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BACTÉRIAS COM POTENCIAL PROBIÓTICO DO INTESTINO DE TAMBAQUI 

(Colossoma macropomum) 

 

RESUMO – Os probióticos são microrganismos vivos que afetam de forma 
benéfica o hospedeiro ou o ambiente. Na aquicultura podem ser usados tanto na 
água como na ração, mas seu uso na alimentação é destacado como uma das 
principais medidas profiláticas. As doenças bacterianas são consideradas um dos 
principais entraves no crescimento da aquicultura, e assim, há a necessidade 
urgente no desenvolvimento de probióticos. O tambaqui Colossoma macropomum é 
a espécie nativa mais produzida no Brasil, e apesar de sua importância econômica, 
não há estudos que estabeleçam os microrganismos com potencial probiótico para 
esta espécie de peixe. Neste trabalho foi possível identificar e caracterizar bactérias 
autóctones com potencial probiótico para o tambaqui a partir de testes de: 
caracterização morfológica, catalase, tolerância à bile, antagonismo frente à 
patógenos, sensibilidade a antimicrobianos e sequenciamento do gene 16S rRNA. 
As cepas selecionadas foram: Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, 
Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus hominis e 
Staphylococcus saprophyticus. Todas as cepas foram tolerantes aos ácidos biliares 
do tambaqui e capazes de inibir o crescimento dos patógenos Enterococcus 
casseliflavus, Lactococcus garvieae e Aeromonas hydrophila. Todas as cepas foram 
parcialmente resistentes contra sete antibióticos. Como as cepas de S. 
saprophyticus e E. faecalis apresentaram menores valores no teste de antagonismo 
e por estas bactérias serem relatadas como agentes zoonóticos, concluímos este 
estudo selecionando quatro potenciais cepas: E. hirae, L. lactis, P. pentosaceus, S. 
hominis. Este é o primeiro estudo a referir o potencial uso probiótico de cepas 
autóctones para o tambaqui. 

Palavras-chave: aquicultura, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis, 
Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus hominis 
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BACTERIA WITH PROBIOTIC POTENTIAL OF THE TAMBAQUI INTESTINE 

(Colossoma macropomum) 

 

ABSTRACT - Probiotics are living microorganisms that beneficially affect the 
host or the environment. In aquaculture it can be used in both water and feed, but its 
use in feed is highlighted as one of the main prophylactic measures. Bacterial 
diseases are considered to be one of the major obstacles to the growth of 
aquaculture, and thus, there is an urgent need for the development of probiotics. The 
tambaqui Colossoma macropomum is the most produced native species in Brazil, 
and despite its economic importance, there are no studies that establish the 
microorganisms with probiotic potential for this fish species. In this study it was 
possible to identify and characterize autochthones bacteria with probiotic potential for 
tambaqui from tests of: morphological characterization, catalase, bile tolerance, 
antagonism of pathogens, antimicrobial susceptibility and 16S rRNA gene 
sequencing. The selected strains were: Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, 
Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus hominis and 
Staphylococcus saprophyticus. All strains were tolerant to acids bile from tambaqui 
and capable of inhibiting the growth of Enterococcus casseliflavus, Lactococcus 
garvieae and Aeromonas hydrophila pathogens. All strains were partially resistant 
against seven antibiotics. Since the strains of S. saprophyticus and E. faecalis 
presented lower values in the test of antagonism and because these bacteria were 
reported as zoonotic agents, we conclude this study selecting four potential strains: 
E. hirae, L. lactis, P. pentosaceus, S. hominis. This is the first study to mention the 
potential probiotic use of autochthonous strains for tambaqui. 

Keywords: aquaculture, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis, Pediococcus 
pentosaceus, Staphylococcus hominis 
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 

 

Introdução 

 

A aquicultura é um setor da produção animal que vem crescendo rapidamente 

e está se tornando um dos principais contribuintes da produção mundial de 

alimentos (Zorriehzahra et al., 2016). No Brasil, a demanda pelo pescado vem 

aumentando muito nos últimos anos, e esta procura faz com que produtores 

ampliem a produção na mesma área de cultivo. Considerando o aspecto sanitário 

aquícola, o adensamento, faz com que a carga de matéria orgânica presente na 

água se intensifique propiciando a ocorrência de doenças associadas às altas 

densidades.  

Dentre essas enfermidades, destacam-se as bacterioses causadas por 

Aeromonas móveis, Flavobacterium columnare e Streptococcus agalactiae. Para o 

controle dessas doenças, é feito o uso de antibióticos, que podem ser incorporados 

à ração (para animais de engorda) ou na água de cultivo (para alevinos). Porém a 

utilização destes antimicrobianos causa um grande impacto no ambiente aquático, 

devido aos resíduos liberados na água, causam seleção de microrganismos 

resistentes, além de deixar resíduos nas carcaças que são uma barreira para 

exportação para os Estados Unidos e Europa (Figueiredo; Leal, 2008). 

O tambaqui (Colossoma macropomum) é a espécie nativa mais produzida no 

país, e comumente produzida em outros países da América do Sul, possui várias 

características produtivas desejáveis, como ser domesticada, onívora e de fácil 

reprodução, com grande potencial para alcançar altos níveis de produção (Valladão; 

Gallani; Pilarski, 2016). Porém, é uma espécie que não tolera grandes variações 

térmicas e sofre com o aparecimento de enfermidades (Moro et al., 2013). 

O uso de probióticos para aquicultura e para esta espécie de peixe é uma 

alternativa profilática viável ao uso de quimioterápicos. Já que os probióticos estão 

entre os alimentos funcionais mais utilizados na aquicultura, assim como os 

prebióticos e os imunoestimulantes. 
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Objetivo 

 

Em vista da necessidade de produtos profiláticos para serem utilizados na 

produção de tambaquis, este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar cepas 

autóctones com potencial probiótico. 

 

Revisão de Literatura 

 

Aquicultura 

 

A aquicultura é o segmento da produção animal que mais cresce no cenário 

mundial, o crescimento anual médio é de 8,8% desde 1970, superando as taxas de 

crescimento da bovinocultura, avicultura e suinocultura (Crepaldi et al., 2007). A 

produção mundial é liderada por países asiáticos, principalmente a China, no ranking 

mundial o Brasil se encontra na décima quarta posição (FAO, 2016). Dentre os 

países da América do Sul, o Brasil é o segundo país mais produtivo do setor, 

perdendo apenas para o Chile (Brasil, 2013).  

Com a crescente procura por pescado, há intensificação nos sistemas de 

produção, elevando a densidade de animais. Esta intensificação expõe os peixes a 

alterações na qualidade de água e a intensivas práticas de manejo (Chagas et al., 

2009), isso causa estresse nos animais, causando desequilíbrio da tríade patógeno 

– hospedeiro – ambiente (Toranzo et al., 2004). O estresse de cultivo é inerente na 

aquicultura, podendo imunossuprimir os animais e deixando-os susceptíveis a 

diversos agentes patogênicos. Geralmente os agentes patogênicos primários são 

parasitos, que abrem porta de entrada para patógenos secundários como bactérias 

e fungos.  

As principais bactérias causadoras de doenças na aquicultura e responsáveis 

por grandes perdas econômicas são Aeromonas móveis, Flavobacterium columnare, 

Streptococcus agalactiae (Figueiredo; Leal, 2008). Na tentativa de controle das 

doenças, os produtores utilizam, de forma indiscriminada, um grande número de 



3 
 

 
 

antimicrobianos, que colocam em risco toda a cadeia produtiva, por deixar resíduos 

no pescado, além de comprometer a saúde dos peixes e o meio ambiente, podendo 

provocar o aparecimento de cepas resistentes a esses medicamentos (Figura 1) 

(Levy; Marshall, 2004). Em função destes e outros problemas advindos da utilização 

de antimicrobianos, sejam de ordem econômica, metodológica ou sanitária, devem 

ser estudadas alternativas que promovam a diminuição da utilização de 

quimioterápicos na aquicultura, sem causar perdas de produtividade e qualidade 

final do pescado (Meurer, 2005). 

 

Figura 1. Cepa de Aeromonas hydrophila, demonstrando resistência para alguns 

antimicrobianos na primeira foto e na segunda foto aparecimento de algumas colônias resistentes. 

 

Como alternativa ao uso de antimicrobianos, a utilização de alimentos 

funcionais vem se intensificando, pois favorecem não só a nutrição básica, mas 

também promovem o aumento da eficiência alimentar e taxa de crescimento, 

associados muitas vezes à melhoria da saúde desses animais. Dentre os alimentos 

estratégicos utilizados na aquicultura, estão os imunonutrientes (vitaminas e 

minerais), imunoestimulantes, prebióticos e os probióticos (Oliveira et al., 2002). 

 

Tambaqui: Características e Status Sanitário 

 

O tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), é um peixe da Classe 

Osteichthyes, Subclasse Actinopterygii, Ordem Characiformes, Família Characidae e 

Subfamília Serrasalminae. É uma espécie nativa da América do Sul, dos rios 

Amazonas e Orinoco. É a segunda maior espécie de peixe de escamas da América 
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do Sul (podendo medir 1 metro e pesar até 30 quilos), perdendo apenas para o 

Arapaima gigas.  O tambaqui é a segunda espécie de peixe mais produzida no 

Brasil, perdendo apenas para Oreochromis niloticus, uma espécie exótica (Brasil, 

2013). 

Na natureza, habita águas escuras ricas em nutrientes, com temperaturas 

elevadas, entre 25°C a 34°C, é uma espécie resistente a baixas concentrações de 

oxigênio dissolvido na água (Embrapa, 2011). É uma espécie onívora com tendência 

a consumir sementes, folhas ou frutos (Baldisserotto; Gomes, 2005), e diferente do 

parente próximo Piaractus mesopotamicus, o tambaqui consegue aproveitar 

alimentos naturais como o zooplâncton mesmo quando adultos, por possuírem 

rastros branquiais bem desenvolvidos (Lima; Golding, 1998), assim apresentando o 

maior crescimento dentre os peixes redondos nativos (Valladão; Gallani; Pilarski, 

2016). Esta característica faz desta espécie uma das de maior interesse entre 

pesquisadores e produtores, além da fácil adaptação à produção intensiva e 

principalmente, por sua carne ser muito apreciada e com alto valor nutricional 

(Mendonça et al., 2012). Além de ser a espécie mais produzida na região Norte do 

Brasil, sua criação tem se expandido nas regiões Nordeste, Sudeste e Centro-oeste 

(Ibama, 2005).  

Esta espécie é susceptível a ectoparasitas, endoparasitas e bacterioses, 

principalmente quando é criada fora da região Norte do país, onde as temperaturas 

são mais amenas e oscilam mais durante o dia (Moro et al. 2013). De fato, um dos 

principais fatores limitantes em qualquer cultivo intensivo, não só no de tambaqui, é 

a perda de animais devido às enfermidades. Mas em aquicultura este fator é ainda 

mais agravante, pois as doenças que afetam os peixes são facilmente transmitidas 

de um animal para o outro, causando graves perdas econômicas em intervalos de 

tempo extremamente curtos (Sommerset et al., 2005).  

Uma das alternativas seria o desenvolvimento de produtos sustentáveis 

específicos para a espécie. Os métodos tradicionais de tratamento, como o uso de 

antibióticos, têm sido questionados na aquicultura, já que seu uso vai além do óbvio 

no tratamento de enfermidades, mas também é utilizado objetivando a prevenção de 

doenças (profilaxia) e aumento do ganho de peso (Van den Bogaard; Stobberingh; 

2000 e Kesarcodi-Watson et al. 2008).  Os métodos preventivos convencionais como 
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o uso de probióticos e imunoestimulantes têm ganhado cada vez mais destaque no 

setor.  

Dentre os patógenos oportunistas de peixes de água doce, a bactéria 

Aeromonas hydrophila é um dos mais importantes, causando quadros de septicemia 

hemorrágica. As doenças causadas por A. hydrophila se destacam não só 

mundialmente (Zhang et al., 2014), mas também são classificadas como um dos 

principais agentes infecciosos de peixes redondos nativos (Sebastião, 2015).  

Ainda, como a patogênese de A. hydrophila é considerada complexa e 

multifatorial (Citterio; Biavasco, 2015), uma vez que afeta o sistema de criação, é 

difícil de ser controlada (Jeney et al., 2011). Além disso, seus isolados apresentam 

características de resistência tanto para diversos antibióticos e anti-sépticos, como 

também contra desinfetantes (Viswanatan et al., 2015). Compreendida por múltiplas 

cepas, sua heterogeneidade (Cipriano; Bullock; Pyle, 1984) dificulta o 

desenvolvimento de vacinas (Plant; LaPatra, 2011) e também torna os métodos 

profiláticos extremamente complexos (Jeney et al., 2011). Desta forma, torna-se 

importante a otimização de métodos preventivos, como a utilização de probióticos. 

 

Probióticos na Aquicultura: Status Atual e Método de Seleção de Novos 

Probióticos 

 

O termo probiótico é originário das palavras Gregas “pro” e “bios” que em 

conjunto querem dizer “para a vida”. Probiótico foi definido pela primeira vez por Lilly 

e Stillwell (1965) como “substâncias secretadas por um microrganismo, a qual 

estimula o crescimento de outro”. Posteriormente, Fuller (1989) os definiu como 

“produtos constituídos por microrganismos vivos que afetam beneficamente o 

hospedeiro, promovendo equilíbrio na microbiota intestinal”. Ainda, Merrifield et al. 

(2010) propõe que probiótico é qualquer célula microbiana viva que beneficia o 

hospedeiro quando fornecida através da dieta ou água de cultivo. Este benefício é 

alcançado através da melhora do equilíbrio da microbiota intestinal. Nesse contexto, 

são considerados os benefícios diretos como a imunoestimulação, melhora da 

resistência a doenças, redução da resposta ao estresse e melhora da morfologia do 

trato gastrointestinal, além disso, melhora o desempenho de crescimento, a 
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utilização dos alimentos, causando ainda, aumento da qualidade da carne e carcaça 

e redução de malformações. 

A utilização de probióticos é um método sustentável e promissor para o 

controle de doenças em peixes, pois pode ser uma alternativa ao uso de produtos 

químicos e antimicrobianos (Akhter et al., 2015), que é uma das grandes 

problemáticas na piscicultura atual. O uso abusivo de antimicrobianos coloca em 

risco toda a cadeia produtiva, pois pode deixar resíduos no pescado, além de 

comprometer a saúde de peixes e outros animais não alvos e também o meio 

ambiente, podendo provocar o aparecimento de cepas resistentes a esses 

medicamentos (Levy; Marshall 2004). 

A maior problemática dos probióticos utilizados para alimentação de peixes é 

que os produtos disponíveis no mercado são preparados com isolados probióticos 

oriundos de outras espécies, como suínos e aves, e por isso, são algumas vezes 

considerados ineficazes (Ghosh; Sinha; Sahu, 2007 e Ramesh et al., 2015). De fato, 

o uso de probióticos na aquicultura pode ser feita com microrganismos de origem do 

próprio hospedeiro ou não (Lazado; Caipang, 2014; Lazado; Caipang; Estante, 

2015), porém, a utilização desses microrganismos de origem autóctone do 

hospedeiro faz com que os benefícios sejam alavancados, pois os microrganismos já 

possuem familiaridade com o ambiente, salinidade e temperatura (Zorriehzahra et 

al., 2016). Por isso, a utilização de probióticos universais não é recomendada. 

Os probióticos agem conferindo efeitos benéficos à saúde do hospedeiro e ao 

ambiente (Merrifield et al., 2010; Wu et al., 2015), estas substâncias auxiliam no 

estabelecimento da microflora benéfica, atuando como barreira à fixação e 

movimentação de bactérias patogênicas, antígenos e outras substâncias nocivas ao 

epitélio intestinal (Lazado; Caipang, 2014). Podem ainda, agir na prevenção de 

enfermidades, diminuindo a carga bacteriana através da competição por pontos de 

alocação no epitélio ou produção de substâncias inibidoras (ácidos orgânicos e 

bacteriocinas), podem melhorar a imunidade inata, como o sistema de complemento 

sérico, atividade de lisozima, atividade de fagocitose e atividade do “burst” 

respiratório, sendo estas umas das principais características benéficas de seu uso 

na aquicultura (Srivastava; Pandey, 2015). Além disso, os probióticos modulam as 

citocinas liberadas pelas células imunes inatas e adaptativas (Lazado; Caipang, 
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2014), além de produzir enzimas digestivas suplementares (Verschuere et al., 2000), 

melhorando também a qualidade da água (Balcázar et al., 2006). 

Para que um microrganismo seja considerado um potencial probiótico, ele 

deve ser selecionado com base em suas características e na sua resposta a alguns 

testes específicos como, conseguir colonizar o trato gastrointestinal do hospedeiro, 

ser antagonista a algumas cepas patogênicas de interesse (Figura 2), também é 

importante que seja tolerante à bile, para conseguir sobreviver e se desenvolver no 

trato gastrointestinal do animal (Balcázar et al., 2008), ela não deve ser hemolítica 

(Figura 3), pois a hemolisina é um fator de virulência comum entre os patógenos, 

provocado anemia e edema no hospedeiro para tornar o ferro disponível para seu 

metabolismo (Ouwehand et al., 2005). 

  

Figura 2. Placas mostrando o teste de ação antagonista das cepas probioticas (no botão de 

ágar) contra a cepa patogênica (desenvolvida na placa), medida através do halo formado em volta do 

botão. 

 

 

Figura 3. Placas mostrando hemólise, as cepas 12 e 77 são gama-hemólise, as cepas 9, 10, 

11 e 80 são alfa-hemólise e as cepas 78 e 79 são beta-hemólise. 
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Alguns gêneros de microrganismos que já foram usados como probióticos são 

Saccharomyces, Clostridium, Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Shewanella, 

Leuconostoc, Lactococcus, Carnobacterium, Aeromonas (Nayak, 2010).  

Vários microrganismos já foram testados e diversos autores relatam seus 

efeitos benéficos. Sugita et al. (2007) a exemplo, isolou duas cepas de L. lactis do 

intestino de Silurus asotus e observou que as ambas podiam inibiram o crescimento 

de A. hydrophila através da produção de peróxido de hidrogênio, demonstraram 

assim, potencial para serem utilizadas como probiótico para esta espécie de peixe.  

Nandi et al. (2016) isolou duas cepas de Bacillus sp. do trato gastrointestinal 

de quatro espécies de peixes de água doce, as quais apresentaram boa atividade 

antagonista contra A. hydrophila, A. salmonicida, A. sóbria e A. fluorescens, além de 

produzirem enzimas digestivas, não serem hemolíticas, resistentes à bile e exibirem 

atividade antimicrobiana contra patógenos potentes de peixes.  

Thankappan et al. (2015) isolou Bacillus spp. do trato gastrointestinal de 

Labeo rohita, os isolados foram testados in vitro, com os seguintes testes, atividade 

antimicrobiana, tolerância à baixo pH e sal biliar, ensaio de hidrofobicidade, ensaio 

de autoagregação, tolerância ao suco gástrico, susceptibilidade à antibióticos, 

atividade proteolítica e amilolítica, catalase e teste hemolítico e in vivo, onde foram 

inoculados com 108 UFC/mL-1, o teste de patogenicidade, confirmou a segurança 

dos isolados probióticos.  

Mouriño et al. (2016) isolou Weissella cibaria do intestinos do híbrido de 

Pseudoplatystoma reticulatum X Pseudoplastystoma corruscans, obtendo bons 

resultados in vitro, onde testou seu antagonismo contra A. hydrophila e outras cepas 

patogênicas para esta espécie de peixe, analisou ainda a fermentação de 

carboidratos  e  in vivo, foi adicionada em dieta comercial na concentração de 106 

UFC/g-1, a contagem de glóbulos vermelhos em peixes alimentados aumentou 

significativamente em relação aos peixes não alimentados, desta forma concluindo 

que esta espécie bacteriana é promissora para  aquicultura de surubim. 

Outros gêneros como Staphylococcus, Pediococcus e Enterococcus também 

são promissores para utilização como probiótico. 
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Staphylococcus hominis 

 

Staphylococcus hominis é uma bactéria do Filo: Firmicutes, Classe: Bacilli, 

Ordem: Bacilalles e Família: Staphylococcaceae. São células esféricas com 1,0 - 1,5 

μm de diâmetro, sua apresentação é individual, aos pares ou em arranjos tétrades. 

São Gram-positivos, imóveis, não esporulados, aeróbios ou anaeróbios facultativos, 

não-hemolíticos, quimiorganotróficos com metabolismo respiratório e fermentativo. 

As colônias são geralmente opacas, podendo variar sua coloração (branca, creme, 

amarela ou laranja), geralmente catalase positiva. A temperatura ótima varia entre 

30ºC a 37ºC (Kloos; Schleifer, 1975).  Estão entre os microrganismos não 

esporulados mais resistentes. 

Espécies deste gênero podem ser classificadas como Staphylococcus 

coagulase-positivo (CoPS) ou Staphylococcus coagulase-negativo (CoNS). São 

relatados como microbiota normal de mamíferos e aves, embora possam se 

comportar como patógenos oportunistas que podem causar pequenas ou graves 

infecções (Gómez et al., 2016). Staphylococcus hominis foi isolada pela primeira por 

Kloos e Schleifer (1975) da pele humana e é um Staphylococcus coagulase-

negativa. Esta bactéria já foi utilizada como probiótico contra Staphylococcus aureus 

isolados da vagina de mulheres saudáveis (Sung et al., 2010), mas ainda não há 

relatos desta espécie sendo utilizada diretamente na piscicultura. Porém, Rajeswari 

et al. (2016) descreve um metabólito secundário de S. hominis, que é um 

biossurfactante fosfolipopeptídico que foi utilizado em Oreochromis mossambicus 

como um imunoestimulante promissor, que pode ser utilizado na aquicultura para 

prevenir doenças e surtos de doenças. 

O efeito de uma espécie probiótica sobre a flora intestinal é provavelmente 

determinado pela produção de bacteriocinas (Angelakis, 2016). A bacteriocinada S. 

hominis é a homicina, um peptídeo antimicrobiano que segundo Kim et al. (2010) 

pode ser um terapêutico alternativo ao uso de alguns antibióticos, pois exibe 

espectro antibacteriano contra várias espécies Gram-positivas que são resistentes a 

antibióticos.  
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Pediococcus pentosaceus 

 

Pediococcus pentosaceus é uma espécie bacteriana do Filo: Firmicutes, 

Classe: Bacilli, Ordem: Lactobacillales e Família: Lactobacillaceae. São cocos, 

medem de 0,6 a 1,0 μm de diâmetro, apresenta-se em forma tetraédricas, pois sua 

divisão ocorre em duas direções. São Gram-positivos, imóveis, não esporulados, 

anaeróbios facultativos, não-hemolíticos, caracterizadas como ácido-lácticas, a 

temperatura para seu crescimento pode variar de 35ºC a 40ºC. 

A pediocina, uma das bacteriocinas produzidas por P. pentosaceus é muito 

associada à fermentação de alguns alimentos como chucrute, pepinos em conserva, 

azeitonas e missô, a fermentação tem efeito de preservação, como também ajuda na 

melhora nutricional e nas propriedades físico-químicas dos alimentos, otimizando a 

qualidade nutricional e desempenho funcional da matéria prima (Knorr, 1998). 

Xu et al. (2010) descreve a utilização da pentocina, outra bacteriocina 

produzida por P. pentosaceus na conservação de salsicha de carpa prateada, por 

conta da produção de ácidos orgânicos (ácido láctico), contribuindo para melhora da 

textura da carne, sabor e inibe crescimento de microrganismos indesejáveis. 

Na aquicultura P. pentosaceus já foi utilizada na alimentação de Epinephelus 

coioides, inibindo o crescimento de Vibrio anguillarum em seu intestino e 

aumentando a taxa de crescimento, além de melhorar a imunidade inata. Em 

Rachycentron canadum, a alimentação com P. pentosaceus aumentou 

significativamente a taxa de crescimento e a taxa de sobrevivência de animais 

desafiados contra Photobacterium damselae subsp. piscicida (Xing et al., 2013). 

Entretanto, na aquicultura continental não há relatos, até o momento, da utilização 

desta espécie como probiótico. 

 

Enterococcus hirae 

 

Enterecoccus hirae é uma espécie bacteriana do Filo: Firmicutes, Classe: 

Bacilli, Ordem: Lactobacillales e Família: Enterococcaceae. São cocos Gram-

positivos, anaeróbios facultativos, não esporulados, não-hemolíticos, ácido-láctico, 
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conseguem viver em temperaturas de 5ºC a 65ºC, porém para seu crescimento 

ótimo, a temperatura deve estar entorno de 35ºC e pH entre 4,5 a 10, com o pH 

ótimo em torno de 7,0. Com estas características conseguem sobreviver numa 

ampla gama de habitats (Fisher; Phillips, 2009; Gupta; Tiwari, 2015). 

Sua bacteriocina é conhecida como hiracina, é bastante estudada por possuir 

atividade antibacteriana contra patógenos transmitidos por alimentos, como a 

Listeria monocytogenes (Sánchez et al., 2008). 

Foi descrita pela primeira vez por Farrow e Collins (1985) causando 

depressão no crescimento de galinhas jovens. Enterococcus hirae pode causar 

enteropatias em ratos (Etheridge; Vonderfecht, 1992), diarréia em cachorros filhotes 

(Collins et al., 1988) e em pintinhos (Kondo et al., 1997). Há também um único relato 

desta espécie causando enteropatia, colangite e pancreatite em gato (Lapointe et al. 

2000). Apesar de ser encontrada na flora intestinal humana, raramente esta 

associada a infecções (Blaimont; Charlier; Wauters, 1995). 

Arokiyaraj et al. (2014) isolou E. hirae de rúmen bovino que demonstrou 

propriedades anti-microbianas e anti-inflamatórias, além de outras propriedades 

positivas de potencial probiótico. Concluindo que podem ser utilizadas como 

alimento probiótico para controle das infecções intestinais, na digestão, além de 

melhorar o sistema imunológico do hospedeiro. 

Não há relatos na literatura desta espécie bacteriana sendo utilizada na 

aquicultura. 

 

Lactococcus lactis 

 

Lactococcus lactis é uma espécie bacteriana do Filo: Firmicutes, Classe: 

Bacilli, Ordem: Lactobacillales e Família: Streptococcaceae. São cocos Gram-

positivos, medem de 0,5 a 1,5 μm, não esporulados, imóveis, hemólise-negativa, são 

ácido-lácticos, crescem em temperaturas entre 30ºC e 40ºC, com a temperatura 

ótima em torno de 37ºC. 

Segundo Ringø e Gatesoupe (1998), a nisina, bacteriocina da L. lactis é a 

bacteriocina mais conhecida e estudada. Esta bacteriocina é a única utilizada 

comercialmente como agente natural de conservação de alimentos (Moreno; 
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Lerayer; Leitão, 1999). Amplamente utilizada no emprego de fabricação de queijos, 

manteiga e leite coalhado (Nascimento; Moreno; Kuaye, 2008 e Mierau; 

Kleerebezem, 2005). 

Lee et al. (2015) isolou  L. lactis  de kimchi (comida típica coreana), com 

potencial probiótico para humanos, além de efeitos antimicrobiano, antioxidante, 

anti-inflamatório e anticancerígeno, mantendo equilíbrio da flora intestinal. Estes 

resultados provam o potencial para aplicação e desenvolvimento de produtos com 

esta espécie. 

Segundo Balcázar et al. (2008) L. lactis, foi isolada de Oncorhynchus mykiss e 

possui características positivas para ser utilizada como probiótico na aquicultura. 

Sugita et al. (2007) também observou características probióticas em duas cepas de 

L. lactis isoladas de Silurus asotus, além de terem inibido o crescimento de A. 

hydrophila. Zhou, Wang e Yao (2010) descrevem atividade antimicrobiana de L. 

lactis, isolada de O. niloticus sobre A. hydrophyla, além de aumentar o ganho de 

peso e as respostas imunológicas. 
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CAPÍTULO 2 - Seleção preliminar de candidatos à probioticos para Colossoma 

macropomum  

(Normas da Revista: Archives of Microbiology) 

 

Resumo - Este estudo teve como objetivo identificar e caracterizar bactérias com 

potencial probiótico presentes na microbiota natural do tambaqui. Foram 

selecionados apenas os isolados Gram-positivos e hemólise-negativa. Foram 

realizados testes de diferenciação morfológica, seqüenciamento, catalase, tolerância 

à bile, antagonismo frente à patógenos, e teste de susceptibilidade a antimicrobiano. 

Seis cepas foram selecionadas e identificadas por meio de sequenciamento do gene 

16S rRNA como Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Lactococcus lactis, 

Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus hominis e Staphylococcus saprophyticus. 

As seis cepas confirmaram capacidade de resistir aos ácidos do trato intestinal. 

Todos os isolados inibiram o crescimento dos patógenos Enterococcus casseliflavus 

e Lactococcus garvieae no teste de antagonismo. Contra Aeromonas hydrophila, as 

cepas de L. lactis e E.hirae se destacaram inibindo o crescimento deste patógeno. 

Todas as cepas foram parcialmente resistentes contra os sete antibióticos testados. 

Como conclusão, a partir dos isolados iniciais, pelo menos quatro cepas (S. hominis, 

L. lactis, P. pentosaceus e E. hirae) se mostraram potenciais para serem testadas 

como probiótico em dietas de tambaquis. 

 

Palavras-chave: aditivos alimentares, aquicultura, Enterococcus, Lactococcus, 

Pediococcus, Staphylococcus  
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Introdução 

 

Probióticos são microrganismos vivos, que quando administrados em doses 

adequadas, provêm benefícios à saúde do hospedeiro (Kesarcodi-Watson et al. 

2008). Diversas bactérias dos gêneros Bacillus, Lactobacillus e Lactococcus foram 

isoladas com sucesso do intestino de peixes, e atualmente são conhecidas como os 

principais grupos de bactérias probióticas na aquicultura (Ringø e Gatesoupe 1998; 

Irianto et al. 2002; Balcázar et al. 2006). No entanto, alguns estudos têm revelado 

novos isolados com grande potencial para uso, como as bactérias do gênero 

Staphylococcus (Rajeswari et al. 2016) e do gênero Pediococcus (Xing et al. 2013). 

Conforme o conhecimento sobre as espécies de peixes de interesse econômico vai 

avançando, como o tambaqui Colossoma macropomum, diferentes cepas com 

atividades probióticas promissoras devem ser descritas. 

A maior problemática envolvendo o uso de probióticos na aquicultura é que 

muitos produtos disponíveis no mercado são considerados ineficazes, já que a 

maioria é preparada com isolados probióticos de outros animais, e não específicos 

para as espécies de peixes (Ghosh et al. 2007; Ramesh et al. 2015). Para isso, 

técnicas microbiológicas de isolamento e caracterização de cepas como testes de 

gram, morfologia, catalase, antagonismo, hemólise, tolerância à bile, colonização e 

segurança das cepas são empregados, possibilitando a seleção das bactérias com 

melhor potencial probiótico (Nikoskelainen et al. 2001; Vine et al. 2004; Balouiri et al. 

2016). Tais técnicas são essenciais e podem prover informações relevantes sobre 

cepas do próprio hospedeiro de interesse, além de possibilitar a descoberta de 

novos microrganismos úteis para a produção animal.  

O tambaqui é um peixe amazônico, que atualmente representa uma das 

principais espécies de peixe cultivado em água continental na América do Sul (IBGE 

2014; Valladão et al. 2016). Apesar do seu grande potencial produtivo, essa espécie 

é sensível às variações térmicas (Moro et al. 2013) e está susceptível aos problemas 

sanitários intrínsecos ao ambiente produtivo, sendo amplamente afetada por 

diferentes parasitos e bactérias (Valladão et al. 2016) que podem gerar graves 

perdas econômicas.  

Uma das estratégias de prevenção de enfermidades na aquicultura é a 
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utilização de probióticos, no entanto, não foram encontrados trabalhos sobre a 

seleção de probióticos a partir da microbiota deste peixe. Alguns pesquisadores 

descreveram o efeito de probióticos comerciais isolados de outros animais na 

alimentação do tambaqui (Ferreira et al. 2014; Azevedo et al. 2016), no entanto, o 

uso de cepas provenientes do próprio hospedeiro ainda não foi avaliado.  

Em vista da necessidade de produtos para serem utilizados na aquicultura, 

este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar cepas com potencial probiótico 

do intestino de tambaquis. 

 

 Material e Métodos 

 

Isolamento das bactérias com potencial probiótico 

 

Tambaquis juvenis saudáveis (sem tratamento prévio com produtos químicos 

ou antibióticos) n=12, pesando 93,65 ± 51,65 e medindo 16,36 ± 2,52, foram 

coletados de tanques escavados, do Departamento de Genética e Reprodução do 

Centro de Aquicultura da Unesp (Jaboticabal/SP). Os métodos utilizados neste 

estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética – CEUA/UNESP - Jaboticabal 

(Protocolo nº 1615/16). 

Os animais foram eutanasiados através do aprofundamento do plano 

anestésico em benzocaína 0,1g/L, lavados, limpos com álcool 70% e necropsiados 

em fluxo laminar. Os intestinos foram retirados assepticamente, abertos e lavados 

com solução salina estéril (0,65%) para retirada de fezes e possíveis bactérias 

alóctones (bactérias não fixadoras) do trato intestinal. Foi realizado três tipos de 

diluições: na primeira o intestino foi depositado em tubo tipo falcon (15 mL) e foi 

acrescentada a solução salina (0,65%) na proporção 1:1, uma alíquota de 100 μL foi 

plaqueada em ágar Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Himedia®, India) e em M17 Agar 

Base (M17, Himedia®, India), foram incubados em estufa a 35ºC por 48 h. Na 

segunda diluição, uma alíquota de 50 μL da diluição anterior de 1:1 foi acrescentada 

em 5 mL de caldo MRS (Micromed, Brasil). Na terceira, o intestino previamente 

homogeneizado em solução salina 1:1 foi retirado desta solução e colocado em 
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outro tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo MRS. Foram incubados a 35°C por 24 

h. As duas últimas diluições foram realizadas para enriquecimento das amostras. 

Uma alíquota de 100 μL de cada diluição foi plaqueada em ágar MRS e outra em 

M17. As placas foram incubadas em estufa a 35ºC por 48 h, depois as colônias 

foram repicadas em ágar MRS para isolamento bacteriano.  

As colônias foram selecionadas a partir de características analisadas através 

do método de coloração de Gram. 

 

Teste hemolítico 

 

O teste de atividade hemolítica foi realizado para excluir possíveis candidatos 

patogênicos. Todos os isolados selecionados pelo teste de Gram, foram estriados 

(método de esgotamento) em ágar Brain Heart Infusion (BHI, Acumedia, Brasil) 

enriquecido com 5% de sangue ovino, incubados a 35°C por 48 h. A observação da 

atividade hemolítica foi realizada através do aparecimento da zona de hemólise em 

torno das colônias recém crescidas.  

 

Diferenciação morfológica e identificação molecular dos isolados com 

potencial probiótico 

 

Os isolados pré-selecionados pelo teste da hemólise foram plaqueados em 

Agar MRS e incubados a 35°C por 48 h para realizar a caracterização dos isolados a 

partir de características morfológicas macroscópicas como o tamanho, aspecto, 

coloração e elevação das colônias, e a partir da morfologia microscópica das 

bactérias coradas pela técnica de Gram.  

Os isolados diferenciados foram identificados por meio de sequenciamento do 

gene 16S rRNA. O DNA de cada isolado foi extraído utilizando Kit para extração 

(DNeasy® Blood&Tissue, Qiagen) seguindo a metodologia para bactérias gram 

positivas descrita pelo fabricante. Oligonucleotídeos iniciadores 27F (5′-

CCAGAATTCAGAGTTTGATCMTGGCTCA-3′) e 1492R (5′-

ACCAAGCTTTACGGYTACCTTGTTAGGACTT-3′) foram utilizados e a reação em 
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cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em termociclador (ProFlex, PCR System) 

seguindo as condições de 95 °C (5 min) para desnaturação inicial, seguida de 30 

ciclos de desnaturação a 95 °C (30 s), anelamento a 51 °C (30 s), extensão a 72 °C 

(2 min), e extensão final a 72 °C (10 min). Os produtos da PCR foram avaliados em 

gel de agarose 1% e sequenciados através do método de Sanger usando o 

equipamento ABI 3730 XL DNA Analyzer (AppliedBiosystems, Foster City, 

California). As sequências obtidas foram comparadas ao banco de dados do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) e identificadas a partir de 

100% de similaridade com as sequências do banco de dados e então foi fornecido o 

número de acesso de cada sequência de nucleotídeos. 

 

Teste da catalase 

 

O teste da catalase foi utilizado para caracterizar os isolados previamente 

sequenciados. Para este teste, cada colônia foi depositada em uma lâmina de vidro 

seguida pela deposição de uma gota de peróxido de hidrogênio (10 vol.). As colônias 

que reagiram formando bolhas de gás (transformação do peróxido de hidrogênio em 

água e oxigênio) foram consideradas catalase positiva. 

 

Teste de tolerância à bile 

 

 O teste de tolerância à bile foi realizado seguindo o protocolo de 

Nikoskelainen et al. (2001). A bile foi coletada diretamente da vesícula biliar de 

tambaquis saudáveis e armazenada a -20°C para posterior utilização. Para o teste, 

as bactérias com potencial probiótico cresceram em caldo MRS durante 24 h, logo 

após, foram centrifugadas e lavadas com PBS e então foram ressuspendidas em 

PBS na concentração 107 UFC/mL, a qual foi incubada em PBS estéril contendo 5 e 

10% de bile a 35°C por 2 h, foram realizadas diluições seriadas até chegar na 

concentração de 103 UFC/mL e então, foram plaqueadas em ágar MRS e  incubadas 

a 35ºC por 48 h para contagem de UFCs viáveis.  
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Antagonismo frente à patógenos e Teste de atividade antimicrobiana dos 

isolados 

 

O teste de antagonismo foi realizado seguindo o protocolo de Ramiréz et al. 

(2006). Em detalhes, as bactérias com potencial probiótico na concentração 108 

UFC/mL foram plaqueadas em ágar MRS com auxílio de um swab estéril, e 

incubadas em estufa a 35°C por 24 h. Um disco de 8 mm foi retirado com auxílio de 

um cortador estéril. Este botão foi retirado e então virado em cima de uma placa de 

Tryptone Soya Agar (TSA, Oxoid, Inglaterra) previamente inoculada com um dos 

patógenos (na concentração 108 UFC/mL) a seguir: Aeromonas hydrophila, 

Aeromonas veronii, Enterococcus casseliflavus, Lactococcus garvieae, 

Pseudomonas fulva (Biblioteca de cepas do Laboratório de Microbiologia e 

Parasitologia de Organismos Aquáticos). Foi analisada a zona de inibição formada a 

partir de cada botão (descontando o tamanho do botão). Este método de difusão de 

botão de ágar foi realizado para destacar o antagonismo entre os microrganismos. 

Similarmente ao teste do antagonismo, o teste de atividade antimicrobiana 

dos probióticos, foi realizado seguindo protocolo de Balouiri et al. (2016). As 

bactérias patogênicas A. hydrophila, A. veronii, E. casseliflavus, L. garvieae, P. fulva 

foram plaqueadas em TSA na concentração 108 UFC/mL. Com um furador estéril, foi 

retirado um disco com 8 mm de diâmetro.  No poço foi acrescentado 100 μL de caldo 

MRS contendo 108 UFC/mL de cada isolado probiótico, as placas foram incubadas a 

35ºC por 24 h. Foi analisada a zona de inibição formada a partir de cada isolado 

probiótico.  

 

Susceptibilidade dos isolados à antimicrobianos 

 

Para o teste da sensibilidade das bactérias candidatas a probiótico, foram 

utilizados os seguintes antimicrobianos: Enrofloxacina (5µg, Cefar, Brasil), 

Amoxicilina (30 µg, Laborclin®, Brasil), Ampicilina (10 µg, Laborclin®, Brasil), 

Ciprofloxacina (5 µg, Laborclin®, Brasil), Gentamicina (10 µg, Laborclin®, Brasil), 

Sulfazotrim (25 µg, Laborclin®, Brasil) e Tetraciclina (30 µg, DME, Brasil). 
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O método de disco-difusão em Agar Mueller Hinton (MHA, Himedia®, India) foi 

realizado de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (2009). Uma 

suspensão de cada isolado probiótico foi ajustada à concentração 108 UFC/mL. Com 

um swab estéril, a suspensão foi inoculada em MHA. Os discos com os 

antimicrobianos foram colocados em cada placa e incubados a 35°C por 48 h, 

seguindo protocolo de Thankappan et al. (2015). Os isolados foram caracterizados 

como resistentes ou sensíveis a cada antimicrobiano dependendo do diâmetro do 

halo de inibição. 

 

Teste de segurança dos isolados probióticos 

 

Para conhecimento da seguridade do uso das cepas candidatas a probióticos 

na alimentação dos peixes, foram realizados desafios com teste in vivo utilizando 

todas as bactérias que foram caracterizadas nos testes anteriores, a fim de avaliar 

qualquer alteração comportamental, sinais clínicos ou até mesmo mortalidade dos 

animais.  

Foram utilizados 120 tambaquis juvenis saudáveis obtidos do Centro de 

Aquicultura da Unesp, Jaboticabal. Os peixes foram mantidos em 20 tanques de 500 

L, com aeração e fluxo contínuos de água e alimentação comercial (Nutripiscis -

umidade 100 g/kg; proteína bruta 240 g/kg; extrato etéreo 40 g/kg; fibra bruta 100 

g/kg; matéria mineral 140 g/kg; cálcio 20 g/kg; fósforo 10 g/kg; vitamina C 150 

mg/kg)  à vontade durante todo o período de aclimatação. Os peixes pesando 

87,27±8,67 gramas e medindo 14,71±0,70 centímetros de comprimento padrão e 

18,05±0,78 centímetros de comprimento total foram divididos ao acaso em 5 

tratamentos: grupo controle: inoculado com PBS, grupo 1: inoculado com P. 

pentosaceus, grupo 2: inoculado com L. lactis, grupo 3: inoculado com E. hirae e 

grupo 4: inoculado com S. hominis.  

As bactérias P. pentosaceus, L. lactis, E. hirae e S. hominis, além do PBS 

estéril, foram inoculados intraperitonealmente na proporção de 0,1 mL para cada 10 

gramas de peixe, previamente anestesiados em benzocaína (Sigma) 0.1g/L de água. 

Para preparo do inoculo, as 4 cepas cresceram em caldo MRS por 48 h, depois 

foram centrifugadas, lavadas e ressuspendidas em PBS estéril para quantificação de 
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UFC/mL. A concentração foi ajustada em leitura de 600 nanômetros (nm) em 

espectrofotômetro (Shimadzu, Brasil) até chegar à concentração de 108 UFC/mL 

para cada cepa.  

Após a inoculação, os peixes foram mantidos com alimentação comercial 

diariamente até a saciedade aparente. Os peixes foram observados durante 15 dias. 

Os parâmetros da água monitorados semanalmente durante o período 

experimental foram: temperatura 29,93 ± 0,50 °C; oxigênio dissolvido 4,99 ± 0,73 mg 

L-1 e pH 7,58 ± 0,18, medidas com sonda multiparâmetros Multiparameter Water 

Quality Checker – Horiba. 

 

Resultados 

 

Isolamento das bactérias com potencial probiótico 

 

Nesta etapa inicial, o crescimento total de isolados Gram-positivos foi de 152, 

os quais foram considerados aptos a continuar a sequência de testes. 

 

Teste hemolítico 

 

A análise dos halos no teste hemolítico mostrou que 114 isolados 

apresentaram alguma forma de hemólise (beta-hemólise ou alfa-hemólise), 7 não 

foram possíveis de repicar e apenas 31 apresentaram gama-hemólise, os quais 

foram caracterizados pela ausência de hemólise. Esta característica é importante 

para os potenciais probióticos e estes 31 isolados foram separados para os testes 

seguintes.  
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Diferenciação morfológica e identificação molecular dos isolados com 

potencial probiótico 

 

Dos 31 isolados, apenas 6 apresentaram diferenças entre si em relação ao 

tamanho, aspecto, coloração e elevação da colônia e no formato da célula no Gram. 

As bactérias foram identificadas como Pediococcus pentosaceus, 

Lactococcus lactis, Enterococcus hirae, Staphylococcus hominis, Enterococcus 

faecalis e Staphylococcus saprophyticus, todas as cepas identificadas tiveram 100% 

de similaridade com sequências do banco de dados e o número de acesso foi 

gerado pelo GenBank (Tabela 1).
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Tabela 1. Identificação molecular dos isolados bacterianos intestinais de tambaqui Colossoma macropomum 

Sequenciamento 

Cepa Espécies Identidade Número de acesso 

SK58 Pediococcus pentosaceus 100% KY305683 

SK83 Lactococcus lactis 100% KY305684 

SK95 Enterococcus hirae 100% KY305685 

SK122 Staphylococcus hominis 100% KY305686 

SK143 Enterococcus faecalis 100% KY305687 

SK150 Staphylococcus saprophyticus 100% KY305688 
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Teste da catalase 

 

No teste, as bactérias P. pentosaceus, S. hominis e S. saprophyticus foram 

caracterizadas como catalase positiva, transformando o peróxido de hidrogênio em 

água e oxigênio. As outros 3 espécies, L. lactis, E. hirae e E. faecalis, foram 

caracterizadas como catalase negativas, não apresentando nenhum tipo de reação 

(aparecimento de bolhas). 

 

Teste de tolerância à bile 

 

Neste teste, foi confirmada a capacidade de resistir aos ácidos do trato 

intestinal, todos os isolados foram tolerantes aos ácidos biliares específicos para o 

tambaqui (Tabela 2) sendo pouco alterado mesmo em alta concentração da bile 

(10%). 

 

Tabela 2. Tolerância das cepas bacterianas a duas concentrações de bile de 

tambaqui Colossoma macropomum. Valores em UFC/mL 

Tolerância à Bile 

Isolados 5% 10% 

Pediococcus pentosaceus 8,4 x 105 7,1 x 105 

Lactococcus lactis 8,6 x 105 8,3 x 105 

Enterococcus hirae 6,1 x 105 4,2 x 105 

Staphylococcus hominis 4,6 x 105 8,5 x 105 

Enterococcus faecalis 5,5 x 105 5,0 x 105 

Staphylococcus saprophyticus 8,4 x 105 8,7 x 105 
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Antagonismo frente à patógenos e Teste de atividade antimicrobiana dos 

isolados 

 

No teste de antagonismo frente à patógenos, na inibição à A. hydrophila, as 

bactérias E. hirae e L. lactis apresentaram maior zona de inibição comparadas aos 

outros isolados. Neste teste, todas as bactérias candidatas à probiótico 

apresentaram pequeno ou nenhum efeito contra A. veronii e P. fulva, mas com forte 

efeito contra E. casseliflavus e L. garvieae (Tabela 3). 

No teste de atividade antimicrobiana, a bactéria S. hominis apresentou o 

maior halo de inibição contra A. hydrophila, seguida pelas bactérias P. pentosaceus, 

L. lactis e E. hirae. Todos os probióticos testados não inibiram o crescimento de E. 

casseliflavus e L. garvieae (Tabela 4).  

 

Susceptibilidade dos isolados à antimicrobianos 

 

Neste teste de susceptibilidade à antimicrobianos os resultados foram 

bastante variáveis, dependendo da bactéria e do antibiótico testados (Tabela 5). Em 

geral, todas as bactérias foram sensíveis à Enrofloxacina, exceto a P. pentosaceus 

que apresentou um menor halo de inibição. Para a Gentamicina, a sensibilidade foi 

maior para P. pentosaceus, para as demais, os halos foram menores, apresentando 

maior resistência. Para a Tetraciclina e Ciprofloxacina, P. pentosaceus foi resistente 

e todos os demais isolados apresentaram halos menores. Para a Ampicilina, 

Sulfazotrim e Amoxicilina, todas as cepas foram sensíveis.
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Tabela 3. Atividade antagonista dos isolados probióticos contra os patógenos: Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii, 

Enterococcus casseliflavus, Lactococcus garvieae, Pseudomonas fulva. Valores dos diâmetros dos halos de inibição em mm. 

 Zona de inibição 

Isolados A. hydrophila A. veronii E. casseliflavus L. garvieae P.fulva Média 

Pediococcus pentosaceus 4 1 4 5 0 2,8 

Lactococcus lactis 6 1 6 6 0 3,8 

Enterococcus hirae 6 1 6 5 0 3,6 

Staphylococcus hominis 5 1 5 6 0 3,4 

Enterococcus faecalis 5 1 5 6 0 3,4 

Staphylococcus saprophyticus 5 1 5 4 0 3,0 
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Tabela 4. Atividade antibacteriana dos isolados probióticos contra os patógenos: Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii, 

Enterococcus casseliflavus, Lactococcus garvieae, Pseudomonas fulva. Valores dos diâmetros dos halos de inibição em mm. 

  Zona de Inibição 

Isolados A. hydrophila A. veronii E. casseliflavus L. garvieae P. fulva Média 

Pediococcus pentosaceus 5 3 0 0 4 2,4 

Lactococcus lactis 5 2 0 0 4 2,2 

Enterococcus hirae 5 2 0 0 3 2 

Staphylococcus hominis 6 3 0 0 3 2,4 

Enterococcus faecalis 4 3 0 0 2 1,8 

Staphylococcus saprophyticus 3 2 0 0 0 1 
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Tabela 5. Susceptibilidade à antimicrobianos: Enrofloxacina (5µg), Gentamicina (10 µg), Tetraciclina (30 µg), Ampicilina (10 µg), 

Sulfazotrim (25 µg), Amoxicilina (30 µg), Ciprofloxacina (5 µg). Valor do halo de inibição em mm. 

SUSCEPTIBILIDADE À ANTIBIOTICOS 

Cepa Espécie Eno 5 Gen 10 Tet 30 Amp 10 Sut 25 Amc 30 Cip 5 

SK58 Pediococcus pentosaceus 12 26 0 - - 24 0 

SK83 Lcatococcus lactis 20 11 7 30 22 34 20 

SK95 Enterococcus hirae 21 9 7 18 21 25 19 

SK122 Staphylococcus hominis 20 8 7 22 23 32 20 

SK143 Enterococcus faecalis 21 9 7 24 20 - 19 

SK150 Staphylococcus saprophyticus 21 9 7 29 23 30 21 
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Teste de segurança dos isolados probióticos 

Confirmando a seguridade das cepas, os animais desafiados com as 4 

espécies bacterianas e o controle sobreviveram e não apresentaram nenhum sinal 

clínico ou alteração comportamental.  

 

Discussão 

 

Muitos probióticos disponíveis no mercado da piscicultura são considerados 

ineficazes, já que a maioria é preparada com isolados probióticos de outros animais, 

e não de peixes (Ghosh et al. 2007; Ramesh et al. 2015). Isso ocorre devido às 

diferenças na microbiota intestinal e nas interações microrganismo/mucosa dos 

diferentes animais, e esses fatores limitam o potencial probiótico dos 

microrganismos (Lazado et al. 2014). Por isso a necessidade de que os probióticos 

sejam selecionados a partir de origem autóctone do hospedeiro. Neste estudo, 

potenciais probióticos para o tambaqui foram isolados pela primeira vez do próprio 

hospedeiro, caracterizados in vitro e a segurança dos isolados foi testada in vivo. 

Os critérios de seleção propostos neste estudo foram eficazes, possibilitando 

a partir de 152 bactérias Gram-positivas isoladas do intestino de tambaqui, 

selecionar quatro cepas com potencial probiótico. De fato, diversos estudos utilizam 

testes de tolerância de bile (Balcázar et al. 2008; Buntin et al. 2008; Allameh et al. 

2014; Dutta et al. 2015; Muthukumar e Kandeepan 2015; Vijayaram et al. 2016), 

teste de atividade antibacteriana (Buntin et al. 2007; Balcázar et al. 2008; Allameh et 

al. 2014; Dutta et al. 2015; Muthukumar e Kandeepan 2015; Vijayaram et al. 2016) e 

testes de susceptibilidade aos antimicrobianos (Allameh et al. 2014; Muthukumar e 

Kandeepan 2015; Vijayaram et al. 2016) como métodos eficazes para seleção de 

promissores probióticos isolados de fontes intestinais em peixes.  

A bactéria S. hominis apresentou bons resultados para teste de seleção como 

potencial probiótico, mas foi pouco estudada até o momento. Em uma triagem com 

diferentes probióticos, Sung et al. (2010) descreveram maior atividade in vitro de 

cepas de S. hominis contra S. aureus isoladas de humanos comparado a outros 

probióticos e Kim et al. (2010) caracterizaram a sua bacteriocina (homicinina), que 

exibe potente atividade contra diversos patógenos, inclusive aqueles resistentes à 
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antimicrobianos. Inúmeros trabalhos já reportaram peptídeos antimicrobianos 

(bacteriocinas) produzidos a partir de outras cepas de Staphylococcus (Dajani et al. 

1974; Hille et al. 2001; Netz et al. 2002; Aso et al. 2005), no entanto, não há relato 

até o momento de seu uso na aquicultura. 

Apesar das características positivas das bactérias deste gênero, neste 

estudo, o isolado identificado como S. saprophyticus apresentou a menor atividade 

contra bactérias patogênicas no teste de atividade antibacteriana. Mesmo estando 

presente na microbiota natural de diversos organismos, estudos relatam que em 

situações de desequilíbrio da flora, esta bactéria causa doença, sendo um dos 

agentes patogênicos mais comuns em infecções urinárias de humanos (Flores-

Mireles et al. 2015). 

A cepa de L. lactis apresentou atividade contra os patógenos neste estudo e 

no estudo de Balcázar et al. (2008), esta bactéria isolada de salmonídeos 

apresentou  atividade in vitro contra 4 patógenos e no estudo de Sequeiros et al. 

(2010), L. lactis isolada do peixe marinho Odontesthes platensis apresentou 

atividade in vitro contra L. garviae. A bacteriocina nisina, produzida por algumas 

cepas de L. lactis, é uma das mais conhecidas e estudadas há muitos anos (Ringø e 

Gatesoupe 1998), mas além de bacteriocinas, bactérias ácido-lácticas são 

conhecidos por produzirem ácidos orgânicos, que por meio da acidificação do meio, 

podem inibir bactérias patogênicas gram-negativas (Balcázar et al. 2006) o que 

mostra o grande potencial desta bactéria para uso na alimentação de peixes. 

Pediococcus pentosaceus é uma bactéria ácido-láctica. Diversos estudos 

descrevem diferentes bacteriocinas isoladas destes microrganismos (Daeschel e 

Klaenhammer 1985; Wu et al. 2004; Todorov e Dicks 2005) e descreveram que elas 

são capazes de inibir uma grande gama de patógenos como Clostridium, 

Staphylococcus e Streptococcus e Listeria. Recentemente, P. pentosaceus tem sido 

estudado na aquicultura e pesquisas mostraram promissora atividade probiótica 

quando incluída na ração de diferentes peixes marinhos como Rachycentron 

canadum, na qual foi administrada na ração na dose de 109 UFC/g por 2 semanas  

(Xing et al. 2013), para Epinephelus coioides quando administrada na ração  na 

dose de 6 x 108 UFC/g por 2 semanas (Huang et al. 2014) e para Pagrus major nas 

doses de 1.6 x 1012 e 3.2 x 1012 incluídas na ração por 56 dias (Dawood et al. 2016). 
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No entanto, no melhor de nosso conhecimento, seu efeito na alimentação de peixes 

de água continental ainda é desconhecido. 

E. hirae e E. faecalis são ambas bactérias ácido-lácticas. Em relação à E. 

hirae, sua atividade in vitro contra A. hydrophila foi maior comparada a outras cepas, 

no entanto, esta bactéria está frequentemente associada à doença em animais 

(Devriese et al. 1995) e zoonoses em humanos (Savini et al. 2014). Já a bactéria E. 

faecalis apresentou pouca atividade in vitro no teste de atividade antibacteriana 

neste estudo. Apesar disso, alguns estudos recentes descreveram sua atividade 

como probiótico para diferentes espécies de peixes, como Oncorhynchus mykiss, 

Channa striatus e Puntius gonionotus. Para O. mykiss foi incuída na ração na dose 

de 1% e administrada por 12 semanas (Rodriguez-Estrada et al. 2009) e tanto para 

C. striatus (Allameh et al. 2014) quanto P. gonionotus (Allameh et al. 2015) foi 

incluída na ração na dose de 107 UFC/g e administrada por 5 semanas. 

Este estudo revela que o tambaqui apresenta pelo menos quatro bactérias 

candidatas a probiótico (S. hominis, L. lactis, P. pentosaceus e E. hirae), que vivem 

comumente aderidas na sua mucosa intestinal e que quando inoculadas 

intraperitonealmente não causa danos ao hospedeiro, sendo seguras para estudos 

in vivo futuros. 
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CAPÍTULO 3 – Considerações finais 

 

A procura por alternativas sustentáveis para utilização na aquicultura vem 

crescendo nos últimos anos. Pois, a utilização de produtos químicos, como os 

antibióticos é prejudicial à saúde dos animais de produção, para os animais não 

alvos e para o ambiente. Apesar da necessidade de ser utilizado quando há surtos 

de doenças, a melhor maneira de controlar as doenças no sistema de produção é 

através da prevenção, e para isso, há no mercado algumas opções como os 

imunonutrientes, imunoestimulantes, prebióticos e os probióticos. 

A problemática que cerca a utilização dos probióticos, é que na grande 

maioria os microrganismos utilizados são isolados de diferentes hospedeiros, tendo 

problemas com aderência na mucosa do trato intestinal, temperatura e salinidade 

por se tratar de outro ambiente. Assim, este trabalho teve como objetivo encontrar 

bactérias intestinais de tambaqui com potencial probiótico, já que é a espécie nativa 

mais cultivada no Brasil e que até o momento não possui probióticos próprios para 

utilização no seu cultivo. 

Foram isoladas quatro cepas do intestino de tambaquis saudáveis: 

Pediococcus pentosaceus, Lactococcus lactis, Enterococcus hirae e Staphylococcus 

hominis. Todas apresentaram características favoráveis para serem utilizadas como 

probiótico, como serem hemólise negativas, antagônicas contra alguns patôgenos 

para esta espécie de peixe, resistentes a bile, além de serem seguras quando 

inoculadas nos animais, não causando nenhum tipo de lesão ou alteração 

comportamental. 

Enfatizamos a importância de estudos futuros para melhor entendimento de 

como estes microrganismos agem no hospedeiro, como contribuem para a saúde do 

mesmo e se podem ser simbióticos, ou se uma cepa pode inibir a ação da outra.        


