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Resumo

Este trabalho teve como objetivo testar isolados do género Bacillus e Streptomyces
coletados nos rios Madeira e Purus frente a bactérias do género Aeromonas isoladas
de tambaqui (Colossoma macropomum). Foram utilizados 11 isolados de Bacillus spp.
e 10 de Streptomyces spp. frente a 26 isolados de Aeromonas spp. de tambaquis.
Para a realizacdo do teste, utilizou-se uma adaptacdo do método disco-difusdo,
onde os discos de antibidtico sdo substituidos por blocos de agar, jd com a bactéria
possivel promotora de inibicdo com crescimento evidente, colocados em contato
direto com a bactéria patogénica, também semeada em placa. Nos resultados, ob-
teve-se halos de inibicdo em todos os 26 isolados de Aeromonas spp. Nove cepas de
Bacillus spp. e seis cepas do género Streptomyces spp. apresentaram atividade inibi-
toria. Os testes alcancaram a finalidade da pesquisa revelando maior afividade e
frequéncia de inibicGo de Aeromonas spp. com a utilizacdo do género Bacillus spp.
in vitro, servindo de base para futuras aplicacdes in vivo visando a obtencdo de al-
ternativas de controle de aeromonose na piscicultura.
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Antibacterial potential of Streptomyces and Bacillus isolated from the Madeira and
Purus rivers against Aeromonas spp. isolated from tambaqui. This work aimed to test

isolates of the genus Bacillus and Streptomyces collected in the Madeira and Purus
rivers against bacteria of the genus Aeromonas isolated from tambaqui (Colossoma
macropomum). Eleven isolates of Bacillus spp. and 10 from Streptomyces spp. were
used against 26 isolates of Aeromonas spp. of tambaquis. To carry out the test, an
adaptation of the disk-diffusion method was used, where the antibiotic disks are re-
placed by agar blocks, with the inhibition promoting bacteria with evident growth,
placed in direct contact with the pathogenic bacteria, also sown in board. In the re-
sults, inhibition halos were obtained in all 26 isolates of Aeromonas spp. Nine strains of
Bacillus spp. and six strains of the genus Streptomyces spp. showed inhibitory activity.
The tests achieved the objective of the research, revealing greater activity and fre-
quency of inhibition of Aeromonas spp. with the use of the genus Bacillus spp. in vitro,
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serving as a basis for future in vivo applications to obtain alternatives for the control of

aeromonosis in fish farming.

Keywords: Colossoma macropomum, Antibiotic, Aeromonas.

1. Introducao

A piscicultura no Amazonas é
uma drea com ampla tendéncia a ser
explorada, pois €& favorecida pelas
condicoes naturais da regido, como a
grande diversidade da ictiofauna e o
grande volume de concentracdo de
dgua doce (Santos, 2020).

O tambaqui (Colossoma macro-
pomum) é a espécie nativa mais culti-
vada no pais, e a mais importante da
regido amazdnica, sendo muito apre-
ciada pelo sabor de sua carne. Nativo
da regido norte, ocorre naturalmente
nas bacias do rio Amazonas e Orinoco.
Seu processo de criacdo é facilitado
pois apresenta um rapido crescimento,
é facil de alimentar, possui alta resistén-
cia e se adapta muito bem ao cati-
veiro (Barcante, 2016; IBGE, 2019).

Apesar desses fatores em poten-
cial, o Amazonas ndo é um dos princi-
pais produtores do pais, pois enfrenta
desafios, como a falta de técnicas de
cultivo e difus@o do conhecimento so-
bre a criacdo destes (Oliveira, 2012;
Lima et. al. 2021). Nesta problemdtica,
as doencas infecciosas causadas por
bactérias e outros parasitas, também
sdo um entrave na criacdo, principal-
mente em sistemas superintensivos que
causam estresse nos peixes, dando
abertura para bactérias oportunistas se
instalarem nesses animais (Leira et. al.
2016; Valaddo et al., 2018).

Bactérias do género Aeromonas
representam um dos principais patége-
nos bacterianos de importédncia eco-
némica para a aquicultura, causadora
de septicemia hemorrdgica, caracteri-
zada por hemorragias na pele, pontos
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de hemorragia nas nadadeiras, exof-
talmia e ascite (Senar, 2017). Doencas
em peixes causadas por Aeromonas
sGdo comuns, tém ampla gama de hos-
pedeiros e podem causar alta mortali-
dade. O fratamento de populacdes
criadas em cativeiro usando antimicro-
bianos é limitado pela preocupacdo
de que as bactérias se tornem resisten-
tes e sejam disseminadas no ambiente
(Starplier et al., 2015).

A resisténcia bacteriana € uma
consequéncia natural e inevitavel do
uso de agentes antimicrobianos, po-
rém ela é intensificada pelo uso indiscri-
minado destes. E crescente a utilizacdo
de antibidticos no tratamento e profila-
xia de doencas e como promotores de
crescimento de peixes. Esse uso inade-
quado leva a mutacdes no genoma
bacteriano e transferéncias horizontais,
disseminando a multipla resisténcia em
diferentes géneros e espécies (Guar-
dabassi et al., 2010).

Diante desse cendrio, crescem
estudos voltados para a busca de no-
vos agentes anfimicrobianos, como di-
ferentes metabdlitos produzidos por mi-
crorganismos. A exemplo disso, Bacillus
spp. sGo alvo de pesquisas, principal-
mente pelo seu potencial de produzir
inUmeros peptideos antimicrobianos,
Rosa (2020) concluiu que Bacillus spp.
sintetiza lipopeptideos, pertencentes &
familia das surfactinas, iturinas e fengi-
cinas. Esses compostos atuam direta-
mente na membrana, sendo mais dificil
desenvolver resisténcia contra eles. J&
bactérias do género Streptomyces sdo
comumente utilizadas em estudos de
controles bioldgicos pois apresentam
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uma variedade de metabdlitos secun-
ddrios antimicrobianos (Paixdo, 2017).
Muitos estudos relatam a capacidade
antagonista de Sfrepfomyces frente a
diferentes bactérias, como em Ferreira
et al. (2016), que relata a inibicdo de
Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecium, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Candida albicans in vi-
fro.

Assim, considerando o aumento
da resisténcia dos microrganismos aos
antimicrobianos existentes no mer-
cado, observa-se uma necessidade de
avaliar outfros agentes com potencial
atfividade antimicrobiana. Neste con-
texto, a realizacdo de pesquisas por
novos agentes aparece como uma al-
ternativa para este fim. Portanto, so-
bendo que o bioma amazdnico possui
uma microbiota variada por apresen-
tar caracteristicas Unicas, torna-se inte-
ressante estudar a diversidade microbi-
oldgica desse ambiente e, consequen-
temente, seu potencial biotecnold-
gico. O presente estudo teve como ob-
jetivo, portanto, testar a atividade anti-
microbiana de Streptomyces spp. e Ba-
cillus spp. isolados dos rios Madeira e
Purus frente & Aeromonas spp. isoladas
de tambaquis, sendo seus resultados,
analisados a partir da mensuracdo de
halos de inibicdo de crescimento.

2. Materiais e Métodos

As amostras bacterianas foram
separadas em 3 grupos: 26 isolados de
bactérias de tambaqui do género Ae-
romonas, 11 isolados de Bacillus spp. e
10 de Streptomyces spp. isolados dos
rios Madeira e Purus.

As Aeromonas spp. foram inocu-
ladas em caldo cérebro coracdo (BHI)
e incubadas por 24 horas & 36°C. Pos-
feriormente, semeadas em placas de
petri com meio de cultura dgar cére-
bro coracdo (BHA) e dagar triptona de
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soja (TSA), e incubadas novamente por
24 horas a 36°C. Apds a segunda incu-
bacdo, selecionou-se colénias para se-
rem adicionadas em solucdo salina
0,85% esterilizada para preparar sus-
pensdes com o nivel de turvagcdo de
0,5 de acordo com a escala de Ma-
cFarland. Para aplicacdo do método
de disco-difusdo, semeou-se com a uti-
lizacdo de swalbs estéreis, a solugcdo sa-
lina com a bactéria diluida em placas
com meio de cultura dgar Mueller-Hil-
ton (MHA).

As 11 amostras de Bacillus spp. e
10 amostras de Streptomyces spp., j&
crescidas em meios especificos para
cada género, foram perfuradas com
fura-rolna estéril, gerando vdrios blocos
de gelose. Esses blocos foram aplico-
dos circularmente, com uma distancia
entre eles de em média de 2 centime-
tros nas placas semeadas com a Aero-
monas alvo em solucdo salina, tal dis-
tdncia foi previamente selecionada
para que os crescimentos dos halos fos-
sem bem visualizados.

As placas foram incubadas em
estufa a 36°C por um periodo de 24h.
Apds este periodo, as placas foram
analisadas, e de acordo com o cresci-
mento do halo que se formou ao redor
dos blocos foi possivel indicar ainibicdo
de crescimento da bactéria desafi-
ada. Os halos foram mensurados verti-
cal e horizontalmente, obtendo uma
média entre os valores.

De acordo com os par@metros
de Matsuura (2004) foi definido uma
classificacdo para o didmetro dos ha-
los formados dadas no Quadro 1.

Principios éticos
A autorizacdo do Conselho de
Gestdo do Patrimbénio Genético

(CGen) para uso de patrimdnio gené-
tico foi a de n° A229774.
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Figural. Esquematizacdo da metodologia de avaliacdo

Quadro 01. Grau de atividade antimicrobiana. Adaptado de Matsuura (2004).

Grau de atividade antimicrobiana Dia@metro dos halos de inibigdo (mm)
Ausente 0
Baixa 7-10
Moderada 11-14
Alta >14

3. Resultados e Discussao

Dos 26 isolados testados, nove
Bacillus spp. e seis Strepfomyces spp.
apresentaram atividade inibitéria.

Segundo Matsuura, 2004 (Qua-
dro 1), obteve-se entdo, para Bacillus
spp, um grau de atividade alta, atin-
gindo halos de 14 a 24 mm (Tabela 1).
J& Streptomyces spp., apresentou ativi-
dade de baixa a alta, na qual os halos
alcancaram de 10 a 16,5 mm, prevale-
cendo, porém, atividade inibitéria au-
sente na maioria dos desafios (Tabela
2). Observou-se, entretanto, halos de
inibicdo em todos os 27 isolados de Ae-
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romonas spp., com variacdo no didme-
tro entre 9 mm e 20 mm. Veja Figuras 2
e 3.

Os dois géneros apresentam re-
sultados positivos em outros estudos
que relacionam o potencial antimicro-
biano. Em Newaj-fyzul et al. (2007) Ba-
cillus subtilis se mostrou eficaz em com-
bater infeccdo por Aeromonas spp.
elevando de 65% a 100% a taxa de so-
brevivéncia de peixes truta-arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). Em outfro es-
tudo, quatro cepas de Sfreptomyces
spp. (AQB S1, AQB S2, AQB S3 e AQB S4)
isolados de esponjas marinhas, tam-
bém foram eficazes na inibicdo de Ae-
romonas hydrophila, apresentando
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zona de inibicdo de 10 a 35 mm, sendo
AQB S2 e AQB S$4 se mostraram alta-
mente ativos na inibicdo e AQB S e
AQB S3 exibiram atividade moderada,
utilizando o método de antibiograma
(Dharmaraj, 2010).

Figura 2. Halos de inibicdo de Stfrepfomyces ssp.
e Bacillus spp. frente a Aeromonas spp.

Figura 3. Halos de inibicdo de Bacillus spp.
frente a Aeromonas spp.

No Brasil, Sfrepfomyces  spp.
apresentou maior atividade frente a
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microrganismos patogénicos Gram-po-
sitivos (29,5 a 31 mm) do que para
Gram-negativos (10 a 14 mm) (Ferreira
et al., 2016), corroborando com os re-
sultados do presente estudo. Segundo
Madigan (2010), o menor percentual
de atividade antimicrobiana frente a
Gram-negativos € consequente da na-
tureza complexa de sua parede celu-
lar, a qual possui uma membrana ex-
terna ao seu redor, o que confere
maior resisténcia d acdo de antibidti-
CO0s, 05 quais ndo sdo capazes de trans-
passar tal barreira lipidica.

Os estreptomicetos fazem parte
do grupo das actinobactérias, e sdo
conhecidos por sua ampla capaci-
dade de producdo de metabdlitos se-
cunddrios com potencial antimicrobi-
ano, sendo utilizados na maior parte da
producdo de antibidticos (Liberal,
2018), sGo caracterizadas por serem
bactérias flamentosas que podem ser
encontradas em diversos habitats. (Pai-
xdo, 2017). Nesta abordagem, apesar
de Streptomyces spp. ser o género mais
comum em estudos com a utilizacdo
de antibidticos, observou-se, no pre-
sente trabalho, que Bacillus spp. apre-
sentou uma alta atividade de inibicdo
confra Aeromonas spp. potenciali-
zando o género para futuras pesquisas
com bactérias resistentes aos antibidti-
cos comumente conhecidos.

Em seu estudo, Cavalini (2019)
conclui que Bacillus spp. vem se tor-
nando foco de pesquisas da avaliacdo
de seu potencial antibidtico, pela sua
producdo de peptideos antimicrobia-
nos. De acordo com Fujimoto (2017),
detectou-se que o género Bacillus spp.
produz como metabdlitos secunddrios
diferentes compostos orgdnicos vold-
teis, aléem de duas linhas de antibiofi-
cos, asiturinas e as surfactinas, que pos-
suem poderosa atividade antimicrobi-
ana.
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Tabela 1. Halos de inibigdo em mm (Bacillus spp. frente & Aeromonas spp.) indicada como A
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A MAD MAD MPUR MPUR MAD MAD MAD MAD MAD MAD MAD MPUR MPUR  APUR
30 123 44. 151 348 202 127 142 146 207 105 352 331  37.
A3 0 0 0 0 1,5 13 11,5 105 105 115 11,5 0 15 16,5
A19 0 0 0 15 9 185 13 1 12 10 125 14 13,5 15
PX26 O 0 0 135 105 11 125 11,5 95 12 12 15,5 14 15,5
A38 0 0 0 9 12 0 0 0 0 0 14 155 165 21
F42 0 0 12 15 1 1 14 10 1 9.5 1 175 205 235
A47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0
F50 0 0 0 105 95 14 12 95 85 1 10,5 1 15 22,5
PX52 0 0 13,5 1 10 125 14 13 1 10 1 15 15,5 17
F77 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0
PX84 0 0 0 0 10 12155 13 11,5 12 12 155 175 165
F84 0 0 0 1.5 12 0 13 12 12 12 14 11,5 16 18
ST86 0 0 0 0 12 12155 11,5 10 10 12 1,5 165 195
F93 0 0 0 0 9 155 12 10 95 85 11,5 125 115 0
A96 0 0 0 0 105 11,5 13 95 95 1 1 10,5 15 1
A97 0 0 0 0 9.5 12 12 10 11,5 12 1 1 14,5 19
A101 0 0 0 0 9 13 105 105 10 105 10 0 1.5 14
FI03 0 0 0 0 115 17 135 125 11 125 13 12,5 16 14,5
A120 0 0 0 0 105 145 125 10 1 9.5 1 155 185 17
A121 0 0 0 0 14 15 17 16 155 155 155 175 195 0
A128 0 0 0 13 125 15 16 13 14 13 175 14 10 14,5
A130 0 0 0 0 10 14 115 10 11,5 105 105 14 15,5 15
F131 0 0 0 14 1 125 105 9 105 13 105 13 16,5 16
Al34 0 0 0 105 11,5 125 155 13 1 16 145 155 195 165
Al46 0 0 10 12 12 20 165 135 15 17 12 105 175 19
A151 0 0 0 0 145 165 165 13 18 14 15 10 13 15,5
A153 0 0 155 145 14 18 14 15 12 14 145 135 17 21
ATCC 0 0 0 15 10 125 145 105 115 1 14 13,5 14 24

4. Conclusao

Sabe-se que as bactérias pos-
suem mecanismos de resisténcia muito
bem desenvolvidos, dificultando a utfili-
zacdo de antibidticos ja existentes.
Sendo assim, é importante que as pes-
quisas com bactérias que possuem po-
tencial antimicrobiano sejom sempre
exploradas, para ampliar a possibili-
dade de producdo. Neste frabalho ini-
ciamos os estudos de acdo antago-
nista dos géneros Bacillus spp. e Strep-
fomyces spp. frente as bactérias do gé-
nero Aeromonas spp. que causam di-
versos sinftomas na saude do tambaqui,

CA6

enfatizando que em relagcdo as Aero-
monas spp. 0 género Bacillus detém
poder de inibicdo maior. Por tratar de
um projeto com objetivos qualitativos,
alcancou-se a finalidade da pesquisa
revelando que hd inibicdo de Aeromo-
nas spp. com a utilizacdo de Bacillus
spp. e Streptomyces spp. in vitro. Perce-
beu-se a necessidade um estudo mais
aprofundado que identifiqgue exata-
mente as biomoléculas que surtiram os
efeitos de inibicdo nas Aeromonas spp.
para que haja uma melhor utilizacdo
desses antibidticos de maneira geral.
Estes experimentos servem de base
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ST86 0 0 0 0 0 0 0 0 9,5 0 10
F93 0 0 0 0 0 0 0 0 10 1,5 12
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