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Os probióticos são utilizados há mais de 30 anos na aquicultura, no entanto, melhores resultados têm sido 

demonstrados usando cepas espécies-específicas, sustentando a premissa da não utilização de probióticos 

alóctones. Por este motivo, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial probiótico de cepas de bactérias 

ácido lácticas provenientes da microbiota intestinal de tambaqui. As bactérias isoladas foram identificadas 

de acordo com Vieira et al. (2013), através da reação de Gram, morfologia, produção de gás, catalase e 

hemólise, sendo testadas ainda quanto a sua resistência ao pH, a presença de sais biliares e NaCl, além do 

antagonismo frente à patógenos e perfil de resistência. Foram isoladas 28 cepas bacterianas, onde apenas 

quatro (CP03, CP08, CP10 e CP20) foram selecionadas na triagem inicial tendo como base as características 

das bactérias ácido lácticas. As cepas CP20 e CP03 foram as que melhor responderam aos testes de 

tolerância aos sais biliares, ao pH e à presença de NaCl respectivamente. A CP03 apresentou antagonismo 

apenas contra o Staphylococcus aureus e a CP08 e CP20 apresentaram antagonismo contra Escherichia 

coli, Vibrio harveyi, Pseudomonas aeroginosa e Aeromonas hydrophila. Apenas a CP03 e CP020 foram 

sensíveis a todos os antibióticos testados. As cepas bacterianas CP03 e CP020 exibiram propriedades 

probióticas significativas, apresentando boa viabilidade aos testes de resistência in vitro, assim como 

capacidade inibitória de patógenos. Dessa maneira sendo recomendadas como possível probiótico 

multiespécie. 

Palavras-chave: bactéria intestinal, antagonismo, autóctones. 

 

Probiotics have been used for more than 30 years in aquaculture, however, better results have been 

demonstrated using species-specific strains, supporting the premise of not using allochthonous probiotics. 

For this reason, the objective of this study was to evaluate the probiotic potential of strains of lactic acid 

bacteria from the intestinal microbiota of tambaqui. The isolated bacteria were identified according to 

Vieira et al. (2013), through the Gram reaction, morphology, gas production, catalase and hemolysis, being 

tested for their resistance to pH, the presence of bile salts and NaCl, in addition to antagonism against 

pathogens and resistance profile. 28 bacterial strains were isolated, of which only four (CP03, CP08, CP10 

and CP20) were selected in the initial screening based on the characteristics of lactic acid bacteria. Strains 

CP20 and CP03 were the ones that best responded to tolerance tests for bile salts, pH and presence of NaCl 

respectively. CP03 showed antagonism only against Staphylococcus aureus and CP08 and CP20 showed 

antagonism against Escherichia coli, Vibrio harveyi, Pseudomonas aeroginosa and Aeromonas hydrophila. 

Only CP03 and CP020 were sensitive to all tested antibiotics. Bacterial strains CP03 and CP020 exhibited 

significant probiotic properties, showing good viability to in vitro resistance tests, as well as pathogen 

inhibitory capacity. Thus being recommended as a possible multispecies probiotic. 

Keywords: gut bacteria, antagonism, autochthonous. 
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1. INTRODUÇÃO 

O bom funcionamento do trato gastrointestinal (GTI) é essencial para a produção animal 

sustentável [1], portanto os probióticos podem exercer papel primordial, e já são considerados 

como promissores desde a sua primeira aplicação na aquicultura [2]. A definição do termo 

probiótico sofreu alterações no decorrer dos anos, onde Lilly e Stillwell (1965) [3] definiram de 

maneira equivocada como substâncias que favoreciam o crescimento de micro-organismos, 

porém, Hill et al. (2014) [4] os definiram da maneira mais aceita até o presente momento, como 

micro-organismos vivos que administrados em quantidades adequadas, geram benefícios aos 

hospedeiros. 

No decorrer dos anos, diversas publicações foram feitas sobre o uso de probióticos na 

alimentação de peixes, porém pode-se encontrar muitos resultados contraditórios como afirma 

Ferreira et al. (2014) [5], dessa forma, várias revisões vem tentando sistematizar as informações 

que foram publicadas, e vários gêneros já foram utilizados em estudos comprovando o seu 

potencial probiótico, dentre eles Aeromonas, Pseudomonas, Enterococcus, Shewanella, Vibrio, 

Clostridium entre outros. Mas representando a maioria absoluta, destacam-se as Bactérias      

Ácido-Lácticas (BAL) e o gênero Bacillus [1, 6-12]. 

Para a bactéria ser considerada um probiótico, ela deve atender os principais critérios que 

foram resumidos pelo trabalho de Chauhan e Singh (2018) [13], destacando-se: Possuir algum 

efeito benéfico ao hospedeiro, seja no desempenho de crescimento, imunoestimulação, redução 

dos efeitos de estresse ou conferir proteção contra patógenos; não ocasionar nenhum efeito 

deletério ou prejudicial ao hospedeiro; não ser resistentes à antimicrobianos; devem possuir boas 

características sensoriais, ação fermentativa, tolerância a liofilização (desejável); e devem exibir 

características específicas: Tolerância ácida e biliar; resistência às enzimas gástricas; e capacidade 

de adesão ao GTI. 

Normalmente, estes micro-organismos passam por uma triagem in vitro para avaliar o seu 

potencial probiótico, que inclui caracterização fenotípica, bioquímica, e mais recentemente 

molecular [14, 15]. Além disso, são necessários testes de antagonismo frente à patógenos, 

resistência a antimicrobianos, entre outros.  

Os probióticos comerciais são utilizados há mais de 30 anos na aquicultura [16] e são utilizados 

até o presente momento [17, 18]. No entanto, tem crescido o interesse por microrganismos 

autóctones nos últimos anos [19-21]. 

Grande parte das bactérias autóctones associadas ao hospedeiro utilizada na aquicultura é 

proveniente da sua própria microbiota intestinal, principalmente por já estar adaptada aquele 

ecossistema [20]. Resultados que sustentam a premissa da não utilização de um probiótico de 

aplicação global (alóctone), baseado em dois princípios básicos: as particularidades fisiológicas 

de cada espécie bem como a influência de inúmeros fatores ambientais [22, 23]. 

É importante citar que os benefícios do uso destes micro-organismos autóctones com potencial 

probiótico na aquicultura não se restringem ao TGI, eles são capazes de melhorar o estado geral 

de saúde dos organismos aquáticos [24], por intermédio de diversos mecanismos. Por estes 

motivos, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial probiótico de cepas de bactérias ácido 

lácticas provenientes da microbiota intestinal de tambaqui. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

O trabalho recebeu a declaração de autorização de experimento (Protocolo CEEA 

nº 012/2022) em conformidade com a Lei 11.794/2008. Os peixes da raça tambaqui em idade 

juvenil com comprimento total médio de 262±24 mm e peso médio de 312,64±86 g, sem sinais 

clínicos de doenças infectocontagiosas e parasitárias, foram adquiridos vivos provenientes de uma 

piscicultura do município de Santana – Amapá (0°03'21.9"N; 51°10'42.8"W), sendo transportados 

em caixas isotérmicas com oxigenação para o Núcleo de Ciência e Tecnlogia de Alimentos do 

Instituto de Pesquisas Científicas do Estado do Amapá – NUCTAL/IEPA, onde foram colocados 

em aquário com bomba de oxigênio para serem submetidos ao jejum de 24 h para esvaziamento 

intestinal, antes de serem eutanasiados por imersão em dose letal de benzocaína (10 mg/L). Os 

animais foram imersos em álcool 70% (por 30 segundos), para remoção de demais 
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microrganismos aderidas à superfície corpórea externa, sem afetar as bactérias internas, sendo 

posteriormente submetidos a uma solução salina estéril a 3% de NaCl. O isolamento das bactérias 

ácido-lácticas (BAL) foi realizado por meio dos métodos descritos por Gomez-Gil et al (2000) 

[25]. 

Os exemplares foram dissecados assepticamente, sendo o trato intestinal removido 

rapidamente e enxaguado uma única vez com solução salina estéril a 3% externamente e 

internamente. Foram separadas as regiões: proximal do intestino (IP), intestino distal (ID) e ceco 

pilórico (CP) para isolamento de bactérias autóctones. 

Foram realizadas três tipos de diluições: 1) o fragmento do IP, ID e CP foram colocados em 

tubo tipo falcon (15 mL) acrescido de solução salina (0,65%) na proporção 1:1 do peso do 

fragmento para o volume da solução, uma alíquota de 100 μL foi plaqueada em ágar Man, Rogosa 

e Sharpe (Himedia®) adicionado de 1% de azul de anilina (MRS+AA) e incubados em estufa a 

35ºC por 48 h; 2) uma alíquota de 50 μL da diluição anterior de 1:1 foi transferida para um tubo 

contendo 5 mL de caldo MRS (Micromed, Brasil) e incubado em estufa a 35ºC por 24 h; 3) os 

fragmentos homogeneizados inicialmente em solução salina 1:1 foram retirados desta solução e 

colocado em outro tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo MRS e incubados a 35°C por 24 h.  

Após 24 h, das diluições 2 e 3 foram retiradas alíquotas de 100 μL que foram plaqueada em 

ágar MRS+AA e incubadas em estufa a 35ºC por 48 h, depois as colônias foram repicadas em 

ágar MRS novamente para isolamento bacteriano. 

Todas as bactérias isoladas foram inicialmente identificadas de acordo Vieira et al. (2013) 

[26], através da reação de Gram, morfologia, afinidade com o corante, produção de gás e catalase. 

Os isolados ainda passaram pelo teste de hemólise para exclusão de possíveis cepas patogênicas 

antes da continuação da análise. 

Para o padrão de hemólise, os inóculos foram estriados por esgotamento na superfície de ágar 

Infusão Cérebro Coração (BHI, Acumedia, Brasil) suplementado com 5% de sangue de tambaqui, 

que foi incubado a 35ºC por 48 h. O aparecimento de zona de hemólise em torno das colônias foi 

o critério para determinar a atividade hemolítica [27]. 

Para verificar a produção de gás a partir de glicose foi empregado caldo MRS com 5% de 

glicose e adicionados tubos de Durham. Para determinar a atividade de catalase, foi colocado 

peróxido de hidrogênio em solução sobre as colônias de bactérias lácticas. A reação de produção 

de oxigênio é negativa com a ausência de bolhas formadas em torno das colônias, e positiva 

quando houver formação de microbolhas [28, 29]. 

As cepas ainda foram avaliadas quanto à tolerância a NaCl, onde as cepas foram incubadas a 

35ºC por 24 h em tubos contendo 10 mL de caldo MRS adicionado de NaCl (0%, 1,5% e 3%) em 

triplicata. Posteriormente, foi realizada a leitura de cada cultura em espectrofotômetro à 630 nm. 

A tolerância de cada cepa de bactéria isolada frente a NaCl foi determinada pela porcentagem de 

sobrevivência, a partir da diferença da absorbância em relação ao meio de cultura sem adição de 

NaCl. 

Para a tolerância à bile, esta foi coletada diretamente da vesícula biliar de tambaquis saudáveis 

e armazenada a -20°C para posterior utilização. As cepas foram incubadas a 35ºC por 24 h em 

tubos contendo 10 mL de caldo MRS adicionado de 5% (p/v) e 10% (p/v) de bile e sem bile, em 

triplicata. Posteriormente, foi realizada a leitura de 100 µL de cada cultura de cada tubo em 

espectrofotômetro à 630 nm. A tolerância de cada cepa de bactéria isolada frente a sais biliares 

foi determinada pela porcentagem de sobrevivência, a partir da diferença da absorbância em 

relação ao meio de cultura sem adição de sais biliares. 

Para o estudo de tolerância ao pH, as cepas de bactérias foram semeadas em meio de cultura 

caldo MRS em diferentes pHs (3, 4, 6, 7, 8 e 9) e colocadas em estufa a 35ºC por 24 h em triplicata. 

Posteriormente foi realizada a leitura de 100 µL de cada cultura de cada tubo em 

espectrofotômetro à 630 nm. A tolerância de cada cepa de bactéria isolada frente a diferentes pHs 

foi determinada pela porcentagem de sobrevivência, a partir da diferença da absorbância em 

relação ao meio de cultura com pH 7. 

Para o antagonismo frente aos patógenos, foi utilizada a análise do halo de inibição para 

verificar a capacidade de inibição das bactérias ácido-lácticas com potencial probiótico frente à 

patógenos. Este método é utilizado para averiguar o potencial antimicrobiano in vitro das cepas 

probióticas [30]. 
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Cada cepa isolada de bactéria ácido-láctica foi incubada em 10 mL de meio de cultura MRS 

líquido a 30°C por 48 h. Posteriormente, a cultura foi semeada em placas de petri contendo meio 

de cultura Ágar MRS, com inóculo de 1x108 UFC/mL, e incubado por 48 h a 35°C. Passado este 

período, foram retirados discos de 1 cm de diâmetro do meio de cultura ágar MRS com as 

bactérias ácido-lácticas e sobrepostas na superfície do meio Ágar Mueller Hinton (MH), recém 

semeado com 100 µL de solução contendo 108 UFC.mL-1 de Escherichia coli ATCC 25922, 

Vibrio harveyi ATCC 14126, Staphylococcus aureus ATCC 29737, Pseudomonas aeroginosa 

ATCC 27853 e Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 e incubadas por 24 h a 

35°C. Foi considerada formação de halo de inibição do crescimento distâncias superiores a 10 mm 

de diâmetro. 

A susceptibilidade dos micro-organismos frente aos diferentes antimicrobianos foi realizada 

em duplicata, de acordo com a técnica de disco-difusão, seguindo-se as normas de desempenho 

para testes de sensibilidade antimicrobiana, descritas pelo Instituto de Padronização Clínica e 

Laboratorial (BrCAST, 2017) [31]. 

Foram feitos inóculos sobre a superfície de placas contendo ágar MRS e foram distribuídos os 

discos contendo os antimicrobianos (Oxoid, Basingstoke, England) nas seguintes concentrações: 

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). As placas 

foram incubadas durante 48 horas, a 35°C. Os isolados foram caracterizados como resistentes ou 

sensíveis a cada antimicrobiano dependendo do diâmetro do halo de inibição. 

Utilizando a metodologia proposta por Rajyalakshmi et al. (2016) [32], ainda foi realizado o 

teste de compatibilidade dos isolados que melhor responderam aos testes anteriores. Os isolados 

potencialmente probióticos foram inoculados em uma linha vertical na superfície de uma placa 

de agar MRS com 5 mm de distância, em seguida, foi realizado um inoculado em uma linha 

perpendicular de 10 mm entre si. As placas foram posteriormente incubadas por 24 h a 35°C em 

anaerobiose, e a compatibilidade foi avaliada pela observação de zonas de inibição entre os 

isolados. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Após inoculação, foi possível constatar que a contagem de micro-organismos foi superior no 

ID (3,9x107 bactérias.g-1), quando comparado com o CP (2,4x104 bactérias.g-1) e IP 

(4,8x105 bactérias.g-1). 

Essas diferenças da carga microbiana entre as partes avaliadas corroboram com os achados de 

outros estudos [33-35], que relataram aumento gradativo da carga microbiana ao longo do TGI, 

onde Llewellyn et al. (2014) [36], Estruch et al. (2015) [37] e Clements et al. (2014) [38] 

justificam estas diferenças por causa da variação estrutural e fisiológica das diferentes partes do 

TGI. 

A partir destas contagens, foram inicialmente isoladas 28 cepas bacterianas, onde 12 foram 

classificadas morfologicamente como Gram positivas e apenas oito destas demostraram afinidade 

com o azul de anilina, que é o corante indicador de bactérias ácido lácticas (Tabela 1). Após o 

teste de catalase, apenas seis cepas foram negativas (CP03, CP08, CP10, CP15, CP16 e CP20) e 

foram selecionadas para continuar a avaliação. 

As cepas selecionadas (CP03, CP08, CP10, CP15, CP16 e CP20) foram selecionadas na 

triagem inicial levando em consideração as características das BAL, que devem ser                    

Gram-positivas, catalase negativas e produtoras de ácido láctico, como o maior ou único produto 

fermentativo do metabolismo [39]. Porém, as cepas CP15 e CP16, mesmo possuindo estas 

características, foram excluídas da continuação do estudo, pois apresentaram atividade 

hemolítica. 
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Tabela 1: Aspectos morfológicos e bioquímicos da triagem inicial das bactérias isoladas em MRS ágar a 

partir de TGI de Tambaqui. 

Nº Gram Morfologia Azul de anilina Catalase 

CP01 - Bacilos - + 

CP02 - Bacilos - + 

CP03 + Bacilos + - 

CP04 - Bacilos - + 

CP05 - Bacilos - + 

CP06 - Cocos - + 

CP07 - Cocos - + 

CP08 + Bacilos + - 

CP09 + Cocos - + 

CP10 + Bacilos + - 

CP11 - Cocos - + 

CP12 - Bacilos - + 

CP13 - Cocos - + 

CP14 - Bacilos - + 

CP15 + Bacilos + - 

CP16 + Bacilos + - 

CP17 - Cocos - + 

CP18 - Bacilos - + 

CP19 + Cocos - + 

CP20 + Bacilos + - 

CP21 - Bacilos - + 

CP22 - Bacilos - + 

CP23 + Bacilos - + 

CP24 + Cocos - + 

CP25 + Cocos - + 

CP26 + Cocos - + 

CP27 - Bacilos - + 

CP28 - Bacilos - + 

As cepas selecionadas (CP03, CP08, CP10, CP15, CP16 e CP20) foram selecionadas na 

triagem inicial levando em consideração as características das BAL, que devem ser                    

Gram-positivas, catalase negativas e produtoras de ácido láctico, como o maior ou único produto 

fermentativo do metabolismo [39]. Porém, as cepas CP15 e CP16, mesmo possuindo estas 

características, foram excluídas da continuação do estudo pois apresentaram atividade hemolítica. 

O teste de hemólise é um parâmetro de exclusão pois a produção de hemolisina por bactéria 

considera-se um fator de virulência comum ocasionando anemia e edema nos hospedeiros 

infectados [40]. Nesse contexto citado, a análise de hemolisina e uma variável essencial a ser 

estudada na seleção de cepas com potencial de uso como probióticos para compor os alimentos, 

onde as cepas hemolíticas não são recomendadas para o uso como aditivos alimentares [41]. 

As quatro cepas restantes (CP03, CP08, CP10 e CP20) ainda foram testadas quanto a sua 

resistência ao pH, a presença de sais biliares e NaCl (Tabela 2). A tolerância e sobrevivência aos 

sais biliares nas concentrações de 5 e 10% foi monitorada e os resultados encontrados 

demonstraram queda em todos os isolados.  

Apesar disso, o isolado CP20 foi o que melhor respondeu ao teste, apresentando maior 

tolerância, com diferenças significativas, tendo taxa de sobrevivência de 52,24 ± 2,89% e 

44,58 ± 1,74% para as concentrações 5 e 10%, respectivamente. Tal achado pode estar 

relacionado com a capacidade da produção de hidrolases de sais biliares, que é descrito por De 

Smet et al. (1995) [42] como importante mecanismo de defesa de algumas espécies de BAL, 

favorecendo o seu crescimento. 

As BAL são reconhecidas por serem eficientes na rápida colonização do TGI [43], porém 

Balcázar et al. (2008) [44] em seu estudo relataram que, apesar dessa rápida colonização, a ação 
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dos sais biliares é deletéria, reduzindo significativamente o crescimento de Lactobacillus 

platarum isolados de truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss). Paixão et al. (2019) [45], também 

relataram redução do crescimento de L. platarum isolados de peixe palhaço (Amphiprion 

ocellaris) quando exposto a concentração de sais biliares. 

Vale ressaltar que os sais biliares funcionam como agentes emulsificantes, aumentando a 

interface lipídio-água permitindo a solubilização de gorduras e vitaminas lipossolúveis. Porém, 

essa propriedade afeta também a parede celular dos micro-organismos, tendo ação bactericida 

[46]. A concentração fisiológica de bile no TGI de peixes é em torno de 0,4 a 1,3% [44], 

concentrações inferiores às utilizadas neste estudo. 

 
Tabela 2: Média e desvio padrão do percentual de sobrevivência nos testes de resistência aos sais 

biliares, ao pH e à presença de NaCl aplicados nas cepas selecionadas. 

Cepa SB 

5% 

SB 

10% 

pH 

3 

pH 

4 

pH 

6 

pH 

8 

pH 

9 

NaCl 

1,5% 

NaCl 

3% 

CP03 27,36 

±1,1b 

16,54 

±1,39b 

70,41 

±0,64a 

73,46 

±1,11b 

78,45 

±1,81c 

79,21 

±1,94c 

89,47 

±0,67b 

77,85 

±1,66a 

60,88 

±1,8b 

CP08 15,42 

±0,55c 

10,88 

±1,36c 

41,36 

±1,91b 

64,33 

±0,63c 

70,85 

±1,25d 

87,25 

±2,41b 

90,45 

±1,16b 

42,63 

±2,2c 

50,37 

±0,93c 

CP10 16,54 

±3,3c 

12,87 

±2,73bc 

39,94 

±1,34b 

47,44 

±1,23d 

90,84 

±1,45b 

92,48 

±0,84a 

94,16 

±1,13a 

57,88 

±0,9b 

29,45 

±1,96d 

CP20 52,24 

±0,31a 

44,58 

±0,52a 

73,16 

±1,9a 

96,35 

±1,04a 

98,34 

±1,35a 

88,45 

±1,65ab 

84,55 

±1,55c 

76,4 

±1,16a 

86,58 

±1,33a 
SB = Sais biliares. Letras diferentes na linha indicam diferença significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).  

Todas as cepas avaliadas ainda foram capazes de sobreviver às variações de pH testadas, 

porém, a CP03 e a CP20 apresentaram maior tolerância às condições ácidas e alcalinas, com taxas 

de sobrevivência acima de 70%. A capacidade de resistir ao pH ácido é uma característica 

desejável em candidatos à probióticos, pois está atribuída à sobrevivência gástrica das cepas.  

No trabalho de Reda et al. (2018) [47], é destacada a boa viabilidade de espécies de BAL em 

condições ácidas. Dessa forma, apesar da relevância associada à sobrevivência gástrica de cepas 

probióticas, Conway et al. (1987) [48] e Hung et al. (2003) [49] demostram a possibilidade de 

alcançar a viabilidade de cepas ácido-sensiveis no estômago por meio da indução da elevação do 

pH pela adição de alimentos ou por meio da oferta de mecanismos de proteção física para os 

micro-organismos (como por exemplo o uso de microencapsulados). 

Outro fator importante é a tolerância a NaCl, pois dentre os diversos fatores físico-químicos 

da água, a salinidade é um parâmetro que pode interferir a viabilidade de probióticos, devido à 

pressão osmótica exercida [39]. Dessa forma, na presença de NaCl, as cepas CP03 e CP20 foram 

as que apresentaram maiores taxas de sobrevivência em ambas as concentrações utilizadas neste 

estudo. Paludan-Muller et al. (2002) [50] afirmam que dentre as BAL, o gênero Lactobacillus é 

um dos mais halotolerantes, com crescimento relatado em até 10% de NaCl. 

A colonização e a sobrevivência dos probióticos vão depender das condições ambientais 

durante a sua aplicação e ingestão pela espécie hospedeira alvo [51-53]. Portanto, atender as 

premissas da tolerância à bile, ao pH ácido e alcalino e à presença de NaCl, é um conhecimento 

fundamental para o desenvolvimento de uma cepa para uso comercial [54, 55]. Além disso, ainda 

é possível afirmar que estes micro-organismos testados conseguiriam colonizar facilmente o TGI, 

e dessa forma, admite-se maior facilidade na inibição contra patógenos devido à competição de 

espaço e/ou nutrientes [43, 56]. 

Todas as cepas candidatas neste estudo apresentaram halo de inibição contra os patógenos 

testados, porém foram observadas diferenças significativas (p < 0,05). As cepas CP08 e CP20 

apresentaram os maiores halos de inibição contra E. coli, V. harveyi, P. aeroginosa e 

A. hydrophila (Tabela 3), não apresentando diferenças significativas quando comparadas com os 

antibióticos utilizados como padrão. Já a CP03 foi a que apresentou o maior halo de inibição 

apenas em relação ao S. aureus. 
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Tabela 3: Média e desvio padrão dos halos de inibição das cepas isoladas de tambaqui frente a 

patógenos elegidos. 

 S. aureus E. coli V. harveyi P. aeroginosa A.hydrophila 

Antibiótico 18,0±1,0a 17,7±0,6a 17,7±0,6a 17,3±0,6a 17,3±1,2a 

CP03 18,7±0,6a 8,3±0,6c 8,7±0,6c 8,7±0,6c 8,7±0,6b 

CP08 14,7±1,2b 16,0±1,0a 17,3±1,2a 15,7±1,2ab 16,7±0,6a 

CP10 9,3±0,6c 12,3±0,6b 14,3±1,2b 13,7±1,2b 8,7±0,6b 

CP20 13,7±1,5b 17,3±0,6a 16,7±1,2a 16,7±1,2a 18,7±0,6a 

O efeito antagônico exercido pelas BAL frente a patógenos normalmente está associado a 

síntese de compostos antibacterianos (ácido láctico e bacteriocinas). A maioria das bacteriocinas 

são importantes inibidores de espécies Gram positivas [57], enquanto que a inibição de Gram 

negativas tem sido relacionada à produção de peróxido de hidrogênio, bem como compostos 

orgânicos, ácido láctico e pantaricina [58, 59].  

A capacidade de inibir o crescimento de patógenos é uma característica importante para a 

seleção de probióticos no ramo da aquicultura [60-62]. Diversos estudos já demonstraram a 

capacidade das BAL em inibir micro-organismos patógenos Gram positivos e negativos [15, 19, 

21, 63], corroborando com os achados deste trabalho. 

As cepas selecionadas ainda foram testadas quanto ao seu perfil de suscetibilidade aos 

antibióticos (Tabela 4), que demonstrou que o isolado CP08 é resistente à ampicilina, 

clindamicina e eritromicina; o isolado CP10 foi resistente à ampicilina e gentamicina, e os 

isolados CP03 e CP20 foram sensíveis a todos os antibióticos testados, corroborando com outros 

estudos já realizados [47, 64, 65]. 

Tabela 4: Suscetibilidade das cepas isoladas de tambaqui aos antibióticos frente a oito antibióticos 

testados. 

Antibiótico μg/disco Isolados 

CP03 CP08 CP10 CP20 

Ampicilina 10 µg S R R S 

Clindamicina 2 µg S R S S 

Clorafenicol 30 µg S S S S 

Eritromicina 15 µg S R S S 

Gentamicina 10 µg S S R S 

Kanamicina 30 µg S S S S 

Tetraciclina 30 µg S S S S 

Vancomicina 30 µg S S S S 
S = Sensível; R = Resistente. 

A sensibilidade dos probióticos a antibióticos comerciais é um dos requisitos dos probióticos, 

pois quando resistentes, os mesmos podem transferir seus genes para a microbiota intestinal do 

hospedeiro [66], portanto, a ausência de genes de resistência transmissíveis em micro-organismos 

potencialmente probióticos garante sua aplicação na aquicultura, bem como para o consumo 

seguro do pescado [67], dessa forma foram excluídas as cepas CP08 e CP10 do estudo. 

Ao final dos testes de seleção in vitro, as cepas isoladas foram caracterizadas quanto à sua 

compatibilidade, não sendo identificado nenhum sinal de supressão entre os isolados, sugerindo 

compatibilidade, assim como encontrado por Amoah et al. (2021) [68]. Este teste de 

compatibilidade é realizado para verificar se os isolados podem ser usados como probióticos 

multiespécies ou não. 
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4. CONCLUSÃO 

Apesar da necessidade de demostrar in vivo a eficácia dos probióticos na espécie alvo, os testes 

iniciais in vitro são essenciais para poupar tempo e recurso na seleção de cepas probióticas. O 

presente estudo confirmou propriedades probióticas de bactérias autóctones isoladas do trato 

grastrointestinal de tambaqui. As cepas bacterianas CP03 e CP020 exibiram propriedades 

probióticas significativas, apresentando boa viabilidade aos testes de resistência in vitro, assim 

como capacidade inibitória de patógenos, sendo recomendadas como possíveis probióticos 

multiespécie.  

O presente estudo constitui uma importante estratégia para a desenvolvimento de probióticos 

a partir de bactérias autóctones para tambaqui. Porém, ainda é necessária a identificação 

molecular das cepas selecionadas, assim como estudos de avaliação in vivo para determinar sua 

aplicação na piscicultura. 
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