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Resumo - a intensificagcdo na producdo de peixe exige dos produtores novas alternativas para alimentagdo visando melhorar o

desempenho e imunidade desses animais, reduzindo surtos de doencas e consequentes mortalidades, principal causa de prejuizos na
producdo. Assim, com 0 presente estudo objetivou-se isolar, selecionar e identificar bactérias do trato intestinal de tambaqui
Colossoma macropomum com o potencial probidtico por meio de ensaios in vitro. Foram isoladas 31 cepas do intestino de 15 juvenis
de C. macropomum, sendo realizada andlise bioquimica, teste de tolerancia a pH (4, 5, 6, 8 e 9), sais biliares (5% p/v), halo de
inibicdo contra Escherichia coli (EC), Aeromonas hydrophila (AH), Pseudomonas aeroginosa (PA), Enterococcus durans (ED),
Staphylococcus aureus (StA) e Micrococcus luteus (ML), e o teste de viabilidade e inclusdo na racdo. Das cepas isoladas, quatro
obtiveram melhores resultados nos testes in vitro e de viabilidade: Bacillus cereus (T12A), Bacillus thuringiensis (T3A),
Enterococcus faecalis (T3AR) e Enterococcus faecalis. A cepa T12A foi a de melhor resposta aos testes, tendo apresentado
tolerancia a pH levemente acido (pH 6, 8 e 9), maior resisténcia a sais biliares (91%) e maiores halos de inibicdo na atividade
antibacteriana frente aos patdgenos testados. Assim, conclui-se que o B. cereus é uma cepa com potencial probidtico ao tambaqui,
sendo necessarios testes in vivo para avaliar a melhor concentragdo a ser aplicada nas diferentes fases de producao.
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Introducéao

A intensificacdo da producdo de pescado proporciona um ambiente estressor para 0s animais cultivados acarretando no aparecimento
de doencas (Marcusso, Salvador; Marinho Neto, 2017). Dentre as principais doencas que representam problemas para a piscicultura,
as de origem bacteriana sdo as que podem causar grandes perdas econdmicas na cadeia produtiva em um curto tempo (Leira et al.,
2017). Para o controle dessas enfermidades uso de antibidticos vem sendo utilizado de forma indiscriminada, representando um risco
ambiental e de saude coletiva, uma vez que o mau uso de bactericidas pode promover o aparecimento de bactérias resistentes
(Amarante et al., 2018). Nesse ambito, medidas alternativas ao uso de antibioticos sdo de grande interesse para a piscicultura. Dentre
as principais medidas utilizadas atualmente com esse propdsito esta o uso de probidticos na dieta animal.

Diversos microrganismos podem ser utilizados como probi6ticos, mas uso de microrganismos da propria espécie aumenta as chances
de colonizacdo do probidtico no trato gastrointestinal e por isso deve ser priorizado (Mourifio, et al., 2016). Para selecionar as
bactérias probioticas diversas avaliages quimicas e fisicas devem ser realizadas, simulando as alteragdes caracteristicas ao longo do
trato digestorio, determinando assim as limitacbes a sobrevivéncia e a colonizagdo intestinal da bactéria no
hospedeiro (Jatoba, et al., 2017).

Apesar da importancia que a suplementacdo com probidtico na dieta de peixe vem representando para a piscicultura a aplicacdo dessa
tecnologia em espécies nativas é escassa, bem como, literatura existente sobre bactérias probidticas autéctones de C. macropomum.
Desta forma, o presente trabalho objetivou isolar, selecionar e identificar cepas de bactérias com potencial probidtico do trato
intestinal de C. macropomum através de testes in vitro.
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Material e Métodos

O presente estudo foi conduzido no Laboratorio de Aquicultura da Embrapa Tabuleiros Costeiros em Aracaju, SE. As cepas foram
isoladas do trato digestério de quinze juvenis de C. macropomum saudaveis (0,986 g+0,20 g e 28,32 cm+2,34 cm), obtidas do lago da
Embrapa, e da Estacdo de Piscicultura da Universidade Federal Rural do Para (UFRA). Todos os procedimentos com animais foram
autorizados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) protocolo n° 29022016.003.

Para a remocdo do intestino, os animais foram anestesiados com eugenol (60 mg/L), eutanasiados por sec¢do medular e desinfetados
com alcool 70%. Posteriormente, foi realizada a coleta de fragmentos do intestino com peso de 0,1 g e homogeneizado em gral de
porcelana com um ml solucéo salina estéril (0,65%) (1:10) e semeado em placa de petri com meio de cultura Man Rogosa Sharpe
(MRS) é&gar contento 0,1% de azul de anilina, sendo incubadas por 48 horas a 35 °C. As cepas de interesse foram isoladas por
esgotamento em placa de MRS até atingir a pureza do morfotipo isolado (Ramirez et al., 2006; Jatoba et al., 2008).

Para as avaliagGes in vitro, as cepas com potencial probiético foram inoculadas em tubos contendo MRS caldo com distintas
concentracOes de pH (4, 5, 6, 8 e 9) e sais biliares a 5% (p/v) , sendo entdo conduzidos para estufa bacterioldgica a 35 °C durante
24 horas. Em seguida, foi realizada a leitura por espectrofotometria a 630 nm de absorbancia. Sendo a resposta de cada cepa isolada,
definida pelo percentual de reducdo da absorbancia em comparagdo ao meio de cultura controle com pH (7) e sem adicdo dos sais
biliares (Vieira et al., 2013).

Para o teste de antagonismo foi utilizada a técnica de halo de difuséo, sendo retirados quatro discos (& 0,8 cm) das placas contendo
as bactérias probidticas e alocadas em meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA), semeadas com
Aeromonas hydrophyla (ATCC 7966), Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853), Enterococcus durans (ATCC 19432),
Escherichia coli (D363), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Micrococcus luteus (A270), cedidas pelo Laboratério de Camardes
Marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). As placas foram entdo incubadas a 35 °C por 48 horas.

Para identificacdo do material genético, as cepas foram ativadas em caldo MRS durante 24 horas a 35°C. O DNA foi extraido
seguindo metodologia de Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989), adaptado por Jin (2006). Em seguida realizada quantificacdo de
quatro pL da amostra com eletroforese em gel de agarose 1% (Sambrook; Russel, 2001).

Apos quantificagdo do material genético foi realizado a amplificacdo dos genes selecionados para sequenciamento e identificagdo.
Através da Reagdo de Polimerizagdo em Cadeia (PCR), o isolado foi amplificado utilizando os primes de
phenylalanyl-tRNAsynthase  (pheS), com os iniciadores: pheS-21-F (5 CAYCCNGCHCGYGAYATGC 3) e
pheS-23-R (5' GGRTGRACCATVCCNGCHCC 3') para analise de taxonomia de procariotos (Naser et al., 2007). Para amplificacdo
do fragmento de DNA, as reacdes foram conduzidas com 2,4 uL de DNTPs (1,25 mM), 1,5 pL de tamp&o (200 Mm Tris-Hcl- PH 8,
500 mMKCI), 0,6 uL de MgCl, (50 mM), 0,6 uL de cada um dos iniciadores (50 ng/pL), aproximadamente 25 ng de DNA molde,
0,1 pL de Taqg Polimerase (5 U/uL ) e adicionado agua ultrapura para completar volume final de 15 pL da reagdo. O ciclo de
temperatura utilizada foi de desnaturacdo a 95 °C durante cinco minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por um
minuto, anelamento a 58 °C/1,5 minutos, extensdo a 72 °C/1,5 minutos, seguido por uma extensao final a 75 °C por 5 minutos.
O sequenciamento das cepas foi realizado por eletroforese capilar, com aparelho ABI3730, utilizando-se o polimero POP7 e
BigDye v.3.1, e enviados para arquivo individual para cada cepa, em formato FASTA, para leitura no sistema
Basic Local Alignment Search Tool-BLAST, e identificadas pela comparagdo de suas sequéncias depositadas no acervo mundial
GenBank'.

Os dados obtidos foram transformados em raiz quadrada e submetidos ao teste de premissas de normalidade de Shapiro-Wilk e entéo
a analise de variancia (ANOVA), sendo o valor de F significativo, as médias foram confrontadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade, utilizando o programa estatistico Assistat.

* http:/www.ncbi.nim.nih.gov/.
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Resultados e Discussao

Foram isoladas 31 cepas bacterianas dos juvenis de C. macropomum. Destas, 22 foram identificadas morfologicamente como
Gram-positivas, das quais 8 apontaram afinidade com corante indicador de bactérias acido laticas (Tabela 1).

Tabela 1. Cepas isoladas de juvenis de Colossoma macropomum para eventual potencialidade de uso probidtico.

T1AR + B * T1A - C
T12AR + C T14A + C *
T2AR + C * T2A + B
T22AR + C T22A + B
T3AR + C * T23A + C
T31AR + B T3A + B *
T32AR - C T31A + B
T4AR + C * T32A + B
T41AR + C T4A + C *
T42AR C T41A - C
T43AR C T42A C
T5AR - B T5A C
T4AR + C T6A - C
T6AR + B T62A + B
T1A + B T64A + B
T12A + B *

B- Morfologia de Bacillus; C- Coccus; (+): CA: Coldnia Azul: (*): Presenca.

Os testes de resisténcia a diferentes concentracbes de pH e a agdo de sais biliares (SB) sdo de fundamental
importancia (Mourifio et al., 2016) pois demonstram a capacidade da cepa isolada em resistir as alteracdes sofridas pelo alimento
durante sua passagem pelo sistema digestorio, e para isso, devem ter como resposta a sobrevivéncia em valores fisiologicos
encontrados no animal de interesse (Jatoba et al., 2017). O pH do intestino de C. macropomum varia entre 7 € 8, mas o pH do
estdbmago é muito &cido (Almeida, 2010), sendo uma barreira que pode reduzir em até 90% a densidade de células bacterianas e
diminuindo a disponibilidade destas bactérias no intestino (Ramesh et al., 2017). Nas faixas de pH estudadas as cepas T3A, T4A e
T12A foram as que apresentaram a menor reducdo de densidade em meios mais acidos (Tabela 2). JA em relagcdo ao teste de
exposicdo a sais biliares (SB) a 5%, no periodo de 24 horas mostrou que a cepa T12A apresentou melhor resultado (Tabela 2). Testes
de resisténcia de cepas de Bacillus licheniformis e B. pumilus isoladas de Labeo rohita, realizados por Ramesh et al. (2017)
mostraram que a viabilidade celular destas bactérias quando expostas a sais biliares (5%) foi de aproximadamente 75 e 55%,
respectivamente, valores menores que os encontrados por Zhou et al. (2018) onde cepas de Bacillus sp. mostraram taxa de
sobrevivéncia superiores a 85,3% em bile a 2% durante 12 horas, apresentando resultados inferiores ao do presente estudo.

Tabela 2. Redugdo em porcentagem de absorbéncia das cepas de Colossoma macropomum, submetidas aos desafios frente a escalas
de pH e concentragdo de sais biliares (SB).

T3AR 83,5+2,2A 84,5+2,7C 34,3+3,0B 37,6+4,2B 15,8+4,7B 57,8+0,9C
T4AR 86,4+1,2C 86,4+1,5D 37,9+1,4B 39,3+2,1B 29,4+2,3C 58,9+0,0C
T2AR 94,7+0,6D 92,7+0,8F 73,1+0,6E 68,2+1,0D 50,0+1,0E 58,4+1,9C
T1AR 93,8+0,3D 90,8+0,4E 53,8+0,1D 38,8+0,2B 45,0+0,2D 61,8+1,2D
T14A 85,0+1,1B 85,4+0,1C 44,1+0,2C 61,2+0,0C 42,2+0,1D 69,5+0,1E
T3A 85,1+0,0B 69,8+0,0A 8,2+0,3A 39,1+0,3B 56,9+0,1E 52,1+1,2B
T4A 86,6+0,0C 83,6+0,0C 5,7+0,3A 13,2+0,3? 4,5+0,4A 60,8+0,5D
T12A 86,5+0,0C 82,8+0,0B 2,7+0,3A 14,2+0,3? 7,0£0,2A 9,0+0,8A

Letras distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos na coluna pelo teste de Tukey (p < 0.05).

A atividade antibacteriana das cepas frente ao agente patogénico obteve resultados positivos frente a todos os patégenos desafiados,
apresentando halos de inibicdo de tamanhos superiores a 12 mm (Tabela 3). As cepas T3AR, T4AR, T12A e T2AR se destacaram
por apontarem maior agdo antagonica frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas, sendo a cepa T3AR a cepa com maiores
halos de inibicdo (> 18 mm) para todos os patdgenos avaliados. A cepa T12A sé apresentou diferenca estatistica para
Enterococcus durans, quando comparado a cepa T3AR, ja as cepas T4AR e T2AR apresentaram semelhanca estatistica com a cepa
T3AR para as bactérias Aeromonas hydrophila, Enterococcus durans e Micrococcus luteus. Resultados semelhantes foram
encontrados em estudos com cepas de Lactobacillus sp. (Kato et al., 2016), Bacillus sp. (Zhou et al., 2018) e Enterococcus faecium
(Gopalakannan; Arul, 2011).
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Tabela 3. Avaliagdo antagonica in vitro das cepas com potencial probiético isoladas de juvenis de Colossoma macropomum. Halo de
inibicdo (mm) frente a Escherichia coli (EC), Aeromonas hydrophila (AH), Pseudomonas aeroginosa (PA), Enterococcus durans
(ED), Staphylococcus aureus (StA) e Micrococcus luteus (ML).

T3AR 19,9+1,2A 19,5+1,1A 21,1+1 4A 18,1+0,42 18,3+0,1A 22,1+1 5A
T14A 16,9+0,7B 13,6+0,4D 12,5+0,5C 12,3+0,8C 17,6+2,0AB 19,9+2,0AB
T4A 17,6+0,7B 16,3+0,5B 16,8+0,3B 12,7+1,0C 16,8+0,4B 20,6+1,9A
T4AR 16,3+0,4B 19,5+0,4A 15,0+0,3B 18,7+0,72 16,5+1,4B 19,5+0,4A
T12A 19,0+0,4A 18,7+0,4AB 21,0+1,8A 14,8+0,9B 18,8+1,6A 21,7+0,4A
T2AR 17,4+0,4B 20,42, 1A 14,2+0,2BC 18,8+1,82 17,5+0,7AB 21,5+0,5A
T3A 16,8+0,7B 17,1+0,4B 16,4+0,0B 15,4+0,2B 16,7+0,3B 17,9+0,6B
T1AR 15,5+0,3B 15,5+0,5C 15,9+0,2B 13,9+0,4BC 14,6+0,4C 18,0+0,6B

Letras distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos na coluna pelo teste de Tukey (p<0,05), (-): Bactéria Gram negativa, (+): Bactéria Gram positiva.

As cepas que apresentaram melhores resultados in vitro seguiram para identificagdo molecular, possibilitando identificar as espécies
trabalhadas com nitida leitura no banco de sequéncias GenBank com 98% de similaridade de identidade, sendo identificadas como:
Bacillus cereus (T12A), Bacillus thuringiensis (T3A), Enterococcus faecalis (T3AR) e Enterococcus faecalis (T4A). Estudos
mostram a utilizacdo de Bacillus sp. e Enterococcus sp. como potenciais probioticos, obtendo resultados benéficos tanto no controle
de patdgenos, como no desempenho produtivos (Zhou et al., 2018; Garcia-Marengon et al., 2015; Gopalakannan; Arul, 2011).

Conclusoes

Com base nos resultados obtidos nos testes in vitro, é possivel concluir que a espécie Bacillus cereus isolada de
Colossoma macropomum apresentou melhor capacidade de suportar as condi¢des gastrointestinais do peixe. No entanto, estudos in
vivo devem ser realizados para comprovar seu potencial como probiético, bem como a melhor concentragdo a ser aplicada nas
diferentes fases de producéo.
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