneficios econdmicos aos produtores (CAVALCANTE et al., 2020).

No presente estudo, a capacidade anti-Aeromonas foi atestada in vitro e in vivo. O
teste de antagnonismo desmontrou que na concentragdo de 108 UFC/mL, todas as cepas
conseguiram inibir a bactéria patogénica. Desta forma, pressupbe-se que estas cepas
produzem substancias antimicrobianas que inibiram o crescimento da bactéria patogenica,
destacando o isolado M14, com a formagao de um halo de 19,33 milimetros. Sabe-se que
um os mecanismos de acao dos probidticos envolvem a producdo de compostos com
atividade antimicrobiana, como perdxido de hidrogénio, acido latico, bacteriocinas,
substancias semelhantes a antibiéticos ou a uma combinagao desses compostos (SILVA
et al., 2016).

Em concordancia com este estudo Hanol et al. (2020) identificaram a presencga de
25 isolados de bactérias LAB em diversos peixes de agua doce, capazes de inibir

bactérias patogénicas, exibindo uma ampla gama de zonas de inibi¢ao, variando de fraca
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a muito forte. Os isolados mais promissores foram posteriormente identificados como
pertencentes aos géneros Lactobacillus e Lactococcus.

Da mesma forma, Mukherjee et al. (2017), através da analise dos resultados
obtidos por meio do ensaio de placa de microtitulagdo, demonstrou a capacidade de LAB
autoctone de inibir o crescimento de A. hydrophila, A. sobria, A.veronii e A. salmonicida.
Concomitantemente, Wang et al. (2022) mostraram que as culturas de L. rhamnosus, L.
casei e L. plantarum inibiram, significativamente, com didmetros médios de 15,85 mm,
14,56 mm e 14,13 mm, respectivamente, o crescimento de A. hydrophila.

Apesar de ndo haver um método universal para determinar a agado antagénica das
LAB em relagéo a bactérias patogénicas, em um levantamento de dados, foram avaliadas
um total de 1.056 cepas, abrangendo os géneros Enterococcus, Lactococcus,
Pediococcus, Leuconostoc e Lactobacillus, quanto a sua atividade antimicrobiana
utilizando a técnica de estiramento cruzado, foi constatado que 946 (89%) das cepas
testadas produziram substancias antimicrobianas que apresentavam atividade contra,
pelo menos, uma das 10 cepas de patdgenos oportunistas utilizadas como indicadores,
cujo maiores zonas de inibicdo estavam presente nos Lactobacillus (GARMASHEVA et al.,
2022).

Essa administracdo € uma estratégia nutricional que pode ser adotada e
specificamente em sistemas de produgado intensiva, onde fatores estressantes como
manuseio frequente, altas densidades populacionais e nutrigdo inadequada podem levar a
um desequilibrio na homeostase fisioldgica, resultando em redugdo do crescimento,
capacidade reprodutiva comprometida e supresséo do sistema imunolégico (TACHIBANA
et al., 2020). Portanto, outra forma de confirmar a capacidade dessas cepas em
atangonizar essa bactéria patdgénica, foi a suplementagéao in vivo de larvas de tambaqui
via alimento vivo e racdo. Nessa etapa, foi observado tanto o desempenho zootécnico
como a protegdo contra a aeromonose.

Primeiramente, quanto ao desempenho foi observado, durante os 10 primeiros dias
de suplementagao, uma diferenga significativa no crescimento das larvas de tambaqui
entre os diferentes isolados, especialmente para o tratamento com a cepa M13. Ainda, foi
verificado uma taxa de sobreviéncia acima de 50% para os tratamentos com as cepas
autoctones, demonstrando eficacia em promover o aumento da viabilidade e o melhor
desempenho das larvas, indicando a capacidade dessas bactérias em estabelecer uma
interacdo simbidtica no trato gastrointestinal das larvas, contribuindo para a melhoria do
processo digestivo, o fortalecimento do sistema imunolégico e a prevencao de infecgbes

por patdégenos.
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Além disso os resultados emonstraram que as larvas alimentadas com a racao
farelada suplementada ndo alcancaram um crescimento satisfatério quando comparadas
aquelas alimentadas com A. salina suplementada. Essa falta de desempenho pode ser
atribuida a baixa capacidade das larvas em digerir os alimentos complexos presentes na
dieta artificial utilizada, sugenrindo maior tempo de administragdo do alimento vivo. Essa
limitagdo na digestao de nutrientes pode ser semelhante ao que foi observado em estudos
anteriores realizados com a larvicultura do pacu (Piaractus mesopotamicus), no qual
também foi constatado um baixo desenvolvimento quando alimentado com dieta artificial
em comparagao com o uso de alimento vivo (BORGES et al., 2013).

Esses resultados reforcam a importancia de considerar a capacidade de digestao e
aproveitamento dos nutrientes pelas larvas ao formular dietas artificiais para espécies de
peixes como o tambaqui. Além disso, eles ressaltam a necessidade de explorar
alternativas, como o uso de alimentos vivos, que possam proporcionar um melhor
crescimento e desenvolvimento das larvas, garantindo assim a viabilidade e o sucesso da
larvicultura dessa espécie. O baixo crescimento observado na terceira fase do
experimento podem ser atribuidos a incapacidade morfolégica e fisiolégica das larvas em
digerir moléculas complexas logo apdés o inicio da alimentagdo exdgena, durante o
processo de desenvolvimento do trato digestivo, sendo esta uma caracteristica comum a
varias espécies (BORGES et al., 2013).

Os resultados favoraveis de crescimento de larvas, obtidos neste estudo através da
utilizacdo de nauplios de A. salina, assemelham-se aos resultados encontrados por
MARCIALES-CARO et al. (2010) no contexto da fase inicial de larvicultura do surubim
cachara, P. fasciatum, no qual na sua forma natural também demonstrou ser eficaz.

A fase de larvicultura é considerada uma etapa critica, especialmente devido a
alimentacdo, que desempenha um papel fundamental no crescimento e na sobrevivéncia
das larvas. A falta de oferta adequada de alimentos pode resultar em altas taxas de
mortalidade nas fases iniciais de vida. No entanto, esse problema pode ser minimizado
quando um alimento apropriado é fornecido. Alguns estudos destacam que é praticamente
inviavel oferecer alimento inerte como a primeira fonte exégena (PORTELLA et al., 2012;
PEREIRA et al., 2016). Portanto, recomenda-se iniciar a alimentagdo com alimentos vivos,
seguido de um processo de transicdo gradual até a substituicdo completa pelo uso de
alimentagao comercial (VIEIRA, 2022).

Além disso, a adigdo de probidticos por meio de alimentos vivos tem demonstrado
melhorias significativas no desempenho de crescimento, na eficiéncia alimentar e na

saude geral dos animais (SOUSA et al., 2020). Vale ressaltar que as cepas que se
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destacaram, nos testes in vitro, principalmente nos testes de autoagregacdo, co-
agregacéo e hidrofobicidade (110, M13 e M14), também foram destaque no desempenho,
mostrando uma possivel modulagdo da microbiota intestinal, a qual exerce influéncia no
desenvolvimento, crescimento e no sistema imunoldgico das larvas, desempenhando um
papel crucial na saude peixes ( MUNIR et al., 2018).

A capacidade de inibir patdbgenos € uma das caracteristicas mais desejaveis em
bactérias do acido lactico para sua aplicagao na aquicultura, e isso pdde ser verificado
nesse estudo, também in vivo, pela sobrevida das larvas suplementadas com as cepas
probidticas M13 e M14, ap6s o desafio com A. hidrophylla (VIEIRA, 2022).

Assim como neste, um estudo sobre a suplementacdo da dieta de M.
macrocephalus com artemia enriquecida com probidtico autéctone E. faecium na
concentragdo de 108 UFC/mL e uma frequéncia de administragdo de 3 a 4 vezes ao dia,
foi observada uma redugao significativa na taxa de mortalidade acumulada durante a
infeccdo aguda de 96 horas pelo patdgeno A. hydrophila (VIEIRA, 2022).

Dessa forma, considerando as alternativas ao uso indiscriminado e convencional de
antibidticos, devido ao surgimento de bactérias cada vez mais resistentes, o uso de
probioticos se destaca como uma abordagem promissora, na qual sua utilizagcdo tém se
difundido como uma medida profilatica eficaz, principalmente por assegurar a manutengao
de um sistema imunoldgico saudavel nos animais, resultando em maior produtividade na
aquicultura (VIEIRA, 2022).

Uma das caracteristicas marcantes das bactérias laticas € a capacidade de
adaptagdo ao trato gastrointestinal, o que Ihes permite competir por sitios de ligagcao
especificos na camada intestinal e dominar a comunidade bacteriana, suprimindo o
crescimento de bactérias nocivas (LI et al., 2018). Essa capacidade de adesao por
exclusdo e redugédo expressiva de bactérias patogénicas € uma das caracteristicas do
efeito probidtico no hospedeiro, sendo associada a producdo de substancias
antimicrobianas e ao mecanismo de quorum sensing, proporcionando ativado do sistema
imunolégico do hospedeiro em situagbes de estresse ou exposigdo a doengas agudas
(CHAUHAN et al., 2019).

A suplementacao dietética com cepas probidticas tem o potencial de promover o
equilibrio da microbiota intestinal e desencadear beneficios diretos para o hospedeiro,
como a melhoria da fungéo digestiva, a inibicdo da colonizagdo de patégenos no trato
gastrointestinal e o aprimoramento da integridade do epitélio intestinal, melhorando o
desempenho da producgado, diminuindo os indices de doencas e consequentemente

reduzindo a utilizacdo de antimicrobianos (ZANG et al., 2022). Portanto, o uso das cepas
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isoladas nesse estudo, em especial M13 e M14, no alimento vivo durante as fases iniciais
de vida de C. macropomum foi capaz de melhorar a sobrevida apés o contato com

Aeromonas hydrophila, uma vez que conferiram maior resisténcia a bactéria patogénica.

7. CONCLUSAO

Foram isoladas 115 cepas bacterianas do aparelho gastrointestinal e seu conteudo.
Entre estas cepas 5 foram identificadas como bacilos Gram positivos e catalase
negativos, y-hemoliticas e formavam colénias esbranquigadas, brilhantes, com forma
arredondada e bordas bem definidas, pertencentes ao género Lactobacillus sp.,
chamadas de I3, 110, F4, M13 e M14.

Todas as cepas mostraram-se suscetiveis a Oxitetraciclina, Penicilina, Ampicilina,
Clorafenicol e Eritromicina, apresentando halos de inibigdo ao redor das col6nias., exceto
a Estreptomicina.

Quanto ao pH, as cepas bacterianas foram capazes de sobreviver e crescer em
condigbes acidas e alcalinas. O crescimento maximo foi observado em pH 8,0. Em meios
de cultura com pH 2 e 3, as cepas M13 e I3 apresentaram desempenho superior,
respectivamente. Na presenca de sais biliares, todas as cepas testadas mostraram taxa
de sobrevivéncia, indicando que nao foram afetadas pela presenca desses compostos. A
cepa 110 se destacou com a maior taxa de sobrevivéncia, seguida pelos isolados M14, F4,
M13 e I3.

A cepa 110 se destacou em varios aspectos, mostrando altas taxas de
autoagregacao, coagregacao e hidrofobicidade. Além disso, essa cepa apresentou a
maior taxa de sobrevivéncia na presencga de sais biliares. Esses resultados sugerem que
a cepa 110 tem um potencial probiotico significativo e pode ser uma candidata promissora
para aplicagdes futuras. Além disso, os testes de inoculacdo em juvenis de tambaqui
demonstraram a seguranca das cepas, ndo causando efeitos adversos e, na verdade,
promovendo um ganho de peso significativo.

In vitro as cepas 110 e M14 demonstraram a capacidade de inibir o crescimento da
cepa patogénica A. hydrophila, exibindo halos de inibigao significativos. Isso indica um
potencial antagonista dessas cepas bacterianas, sugerindo que elas podem produzir

substancias com propriedades inibitorias.
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No teste in vivo utilizando larvas de tambaqui, as cepas M13 e M14 demonstraram
um potencial significativo de promover a sobrevivéncia das larvas, apresentando taxas de
mortalidade mais baixas em comparagdo com os outros grupos. Esses resultados indicam
qgue a presenga dessas cepas probidticas pode conferir uma imunoprotecao efetiva contra
a aeromonose, uma doenga comum em larvas de peixe. Além disso, 0s grupos
suplementados com M13 e M14 também apresentaram uma maior taxa de sobrevida,
destacando a eficacia dessas cepas na promocgao da saude e resisténcia das larvas.

As cepas bacterianas isoladas do intestino de tambaqui demonstraram
propriedades probidticas relevantes, como autoagregacao, coagregacgao, hidrofobicidade,
formagéao de biofilme, antagonismo de patégeno, promogéo da sobrevivéncia e o potencial
de imunoproteg¢ao contra a aeromonose. Essas caracteristicas indicam seu potencial para
promover interagdes benéficas com o hospedeiro, melhorar a saude intestinal e

potencialmente aumentar o desempenho de organismos aquaticos.
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