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RESUMO

O objetivo deste estudo foi isolar e selecionar in vitro bactérias com potencial probi6tico do
peixe ornamental Amaz6nico Nannostomus beckfordi. Para o isolamento, retirou-se o intestino
de 12 espécimes, que foram macerados, homogeneizados e semeados em placa de petri contento
Agar Man Rogosa e Sharpe (MRS). Posteriormente ao crescimento bacteriano (48 horas a
35°C), as cepas selecionadas foram mantidas em caldo MRS e submetidas a testes de resisténcia
aNaCl (0,5,1,0,1,5,2,0e2,5e 3,0%), pH (4,5, 6, 8 e 9) e sais bhiliares (5% p/v). O antagonismo
foi realizado frente as bactérias patogénicas Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeroginosa,
Streptococcus agalactiae e Aeromonas jandaei. Das cepas isoladas (23 cepas), apenas seis (C1,
C2, C3, C4, C5 e C6) apresentaram potencial probiético. As cepas C1 e C6 tiveram maior
resisténcia (p<0,05) para o NaCl (0,5 e 1%) e pH (5 a 6), na presenca de sais biliares somente
a Cl teve a melhor resisténcia de crescimento. Para o antagonismo frente as bactérias
patogénicas, a C1 apresentou halo de inibicdo maior que 9 mm. Sendo esta cepa bactéria (C1)
identificada como Enterococcus faecium 11037 CHB. Portanto, este é o primeiro relato do
isolamento da bactéria autdctone E. faecium em N. beckfordi com potencial probiético.

Palavras-chave: peixe ornamental amaz6nico; probidtico autoctone; ensaio in vitro.



ABSTRACT

This study aimed to isolate and select in vitro bacteria with probiotic potential for the Amazon
ornamental fish Nannostomus beckfordi. For isolate, twelve fish underwent surgery procedure
to remove their intestinal tract, macerate and then inoculate in the plate petri containing de Man
Rugosa Sharped Agar (MRS). After bacterial growth (48 hours at 35°C), selected strains were
inoculated in MRS broth and submitted to resistance test with NaCl (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 and
3.0%), pH (4, 5, 6, 8 and 9) and bile salts (5% w/v). Inhibition test against pathogenic bacteria
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeroginosa, Streptococcus agalactiae and Aeromonas
Jandaei was also performed. Within the isolated strains group (23 strains), only six (S1, S2, S3,
S4, S5 and S6) showed probiotic potential. Strains S1 and S6 showed the greater resistance for
NaCl (0.5% and 1%) and pH (5 and 6), but only S1 obtained better results to resist the bile salts.
Even against pathogenic bacteria, the S1 showed the best results with inhibition halos greater
than 9 mm. In the end, this bacterial strain (S1) was identified as Enterococcus faecium
11037CHB. Thus, this is the first report regarding isolated autochthonous bacterium E. faecium

with probiotic potential of N. beckfordi.

Keywords: Amazon ornamental fish; autochthonous probiotic; in vitro assay.
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1 INTRODUCAO

A industria de peixes ornamentais movimenta uma receita de aproximadamente US$ 15
bilhGes, com a comercializacdo de equipamentos, racdes, produtos para agua e 0s peixes. Essa
modalidade de piscicultura tornou-se altamente rentdvel, uma vez que 0s peixes sdo
comercializados por unidade. A intensificacdo dos sistemas de criagdo com intuito de atender
a demanda de consumidores, que crescem anualmente, gerou uma receita de aproximadamente
US$ 372 milhdes somente com a comercializagdo de peixes ornamentais em 2017 (FAO, 2017;
EVERS et al., 2019; BORGES et al., 2021).

Neste cenario, o Brasil € conhecido mundialmente como um dos principais exportadores
de peixes ornamentais, devido a diversidade de espécies oriundos, principalmente da regido
Amazonica, com formatos e cores diversificados, além de tamanhos distintos, caracteristica que
s&o apreciadas nos mercados nacional e internacional (ABE et al., 2019; BELTRAO et al.,
2021). Contudo, hd uma caréncia de informacdes no desenvolvimento de pacote tecnoldgico e
estratégias na criacdo visando a sanidade e o crescimento das espécies Amazonicas (ABE et al.,
2019; FERREIRA et al., 2020; REIS et al., 2021).

Atualmente, com a intensificacdo da piscicultura ornamental, houve o aumento da
incidéncia de doencas, principalmente de origem bacteriana, responsaveis por surtos de
mortalidade e com isso prejuizo econdmico na base da cadeia produtiva de peixes ornamentais
(JATT et al., 2019; HOSSAIN e HEO, 2021). A proliferacdo de doencas é relacionada a varios
fatores, tais como o0 aumento na densidade de estocagem, manejo inadequado, méa qualidade de
agua e racOes desbalanceadas (WANJA et al.,, 2020). Logo, uma das medidas para
tratamento/controle e prevencdo é o uso de antibiéticos (oxitetraciclina) e quimioterapicos
(formalina), que administrados de forma inadequada, podem contribuir para resisténcia de
bactérias a esses farmacos, deplecdo do ambiente e riscos a satde do manipulador (PINHEIRO
et al., 2015; DIAS et al., 2018; SICURO et al., 2020, HOSSAIN et al., 2020; MOG et al.,
2020).

Nesse sentido, a busca pelo desenvolvimento da piscicultura ornamental sustentavel
vem sendo foco de pesquisa, buscando-se estratégias que possa substituir os tratamentos
convencionais. Logo, o uso de probidticos, que sdo microrganismos vivos que inseridos na dieta
sdo capazes de colonizar o intestino do hospedeiro proporcionando efeitos benéficos a saude
(GATESOUPE, 1999; ALLAMEH et al., 2017; JATOBA et al., 2018). Na piscicultura
ornamental, estes efeitos benéficos sdo relatados no crescimento, modulacdo da microbiota
intestinal, melhoria do sistema imunoldgico e resisténcia as doencas (DIAS et al., 2019;
PAIXAO et al., 2020; SOUSA et al., 2020; ARANI et al., 2021).
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Dentre as bactérias probiéticas relatadas na literatura para 0s peixes ornamentais,
destacam-se as bactérias acido laticas (BAL), como por exemplo, as Enterococcus faecium
(DIAS et al., 2019), Lactobacillus plantarum (PAIXAO et al., 2020) e Lactobacillus helveticus
(AHIRE et al., 2019). Este grupo de bactérias veem demostrando resultados promissores ao
hospedeiro, promovendo a modulagdo da microbiota intestinal melhora do sistema
imunoldgico, resisténcia a bactérias patogénicas, aumento da atividade das enzimas digestivas
e da vilosidade intestinal que, consequentemente aumenta o desempenho de crescimento e a
higidez dos animais (HOSEINIFAR et al., 2018; RING® et al., 2018; DAWOOD, et al., 2019;
SOUSA et al., 2019; ARIANE et al., 2021). Para os peixes ornamentais, ha relatos em diversas
espécies, tais como em acaré-bandeira (Pterophyllum scalare) (DIAS et al., 2019), guppy
(Poecilia reticulata) (BALAKRISHNA, 2019), kinguio (Carassius auratus) (AHIRE et al.,
2019) e paulistinha (Danio rerio) (ARIANE et al., 2021).

Contudo, a escolha e a seguranca da bactéria com potencial probiético é fundamental
para garantir os efeitos benéficos aos peixes, sendo que 90% dos probidticos ofertados nas
dietas para os peixes ornamentais sdo de origem exogena (GOBI et al., 2018; SOUSA et al.,
2020), podendo ndo promover a melhoria no animal, devido a baixa resisténcia as condicoes
fisiologicas do hospedeiro, impossibilitando a colonizagdo destas bactérias na quantidade
necessaria para ocasionar os efeitos benéficos (DIAS et al., 2019; TARKHANI et al., 2020).
Neste contexto, h& necessidade de administrar bactérias autdctones nas dietas possibilitando
maiores chances de colonizacdo do intestino, resultando nos efeitos benéficos ao animal
(SOUSA et al., 2019; DIAS et al., 2019; PAIXAO et al., 2020).

Desta forma, a selecdo e o isolamento de cepas com potencial probidtico através dos
testes in vitro sdo critérios essenciais para certificar a seguranca e resisténcia do isolado as
condicdes fisiologicas do animal, que posteriormente deve ser administrado nas dietas,
realizando os ensaios in vivo para verificar e validar que a cepa selecionada tem potencial
probidtico, ocasionando efeitos benéficos ao hospedeiro (DIAS et al., 2019; SOUSA et al.,
2019; PAIXAO et al., 2020).

Os peixes ornamentais amazo6nicos sao apreciados no mercado nacional e internacional,
dentre as espécies com valor econémico e que vem ganhando espaco no cultivo € o
Nannostomus beckfordi (Steindachner, 1876), da familia Lebiasinidae distribuido desde o rio
Amazonas até o Rio Negro. Essa espécie destaca-se devido ao seu formato fusiforme,
comportamento pacifico, formacao de cardume e coloracdo avermelhada nas nadadeiras, com
valor unitario de 3,55 euros (AQUAEDEN, 2021). Apesar do aumento na procura desta espécie,

ainda sdo escassas as informacdes sobre os protocolos de criacdo (ABE et al., 2019), alem disso,
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ndo ha estratégias nutricionais com intuito de proporcionar a higidez e o crescimento, resultando
em espécies mais saudaveis, com qualidade e potencial competitivo para 0 mercado de peixes
ornamentais.

Diante do exposto, o presente estudo é de suma importancia para o desenvolvimento de
estratégias produtivas na criacdo de N. beckfordi, visando a sanidade do animal diante das
condigdes adversas durante as fases de desenvolvimento na criacdo, e a0 mesmo tempo
proporcionando aumento da higidez e desempenho de crescimento, agregando o fortalecimento

da cadeia produtiva de peixes ornamentais.

2 OBJETIVO GERAL

Selecionar in vitro bactérias com potencial probidtico da espécie ornamental

amazonica Nannostomus beckfordi (Steindachner, 1876).
2.1 Objetivos especificos

a) Isolar bactérias com potencial probiodtico do peixe ornamental N. beckfordi em meio de
cultura &cido latico;

b) Selecionar in vitro bactérias com potencial probidtico do peixe ornamental N. beckfordi;

c) Realizar o antagonismo das bactérias com potencial probidtico frente a bactérias

patogénicas.
3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Producdo de peixes ornamental

A aquariofilia é o termo empregado a manutencdo de peixes em aquario, para fins de
ornamentacdo, lazer e/ou estudos cientificos. Os primeiros registros desta atividade datam o
século XVI, com a publicagdo em 1569 do livro intitulado Chu Sha Yu P’u, que significa “Livro
dos peixes vermelhos”, escrito pelo Chinés Chang Chi’ En-T€, ao qual descreveu os manejos
de alimentacéo, limpeza e cuidados com temperatura, tornando-se o primeiro exemplar com
informagdes sobre a criagdo de peixes em aquario (BOTELHO FILHO, 1990; LIMA, 2004).

Atualmente, a industria de peixes ornamentais movimenta um montante de US$ 15
bilhGes, com a comercializacdo de equipamentos, racdes, produtos, e 0S peixes ornamentais.
Com a expansdo da atividade entre os paises, sendo praticada em aproximadamente 125 paises,

devido a demanda crescente de consumidores, a piscicultura ornamental vem se intensificando
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com uso de tecnologias (bombas, alimentadores automaticos entre outros), estratégias para
aumentar a producdo e até mesmo iniciando a criagdo de novas espécies (ABE et al., 2019;
EVERS et al., 2019; REIS et al., 2021). Neste cenario, a piscicultura contribui com 90% das
espéecies destinado ao segmento da aquariofilia, mostrando-se uma atividade atrativa e
economicamente rentavel, sendo comercializado mais de um milh&o de exemplares distribuidos
em aproximadamente 5300 espécies, movimentando para o0 ano de 2016 uma receita de US$
347 milhdes em exportagOes e US$ 287 milhGes em importacdes (FAO, 2017; EVERS et al.,
2019; TRIBUZY-NETO et al., 2021).

Dessa maneira, o Brasil, é reconhecido como um dos principais fornecedores de
espécies ornamentais de agua doce da América do Sul, principalmente, oriundos da regido
amazonica (EVERS et al., 2019), devido a variedade de espécies com formatos diferenciados
e padrBes de cores diversos (DOS ANJOS et al., 2018; ABE et al., 2019; FERREIRA et al.,
2020). Logo, ocupa a 82 posicdo no ranking da exportagéo, sendo estimado a comercializagao
de mais 142,2 milhdes de exemplares entre os anos de 2006 a 2015, principalmente para Unido
Europeia, Cingapura, Hong Kong, Japdo, Estados Unidos e China, arrecadando uma receita
estimada em US$ 23 milhdes (EVERS et al., 2019; TRIBUZY-NETO et al., 2021).

O aquarismo tornou-se um hobby popular e atrai milhares de pessoas ano apds ano,
aumentando o interesse na criacdo de peixes ornamentais em todos 0s paises, isso explica a
presenca cada vez mais frequente de aquarios em apartamentos, casas e pontos comerciais, pois
além de decorar o ambiente, os cuidados aplicados a manutencdo dos peixes ornamentais
proporcionam uma sensacao de tranquilidade e bem-estar ao cuidador (FARIA et al., 2016). A
aquariofilia faz parte do segmento pet, e somente no ano de 2019, o Brasil, apresentou uma
populagcdo de 19,4 milhdes de animais, ocupando o quarto lugar no ranking mundial na
aquisicdo de peixes ornamentais, ficando atras apenas dos EUA, China e Reino Unido
(ABINPET, 2020).

Contudo, a industria de peixes ornamentais esta cada vez mais exigente, procurando
qualidade, beleza e novas espécies. Para 0s peixes ornamentais amazonicos, a pesca ainda é a
principal fonte de abastecimento do mercado, sendo os estudos com protocolos de criagdo das
espécies nativas o primeiro passo para garantir a quantidade desses peixes neste mercado, além
das estratégias na criagcdo para sanidade, producéo e variedades (ABE et al., 2019; REIS et al.,
2020). Logo, as pesquisas com foco na sanidade, nutri¢do, crescimento e resisténcia, sdo fatores
essenciais para alavancar a criagdo de peixes ornamentais amazonicos de interesse comercial

para 0os mercados nacional e internacional.
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3.2 Doengas bacterianas na piscicultura ornamental

As doencgas tornaram-se um dos principais gargalos para 0 sucesso na piscicultura
ornamental, principalmente de origem bacteriana, ocasionando surtos de mortalidade e perdas
econdmicas nos elos da cadeia de peixes ornamentais (RAJESWARI, 2019; CARDOSO et al.,
2021). As enfermidades bacterianas sdo ocasionadas por microrganismos oportunistas, podendo
ser 0s responsaveis primario ou secundario das infeces nos peixes, sdo encontrados habitando
naturalmente o ecossistema aquatico marinho e de &gua doce. A infecgdo dos organismos
aquaticos estd associada ao desequilibrio na triade epidemioldgica, decorrente de praticas
inadequadas de manejo durante o ciclo de criacdo, predispondo assim 0 estresse e consequente
reducdo na eficiéncia do sistema imunoldgico, contribuindo dessa forma, para a
susceptibilidade dos animais (LEWBART, 2001; JATT et al., 2019; CARDOSO et al., 2021).

A exemplo destas bactérias com potencial de disseminacdo na criacdo, podemos
destacar o género Aeromonas, conhecido pela doenca aeromoniose, sdo responsaveis por altos
surtos de mortalidade em peixes ornamentais, podendo ocasionar até 100% de mortalidade nos
animais em criacdo (DAS et al., 2021). Estas bactérias sdo consideradas patdgenos emergentes,
que acometem os animais aquaticos (PEATMAN et al., 2018). Este grupo de bactérias, sdo
classificadas como anaerdbicas facultativas, fermentadoras e gram-negativas, apresentam
forma de bacilos e oxidase positiva, e 0s componentes estruturais (flagelo, pili,
lipopolissacarideos e proteinas de membrana externa) tem papel fundamental para o processo
de infecdo nos tecidos dos animais (PESSOA et al., 2020). Além disso, estas bactérias
apresentam multiplos fatores de viruléncia (como g-hemol) que aumentam a capacidade de
infeccdo e colonizacdo dos hospedeiros, podendo também resistir aos tratamentos
convencionais (PARKER; SHAW, 2011; GONCALVES PESSOA et al., 2019; PESSOA et al.,
2020; HOSSAIN e HEO, 2021).

Os principais sinais clinicos observados em peixes ornamentais acometidos por
Aeromonas spp. sdo: septicemia hemorragica, Ulceras dérmicas, hemorragias pontuais e
vermelhiddo no tegumento (LEWBART, 2001; WALCZAK et al., 2017; HOSSAIN et al.,
2020), que ja foram relatados em Carassius auratus (ARATHI et al., 2018), Xiphophorus
hellerii (DAS et al., 2021), Symphysodon discus (CARDOSO et al., 2021) e Cyprinus carpio
(BHUVANESWARI et al., 2018).

Em um estudo realizado por Rozi et al. (2018), gourami (Osphronemus gouramy) com
sinais de doencas bacterianas, isolou-se e identificou-se 18 cepas de bactérias, sendo a

Aeromonas hydrophila com representagdo de 27,78%. Nesses animais foram observadas
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hemorragias, Ulceras, bolhas de ar expelidas pelo opérculo, nadadeiras corroidas e alteracoes
histopatoldgicas no rim. Rosidah et al. (2020), observaram que as diferentes densidades de A.
hydrophila aplicadas via injecdo intramuscular no peixe-dourado (Carassius auratus),
ocasionou a hiperplasia nas branquias e no rim, além disso foi constatado hemorragias, necrose
e congestdo nas brénquias, figado e rim. Huang et al. (2021), relataram que a bactéria
patogénica A. hydrophila, é um potencial agente causador da doenca da cauda de “agulha
purulenta” em guppies (Poecilia reticulata).

Os patogenos bacterianos do género Pseudomonas sdo microrganismos ubiquos, gram-
negativos, ndo fermentadores, aerdbicos estritos, em forma de bacilos (IGBINOSA et al., 2012),
responsaveis na mortalidade de peixes ornamentais (RAJESWARI, 2019). Haque et al. (2021),
observaram que a infeccdo de anabas (Anabas testudineus) com o patdégeno Pseudomonas
aeruginosa causou hemorragias, necrose lamelar, producdo excessiva de muco, alteracdes
histopatol6gicas no rim e figado, além disso houve a diminuicéo na concentragdo de eritrdcitos
e hemoglobina, assim como a mortalidade dos peixes infectados.

Outro grupo importante de patdgenos bacterianos na piscicultura ornamental, pertence
ao género Streptococcus caracterizados como bactérias gram-positivas, aerobicas facultativas,
fermentadoras, ndo mdveis, apresentam catalase negativa e forma de cocos, responsaveis por
causar a doenca infecciosa estreptococose (DU TOIT et al., 2014). Em peixes ornamentais
infectados com Streptococcus observou-se a coloragdo corporal escura, exoftalmia, natacéo
erratica, lesdes nas branquias, hemorragias dérmicas e alteracfes histopatoldgicas nos 6rgaos
internos (LEWBART, 2001; VELAPPAN e MUNUSAMY, 2018; AMAL et al., 2019).
Nugrahani et al. (2021), observaram o aumento no nimero de neutréfilos e monacitos, além da
diminuicdo de eritrdcitos, leucdcitos totais e linfécitos no peixe ornamental Rasbora
argyrotaenia infectado por Streptococcus agalactiae.

As doencas tornaram-se um gargalo para a piscicultura ornamental, logo, o uso de
quimioterapicos e antibidticos de amplo espectro comumente s&o utilizados, com intuito de
acao profilatica ou tratamento (RODGERS e FURONES, 2009; CHOWDHURY et al., 2015;
MO et al., 2017; SANTOS e RAMOS, 2018). Nesse contexto, Anjur et al. (2021), listaram 0s
principais antibidticos e quimioterapicos utilizados no tratamento e prevencdo de doencas na
piscicultura ornamental, o qual destacaram-se os antibioticos: tetraciclina, oxitetraciclina,
clortetraciclina, sulfamerazina e eritromicina e quimioterapicos: acriflavina, sulfato de cobre,
formaldeido, permanganato de potassio, peroxido de hidrogénio e azul de metileno. O uso
destes produtos quimicos, foi observado por Chanda et al. (2011), na criagdo de peixes

ornamentais, que em muitos casos nao apresentam alta eficacia para tratamento, além de
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aumentar a mortalidade dos animais decorrente da administragdo do produto.

Desta forma, para minimizar os impactos com o uso desses produtos e alavancar o
desenvolvimento da psicultura ornamental de forma sustentavel, estratégias para substituir o
uso desses produtos sdo focos de pesquisa, favorecendo o ambiente, o hospedeiro e
minimizando o risco ao manipulador. Neste cendrio, 0 uso de probidtico vem tornando-se uma
alternativa profilatica eficaz, devido aos seus efeitos satisfatorios proporcionados aos animais
de criacdo, resultando no aumento do crescimento, melhoria do sistema imunologico e
resisténcia as condigbes adversas da criagdo (ARANI et al., 2019; DIAS et al., 2019; PAIXAO
et al., 2020).

3.3 Probiodtico

A palavra probidticos é oriunda da jungéo entre os termos latino “pro” e grega “bios”
que significa para a vida (ZIVKOVIC, 1999). Inicialmente foi proposto por Metchnikoff em
1908, ao observar a longevidade proporcionada pela ingestdo de bactérias acido laticas (BAL)
em humanos. Em 1965 Lilly e Stillwell, caracterizaram os probi6ticos como substancias
secretadas por microrganismos que estimulam o crescimento de outro. Posteriormente, Fuller
(1989), caracterizou 0s probidticos, como microrganismos vivos suplementado a dieta, capazes
de modular a microbiota intestinal do hospedeiro, conferindo-lhes efeitos benéficos a saude.

O conceito deste termo foi sendo moldado, tendo em vista, os métodos de administracdo
dos probidticos bem como a influéncia da dindmica do ambiente aquéatico na composi¢do da
microbiota intestinal dos hospedeiros. Gatesoupe (1999), definiu probidticos, como
microrganismos Vvivos que colonizam o trato gastrointestinal e mantem-se em concentracfes
viaveis, proporcionando aumento no desempenho produtivo e principalmente a melhora no
sistema imunoldgico do hospedeiro.

Verschuere et al. (2000), conceituaram o termo probi6ticos como microrganismos vivos
capazes de promover efeitos benéficos tanto ao hospedeiro via suplementacao alimentar quanto
por meio da melhora da qualidade da agua em tanques de criacdo. Sinalizando dessa forma, o
emprego mais abrangente da palavra probioticos na aquicultura. Diante disso, os efeitos
proporcionados pelos microrganismos probidticos na criacdo de animais aquéticos, pode ser
dividida em probidticos, quando 0 mesmo é administrado via dieta (PAIXAO et al., 2020;
ARANI et al., 20214, 2021b), biocontrole e biorremediacdo, quando atua na disseminacao de

microrganismos que ndo conferem patogenicidade, na melhora nos pardmetros quimicos e
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purificacdo de agua residual (DAT et al., 2019; ILLANJIAM et al., 2019; HLORDZI et al.,
2020).

Atualmente, o uso de probiotico em peixes vem sendo utilizado como estratégia para a
criagdo, com resultados promissores para os peixes, sendo observado como efeito benéfico a
modulacdo da microbiota intestinal, melhora do sistema imunoldgico, resisténcia a doengas,
aumento da vilosidade intestinal e de enzimas digestivas, proporcionando 0 aumento no
crescimento (SOUSA et al., 2019; DIAS et al., 2019).

Desta forma, o uso destes microrganismos em dietas para 0s peixes durante os ciclos de
criagdo vem ganhado espaco, sendo atualmente incorporado nas ragfes para serem ofertadas
aos animais, resultando na diminuicdo da mortalidade com aumento da produtividade, sendo
que estes resultados sdo oriundos das bactérias autdctones, diminuindo a quantidade de cepas

nas dietas, com reducédo do preco e garantindo seus efeitos benéficos ao hospedeiro.
3.4 Mecanismo de acéo

A microbiota intestinal desempenha um papel importante em diversos processos
regulatérios, logo, a quantidade e a diversidade microbiana presente no trato gastrointestinal
influenciam diretamente nos processos fisioldgicos do organismo (LAZADO e CAINPANG,
2014; BUTT e VOLKOFF, 2019). A composicao de bactérias benéficas no intestino promove
a competicao por sitios de ligacdo no epitélio intestinal e nutrientes, favorecendo dessa forma,
a diminuicdo e/ou exclusdo de bactérias com potencial patogénico, além disso, a secrecdo de
substancias quimicas, dentre outros metabdlitos interage com as células absortivas no intestino
auxiliando no processo digestivo, assim como, no estimulo de producdo e liberacdo de
hormdnios e outros peptideos que atuam no sistema imunolégico melhorando a resposta imune
do hospedeiro (BUTT e VOLKOFF, 2019).

A acdo dos probidticos depende das caracteristicas do microrganismo e sua inter-relacédo
com o hospedeiro, pois os efeitos benéficos ocorrem com a capacidade de colonizacdo das
bactérias no intestino do animal, sendo diretamente relacionada com a resisténcia fisiologica do
animal (BALCAZAR et al., 2006; CAIPANG e LAZADO, 2015). A colonizacio é uma das
fases mais importante para considerar uma bactéria com caracteristicas probidticas, e assim
promove a modulagdo da microbiota intestinal, no qual ocorre por meio da competicéo por
nutrientes e/ou sitios de ligagio (GOMEZ e BALCAZAR, 2008; BORRELLI et al., 2016),
producdo de bacteriocinas, peroxidos e acidos organicos (VERSCHUERE et al., 2000;
BALCAZAR et al., 2007; ZHANG et al., 2020). Estes efeitos moduladores da adi¢do de
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probidticos a dieta, foram observados no peixe barbo-rosado (Puntius conchonius)
(PARVATHI et al., 2012), peixe-zebra (Danio rerio) (ARANI et al., 2021b), peixe-palhaco
(Amphiprion ocellaris) (PAIXAO et al., 2020) e acara-bandeira (Pterophyllum scalare)
(SOUSA et al., 2020).

O estimulo na producédo de enzimas digestivas, auxilia na digestdo e melhor absor¢édo
de nutrientes (HOSEINIFAR et al., 2017; ARANI et al., 2019), conferindo melhor desempenho
dos indices zootécnicos, tais como, ganho de peso, crescimento e conversao alimentar (DIAS
et al.,, 2019; HIRE et al., 2020). Arani et al. (2019), avaliaram o efeito de Pediococcus
acidilactici na suplementacdo dietética do peixe-zebra (Danio rerio) e observaram o aumento
da atividade enzimética da lisozima no muco e melhora no desempenho produtivo. Sarojini et
al. (2020), reportaram que a inclusdo do probidtico Bacillus subtilis subsp. inaquosorum V1
produtor de bacteriocina, na dieta do peixe-dourado (Carassius auratus), favoreceu o aumento
na atividade das enzimas amilase, protease e lipase, proporcionando melhor desempenho no
crescimento, confirmando assim a influéncia da microbiota na nutrigdo animal.

A capacidade imunomoduladora das bactérias probidticas € um mecanismo de grande
relevancia para os hospedeiros, sendo um dos principais aspectos desejados para a piscicultura
ornamental (DIAS et al., 2019). O aumento da higidez, devido a atividade fagocitica
proporcionado pelo incremento no numero de neutrofilo, mondcito e trombdcito,
potencializando as respostas imunoldgicas (LAZADO e CAIPANG, 2014; PAIXAO et al.,
2020). Estes efeitos benéficos ao sistema imunoldgico é um dos pontos chaves para 0 sucesso
da criacdo, proporcionando o bem-estar aos animais, € com isso o crescimento, a qualidade e a

exuberancia dessas espécies a serem ofertadas ao mercado de peixes ornamentais.
3.5 Tipos de probidticos

Os principais grupos de bactérias probioticas utilizadas em peixes, sdo as acido laticas
(BAL) e bacillus, representados pelos géneros Enterococcus (DIAS et al., 2019; SOUSA et al.,
2019), Lactobacillus (PAIXAO et al., 2020), Lactococcus (SUN et al., 2018), Leuconostoc
(ALLAMEH et al., 2012; SELIM et al., 2019), Pediococcus (AHMADIFAR et al., 2020;
ARANI et al., 2021a), (SANKAR et al., 2017), Weissela (JAHANGIRI et al., 2018) e bacillus
(DIAS et al., 2019).

As bactérias &cido laticas (BAL), sdo microrganismos heterogéneos, microaeréfilos, ndo
moveis, gram positivas, catalase negativa, ndo formadores de esporos, produtores de &cido

latico como produto final de fermentacdo de carboidratos, podem apresentar forma de bacilos
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e/ou cocos. O interesse na utilizacdo de bactérias &cido laticas se deve aos efeitos
proporcionados ao hospedeiro, tais efeitos incluem a capacidade em modular a microbiota
gastrointestinal e produzir substancias antimicrobianas exercendo assim, papel
imunoestimulante e antagonico frente aos patégenos (HOSEINIFAR et al., 2018; RINGO et
al., 2018, 2020).

O grupo Bacillus com potencial probidtico, pertence a ordem Bacillales, s&o
microrganismos quimiorganotroficos, mdveis quando apresentam flagelos e ndo moveis, sdo
gram positivos, aerobios ou anaerobios facultativos, possuem forma de bastonetes retos ou
levemente curvados com ocorréncia individual, ou em pares, podendo formar cadeias ou
filamentos longos, além de produzir endésporos (LOGAN e VOS, 2015).

Na piscicultura ornamental, a inclusdo de probidticos a dieta de peixes, tem
demonstrado efeitos satisfatdrios na piscicultura ornamental, melhorando a performance do
sistema imunolégico inespecifico e ndo especifico, alem da resisténcia a infeccdes de origem
bacteriana e melhor absorcdo de nutrientes (YAMASHITA et al., 2017; GOBI et al., 2018;
ADORIAN et al., 2019; GOPINATH et al., 2019). Diante disso, pesquisas sdo desenvolvidas
neste campo para a avaliar os efeitos benéficos de probidticos em peixes ornamentais, efeitos
esses observados nas espécies ornamentais Pterophyllum scalare (DIAS et al., 2019; SOUSA
et al., 2020) e Osphronemus goramy (ILLANJIAM et al., 2019), inibi¢cdo bactericida e/ou
bacteriostatica de patdgenos em Carassius auratus (VADASSERY et al., 2020), além de
produzir substancias extracelulares que estimulam células do sistema imune, relatado em Danio
rerio (ARANI et al., 2019) e Amphiprion ocellaris (PAIXAO et al., 2020).

A administragdo de Pediococcus acidilactici por sua vez, fortaleceu a imunidade e
melhorou os indices de crescimento em Danio rerio (ARANI et al., 2021b). Efeitos benéficos
da formulacdo dietética contendo Enterococcus faecium foram observados nas espécies
Pterophyllum scalare, constatando-se melhor desempenho de crescimento e sobrevivéncia
(DIAS et al., 2019). A suplementagdo com Lactobacillus plantarum proporcionou o aumento
das vilosidades intestinais e melhor performance no desempenho produtivo em Amphiprion
ocellaris (PAIXAO et al., 2020).

Sun et al. (2018), observaram o suplemento na dieta de Cromileptes altivelis com
Lactococcus lactis HNL12 melhorou a taxa de crescimento e resposta imunoldgica contra o
patogeno Vibrio harveyi. Allameh et al. (2012), relataram que a espécie Channa striatus
alimentados com Leuconostoc mesenteroides apresentou resisténcia contra a bactéria
patogénica Aeromonas hydrophila. Alevinos de Poecilia latipinna, alimentados com artemia

enriquecida com Bacillus subtilis apresentaram modulacdo da microflora intestinal, melhora
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dos fatores reprodutivos, bem como, resisténcia ao patdgeno bacteriano A. hydrophila
(AHMADIFARD et al., 2019). Hire et al. (2020), observaram que o enriquecimento de artémia
com Bacillus spp. proporcionou 0 aumento no desempenho de crescimento de larvas de
Carassius auratus. Em um estudo realizado com juvenis de Amatitlania nigrofasciata
alimentados com dieta contendo Lacticaseibacillus casei observou-se melhor desempenho de
crescimento, aumento da atividade de enzimas digestivas como protease, amilase e lipase, assim
como, aumento na atividade de lisozima (MOHAMMADIAZARM e MANIAT, 2021).

3.6 Selecdo das bactérias probidticas

Os efeitos benéficos dos probidticos em peixes sdo cada vez mais evidenciados,
aumentando a producdo desses peixes na industria. Contudo, ainda se observa que bactérias
aloctones em dietas ndo séo capazes de resistir as condices fisioldgicas dos animais e com isso
ndo colonizar o trato intestinal, e assim ndo apresenta os efeitos benéficos (Melo-Bolivar et al.,
2021). Desta forma, as bactérias autdctones apresentam caracteristicas mais favoraveis para
resistir e permanecer viaveis no sistema digestivo dos animais, e assim colonizar o intestino
(YAMASHITA et al., 2020).

Para a selecdo de potenciais probidticos as cepas isoladas devem atender as premissas
dos testes in vitro (VIEIRA et al., 2013), que consistem em: avaliar a ndo patogenicidade;
resisténcia as concentragdes de NaCl, em funcdo das alterages nas concentracdes idnicas que
podem contribuir para o rompimento da membrana bacteriana, (MORTEZAEI et al., 2020);
resisténcia as escalas de pH, visto que a acidez estomacal pode diminuir significativamente a
densidade bacteriana (GIRIJAKUMARI et al., 2018); resisténcia aos sais biliares, em virtude
do efeito bactericida (BRANDVOLD et al., 2019) e inibigdo frente a patdgenos (YAMASHITA
et al., 2020). Portanto, esses critérios sdo esséncias para certificar a seguranca e resisténcia do
isolado para ser inserido na dieta.

Em pesquisas realizadas para avaliar a resisténcia de bactérias autoctones, candidatas a
potenciais probidticos, os isolados que apresentaram resultados satisfatorios de resisténcia in
vitro foram identificadas como: Bacillus sp. isolada do peixe-anabas (Anabas testudineus)
(MIDHUN et al., 2017); Enterococcus faecium isolada do peixe-anjo (Pterophyllum scalare)
(DIAS et al., 2019); Lactobacillus plantarum isolada do peixe-palha¢o (Amphiprion ocellaris)
(PAIXAO et al., 2019) e Pediococcus acidilactici isolada do peixe-zebra (Danio rerio)
(ARANI et al., 2021b).
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3.7 Nannostomus beckfordi

Figura -1 peixe-lapis (Nannostomus beckfordi)

Fonte: Natalino Sousa (2021)

A espécie Nannostomus beckfordi, conhecida popularmente como peixe-lapis, pertence
a Ordem dos Characiformes e Familia Lebiasinidae. E uma espécie neotropical, nativa do
Brasil, Guiana Francesa, Guiana e Suriname, comumente encontrada em rios Iénticos em meio
a raizes submersas e areas pantanosas. S&o caracterizados como bentopelagicos, possuem
reproducdo ovipara e habito alimentar onivoro, alimentam-se principalmente de pequenos
crustaceos, vermes e insetos. Quando adultos podem atingir o tamanho méaximo de 6 cm, no
periodo reprodutivo o macho exibe cores mais intensas enquanto que a fémea apresenta o corpo
mais arredondado (PLANQUETE et al, 1996; ESCHMEYER et al, 2017).

Possuem comportamento pacifico e gregario, formato fusiforme, natacdo na diagonal,
presenca de uma faixa longitudinal de tonalidade escura que se estende desde o focinho até o
pedinculo caudal, coloracdo avermelhada nas nadadeiras e expectativa de vida de 3 anos. Os
valores de pH ideal variam de 6,0 a 8,0 e temperatura de 24°C a 26°C. Tornando-se assim, uma
espécie de interesse econdémico para o mercado da aquariofilia ( WEITZMAN e WEITZMAN,
2003; ABE et al., 2019).

Esta espécie é apreciada nos mercados nacional e internacional de peixes ornamentais,
contudo, a pesca ainda é responsavel pela maior contribuicdo desta espécie na industria, nesse
contexto, a piscicultura ainda estd em fase de elaboragdo e adaptacdo de protocolos, com 0
primeiro relato para esta espécie descrito por Abe et al. (2019). Portanto, se faz necessario o
aprimoramento dos protocolos de criacdo e as tecnologias para a criacdo desta espécie,
proporcionado a piscicultura estratégias para a sanidade e bem-estar, e assim expor ao mercado

peixes com qualidade, saudaveis e competitivos.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi isolar e selecionar in vitro bactérias com potencial probiotico
do peixe ornamental Amazonico Nannostomus beckfordi. Para o isolamento, retirou-se o
intestino de 12 espécimes, que foram macerados, homogeneizados e semeados em placa de petri
contento Agar Man Rogosa e Sharpe (MRS). Posteriormente ao crescimento bacteriano (48
horas a 35°C), as cepas selecionadas foram mantidas em caldo MRS e submetidas a testes de
resisténcia a NaCl (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 e 3,0%), pH (4, 5, 6, 8 € 9) e sais biliares (5% p/v). O
antagonismo foi realizado frente as bactérias patogénicas Aeromonas hydrophila, Pseudomonas
aeroginosa, Streptococcus agalactiae e Aeromonas jandaei. Das cepas isoladas (23 cepas),
apenas seis (C1, C2, C3, C4, C5 e C6) apresentaram potencial probiotico. As cepas C1 e C6
tiveram maior resisténcia (p<0,05) para o NaCl (0,5 e 1%) e pH (5 a 6), na presenca de sais
biliares somente a C1 teve a melhor resisténcia de crescimento. Para o antagonismo frente as
bactérias patogénicas, a C1 apresentou halo de inibicdo maior que 9 mm. Sendo esta cepa
bactéria (C1) identificada como Enterococcus faecium 11037 CHB. Portanto, este é o primeiro
relato do isolamento da bacteria autoctone E. faecium em N. beckfordi com potencial probiotico.

Palavras-chave: peixe ornamental amazonico, probidtico autoctone, ensaio in vitro

ABSTRACT
This study aimed to isolate and select in vitro bacteria with probiotic potential for the
Amazon ornamental fish Nannostomus beckfordi. For isolate, twelve fish underwent surgery
procedure to remove their intestinal tract, macerate and then inoculate in the plate petri
containing de Man Rugosa Sharped Agar (MRS). After bacterial growth (48 hours at 35°C),
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selected strains were inoculated in MRS broth and submitted to resistance test with NaCl (0.5,
1.0, 1.5, 2.0, 2.5 and 3.0%), pH (4, 5, 6, 8 and 9) and bile salts (5% wi/v). Inhibition test against
pathogenic bacteria Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeroginosa, Streptococcus
agalactiae and Aeromonas Jandaei was also performed. Within the isolated strains group (23
strains), only six (S1, S2, S3, S4, S5 and S6) showed probiotic potential. Strains S1 and S6
showed the greater resistance for NaCl (0.5% and 1%) and pH (5 and 6), but only S1 obtained
better results to resist the bile salts. Even against pathogenic bacteria, the S1 showed the best
results with inhibition halos greater than 9 mm. In the end, this bacterial strain (S1) was
identified as Enterococcus faecium 11037CHB. Thus, this is the first report regarding isolated
autochthonous bacterium E. faecium with probiotic potential of N. beckfordi.

Keywords: Amazon ornamental fish, autochthonous probiotic, in vitro assay

INTRODUCAO

A piscicultura ornamental € uma atividade economicamente rentavel (FAO, 2017; Evers
et al., 2019), contudo, a intensificacdo nos sistemas de cultivo, aumentou a incidéncia de
doencas, ocasionado surtos de mortalidade dos peixes (Walczak et al., 2017; Shameena et al.,
2020). Neste cenério, manter o bem estar animal é fundamental para o sucesso no cultivo de
peixes ornamentais. Assim, o uso de probiético vem demostrando resultados promissores como
imunoestimulante e antagdnico as enfermidades, tornando-se uma estratégia na prevencao as
doencas, resultando no aumento da producdo (Sousa et al., 2019; Jatobé et al., 2018; Yamashita
et al., 2020). Estes efeitos benéficos com o uso de dietas suplementadas com probiético, ja
foram confirmados em P. scalare (Dias et al., 2019), Carassius auratus (Jinendiran et al.,
2019), Danio rerio (Mohammadi et al., 2019) e Poecilia latipinna (Ahmadifard et al., 2019).

Entretanto, a maioria dos probiotico aplicados na piscicultura ornamental é de fonte
aloctone (Anuar et al., 2017), que em muitos casos, nao proporciona os efeitos benéficos ao
hospedeiro (Marengoni et al., 2010). Desta forma, a obtencao de cepas bacterianas especificas
da propria espécie animal (probioticos autoctones) possibilita maior capacidade na colonizagéo
do intestino, pois essas bactérias apresentam maior resisténcia as barreiras fisiolégicas do
hospedeiro (Dias et al., 2019; Sousa et al., 2019; Yamashita et al., 2020). Assim, 0s ensaios in
vitro, sdo importantes para verificar a resisténcia das bactérias em condi¢Ges ambientais que
apresentem variacdes de NaCl, pH, sais biliares além da capacidade de inibir bacterias
patogénicas (Paixdo et al., 2019; Dias et al., 2019). Critérios esses essenciais para selecionar
cepas com potencial probi6tico, e assim garantir os efeitos benéficos ao hospedeiro (Dias et al.,

2019; Paixdo et al., 2019; Sousa et al., 2019). Dentre os grupos de bactérias probidticas
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autoctones, destacam-se as acidos laticas como Lactobacillus plantarum, Enterococcus
faecium, Lactococcus lactis e Weissella cibaria com efeitos benéficos aos peixes (Mourifio et
al., 2016; Jatoba et al., 2018; Dias et al., 2019; Yamashita et al., 2020).

Os peixes ornamentais amazonicos sdo apreciados na aquarofilia nacional e
internacional, devido aos padrdes de cores e formato. Dentre as espécies de interesse, destaca-
se 0 N. beckfordi da familia Lebiasinidae, com formato fusiforme, comportamento pacifico e
coloracdo avermelhada nas nadadeiras (Weitzman e Weitzman, 2003; ABE et al., 2019).

Diante do contexto, ndo ha informacdes sobre a sele¢do ou até mesmo a aplicabilidade
de bactéria autéctone com potencial probidtico no cultivo de N. beckfordi. Assim, o objetivo
deste estudo foi isolar e selecionar in vitro uma cepa de bactéria com potencial probidtico do

peixe ornamental amazénico N. beckfordi.

MATERIAL E METODOS

Para isolamento das bactérias &cido laticas, foram utilizados 12 espécimes de N.
beckfordi (0,332+0,05 g e 3,59+0,20 cm) saudaveis, oriundos do ambiente natural (SISBIO
19515). Os peixes foram anestesiados com banho de imersdo em solucdo de benzocaina (60
mg.L) (Romaneli et al., 2018) e eutanasiados pela seccdo medular, todos os procedimentos
nos animais foram aprovados pelo comité de ética (CEUA —protocolo 16/2018). O intestino foi
removido, homogeneizado em solucdo salina estéril (0,65%), diluidos em série (fator 1:10) e
semeados em placa de petri contento Agar Man Rogosa e Sharpe (MRS), com adico de 1% de
azul de anilina, as placas foram mantidas em estufa por 48 horas a 35 °C (Mourifio et al., 2016;
Paixdo et al., 2019).

As colbnias (cocos e bacilos) selecionadas pelas caracteristicas de serem gram positiva,
catalase negativa e afinidade com azul de anilina, foram inoculadas em meio de cultura em
caldo (MRS) e mantidas por 24h a 35 °C (Jatoba et al., 2008; Mourifio et al., 2016). Para a
cinética de crescimento, as cepas com potencial probiotico foram inoculadas em tubos falcon
(1:10) e em placa de petri de acordo com a metodologia de Paixao et al. (2019), para determinar
a maior taxa de crescimento e a concentragdo final do indculo (UFC.mL™).

A resisténcia das cepas em ensaio in vitro, foi realizada em delineamento inteiramente
casualizado com diferentes concentracGes de NaCl (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 e 3,0%), pH (4, 5, 6,
8 e 9) e a presenca de sais biliares (5% p/v), todos em triplicata. Foram mantidos por 24 horas
a 35 °C, posteriormente, as redugdes percentuais na absorbancia foram analisadas por

espectrofotometria a 630 nm (Dias et al., 2019; Paixdao et al., 2019).
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Para o antagonismo frente a bactérias patogénicas, as cepas isoladas foram inoculadas
em Agar MRS por 48 horas a 35 °C, posteriormente, retirou-se trés discos de 0,8 cm, que foram
alocados em placas de petri contento o meio de cultura agar Triptona de Soja, previamente
inoculadas com Aeromonas hydrophila (CPQBA22808 DRM), Pseudomonas aeroginosa
(ATCC27853), Streptococcus Agalactiae (LAQUA) e Aeromonas jandaei (LAQUA), todos em
triplicatas. Apds o periodo de crescimento (35°C a 48 horas), foi determinando o halo de
inibicdo (mm) (Dias et al., 2019). A cepa bacteriana com potencial probiotico selecionada apés
os testes in vitro foi identificada por espectrometria de massa pela técnica de MALDI-TOF
(Microflex) (Paixao et al., 2019, Sousa et al. 2019).

Os dados foram submetidos ao teste de premissas de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Levene’s), e entdo submetidos a andlise de varidancia (ANOVA),
posteriormente, realizou-se o teste Tukey (p<0,05) para comparacdo entre as médias. Os dados
de percentual de absorbancia foram transformados em raiz quadrada e as contagens
microbioldgicas transformadas em log (x + 1).

RESULTADO

Foram selecionadas 23 cepas em agar MRS, sendo que seis cepas (Cp1, Cp2, Cps, Cpa,
Cps e CPg) apresentaram caracteristicas para 0s ensaios in vitro (gram positiva, catalase
negativa e afinidade por azul de anilina). Destas, quatros cepas (Cpl, Cp3, Cp5 e CP6) tiveram
a maior taxa de crescimento por hora, atingindo a concentracio maxima de 10° UFC.mL* em
24h (tabela 1). No ensaio in vitro, o maior crescimento (p<0,05) bacteriano foi observado para
as cepas Cpi1 e Cpe nas concentragdes de 0,5 e 1 % de NaCl (%) e na faixa de pH entre 5 e 6
(tabela 1). Na presenca de sais biliares (5%), a maior resisténcia foi observada para a Cps,
seguida da Cps e CPg (tabela 1).

Todas as cepas apresentaram halo de inibicdo frente aos patdgenos, contudo, a CP;
apresentou maior atividade antagdnica, com halo acima de 9 mm, a todos os patdgenos testados
(tabela 2). O menor halo de inibicdo observado, foi para a Cps aos patdgenos A. jandaei e S.
Agalactiae (tabela 2). A cepa com melhores resultados nos testes de resisténcia e com maior
atividade antagénica, foi identificada como Enterococcus faecium 11037 CHB (MALDI-TOF
score de 2,13).
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Tabela 1: Taxa de crescimento maximo por hora (TCM por hora = Log UFC. mL™), concentragéo final apos crescimento em 24h (UFC.mL"

1y e o percentual (%) de crescimento a diferentes concentragdes de NaCl (%), pH e sais biliares (5%) das cepas de bactérias isoladas do trato

intestinal do N. beckfordi.

Cepas TCM.h?  Concentracio final  NaCl (0,5) Na|Cl (1,0) NaCl (1,5) NaCl (2,0) NaCl (2,5) NaCl (3,0)
CP1 0,77+0,02a 2,7+0,12 x10% 78,7+1,83a  75,26+0,72a 64,38+1,33a 54,15+0,79a 51,49+1,52a 43,94+0,98a
Cp2 0,67+0,03b  1,8+0,11x10%  63,02+4,97b  64,51+2,16c 58,92+177b 52,28+1,02a 47,36+0,98b 28,75+1,64d
Cps 0,78+0,03a 2,6+0,18 x10%  70,64+3,56ab 68,46+1,40bc 46,32+1,67c 40,58+1,61b 48,42+0,87ab 29,72+0,86d
Cps 0,65+0,04a  2,2+0,19 x10% 72,75+3,59a  70,26+1,23b  43,13+2,08c 39,77+1,75b 50,37+1,59ab 33,81+1,14c
Cps 0,77+0,02a 2,740,11 x10%  71,80+2,55ab  69,06+1,53b  65,10+1,73a 54,07+1,75a 50,98+0,99a 39,20+1,13b
CPs 0,76+0,04a 2,6+0,12 x10%  73,03+2,60a  74,01+1,32a  65,76+2,49a 54,60+1,159a 50,78+1,11a 43,24+0,92a
Valor-p  0,00162 0,00140 0,00686 0,00097 0,00001 0,00003 0,00691 0,00018
Cepas pH 4 pH 5 pH 6 pH 8 pH 9 Sais Biliares

CP1 23,29+0,54a 79,37+0,84a 84,94+1,12a  40,94+0,89a 38,33+0,66a 59,30+3,01a

Cp2 22,43+0,72a 66,03+1,04c 71,75+£0,92b  39,02+0,37b  34,74+0,97b 28,85+3,14cd

Cps 8,77+0,85b 68,49+0,71b 70,61+1,02b  31,88+0,59c  18,85+076c 34,86+3,26¢

Cps 9,32+0,45b 67,62+0,85bc 69,34+1,30b  40,19+41,02ab 18,23+0,75c 21,78+2,09d

Cps 21,69+0,84a 62,19+0,81d 56,49+0,98c  38,72+0,47b  37,93%0,88a 48,26+2,29 b

CPs 23,30+0,87a 77,15+0,95a 85,60+1,02a  41,26+0,45a  36,21+0,44 55,88+3,37ab

Valor-p  0,00043 0,00217 0,00001 0,00011 0,00317 0,00402

Valores (média £ desvio padrdo) com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).
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Tabela 2: Halo de inibigdo (mm) das cepas bacterinas candidatas a probioticas para N.

beckfordi contra os patdgenos A. hydrophila (AH), A. jandaei (AJ), P. aeroginosa (PA) e S.

agalactiae (AS).

AH Al PA SA

CPy 9,66+0,57a 12,41+074a 11,74+0,562 11,61+0,48a
Cp2 9,73+0,51a 9,68+0,58b 9,01+0,23c 9,08+0,17b

Cps 8,27+0,67b 12,36+0,56a 10,38+0,57b 11,36+0,58a
Cps 9,05+0,39%ab 9,74+0,61b 9,03+0,15¢ 9,42+0,57b

Cps 9,73+0,57a 1,33+0,61c 9,39+0,54bc 1,66+0,57c

CPs 9,88+0,24a 10,87+0,32a 12,21+0,42a 9,44+0,48b

Valor -p 0,01524 0,00321 0,00029 0,00012

Valores (médiat desvio padrdo) com letras diferentes na mesma coluna diferem entre
si pelo teste de Tukey (5%).

DISCUSSAO

Na piscicultura ornamental ha relatados dos efeitos benéficos do uso de probidtico ao
hospedeiro (Anuar et al., 2017; Paixdo et al., 2020), contudo, escassas sdo as informagdes sobre
a selecdo e isolamento de bactérias autoctone nas espécies amazénicas. Foi relatado até o
momento a utilizacdo da bactéria autctone E. faecium na espécie amazonica P. scalare oriundo
de cultivo (Dias et al., 2019). No presente estudo a cepa E. faecium isolada de N. beckfordi,
oriundo do ambiente natural, apresentou maiores valores de resisténcia nos ensaios in vitro e
atividade antagonica e maior velocidade de crescimento, podendo aumentar as chances de
colonizacdo no intestino e assim garantir efeitos benéficos espécie especificos no N. beckfordi.
Uma vez que a colonizacgao é o critério essencial para validar o potencial probiotico da bactéria
isolada para o animal (Sousa et al., 2019; Yamashita et al., 2020).

Os sais biliares sdo produzidos pelo hospedeiro para a emulsificacdo dos lipidios, que
durante o processo de digestdo atuam como bactericida (Jahangiri et al., 2018; Brandvold et al.,
2019), podendo reduzir o crescimento de bactérias, como observado em L. plantarum isolada
de Amphiprion ocellaris (Paixao et al., 2019), porém no presente estudo a CP; (E. faecium)
apresentou resisténcia a presenca de sais biliares com crescimento acima de 60%, similar aos
achados de Dias et al. (2019) para E. faecium isolada de P. scalare. A resisténcia do E. faecium
aos sais biliares é relacionada com a expressdo do gene gltK presente nesta bactéria (Zhang et
al., 2013).
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Outro critério que vem sendo abordado para selecdo destas bactérias sdo as diferentes
concentragdes de NaCl, pois alteragcfes na concentracdo ionica do hospedeiro no sistema
digestivo pode afetar a viabilidade da bactéria probiotica, provocando o rompimento na
membrana deste microrganismo (Moniruzzaman et al., 2018; Mortezaei et al., 2020),
corroborando ao relato de Viera et al. (2013), que ndo observaram o crescimento de L.
plantarum na concentracdo de 1,5% de NaCl. No presente estudo, observou-se crescimento das
cepas no meio de cultura com adicdo de 0,5 a 3% de NaCl, principalmente para a E. faecim
(CPy), similaridade observada também para as bactérias probioticas E. faecim, Lactococcus
lactis e Weissella oryzae (Dias et al., 2019; Mortezaei et al., 2020).

A resisténcia bacteriana aos diferentes valores de pH é importante para a selecdo de
bactérias com potencial probiotico, pois a acidez estomacal do hospedeiro pode reduzir em até
100% a densidade das bactérias (Girijakumari et al., 2018) inviabilizando sua colonizacdo no
intestino (Sousa et al., 2019). Neste estudo, observou-se crescimento de todas as cepas, tanto
em pH acido (4) como no alcalino (9), com melhores resultados de crescimento na faixa de pH
acido 5 e 6. Diferente do observado por Dias et al. (2019) e Girijakumari et al. (2018) para P.
scalare e Maylandia lombardoi, que tiveram reducdo de 100% no crescimento de cepas
selecionadas em pH acido (5 e 2, respectivamente).

O antagonismo perante as cepas probidticas, é um dos efeitos benéficos mais
importantes para cultivo de peixes, uma vez que a liberacdo de substancias inibitérias pode
afetar o crescimento de bactérias patogénicas, minimizando os efeitos danosos ao animal (Dias
et al., 2018; Yamashita et al., 2020). A bactéria E. faecium teve halo inibi¢cdo maior que 9 mm
frente as quatros bactérias patogénicas testadas, principalmente contra A. jandaei. Este efeito
antagonico ja foi relatado contra A. hydrophila, P. aeroginosa A. veronii, Staphylococcus
haemolyticus, Vibrio parahaemolyticus e V. vulnifcus (Dias et al., 2019; Mao et al., 2020),
sendo relacionada com a liberacdo de compostos acidos laticos, perdxidos de hidrogénio e

producdo de bacteriocinas (Ng et al., 2020).

CONCLUSAO
Portanto, a cepa E. faecium é primeiro relato de bactérias autoctone de N. beckfordi com
caracteristicas probioticas, com adequado crescimento em situacGes adversas e atividade

inibitdria contra bactérias patogénicas.
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