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RESUMO 

 

A pesquisa avaliou o isolamento, a identificação e a prospecção de bactérias benéficas 

espécie-específico na piscicultura do peixe ornamental Betta splendens. Para isso, o material 

microbiológico foi obtido do trato intestinal de espécimes sadias, com crescimento bacteriano 

em meio de cultura seletivo Man Rogosa Sharpe (MRS). Dezesseis cepas foram isoladas com 

base na resposta dos testes in vitro de catalase, Gram, azul de anilina, atividade hemolítica e 

antibiograma aos patógenos Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeroginosa, Enterococcus 

durans e Escherichia coli. Das cepas isoladas, C1BS e C5BS foram as que apresentaram 

melhores respostas, as quais posteriormente foram identificadas, pelo método Maldi-TOF, 

como Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium. Devido ao registro bibliográfico e ao 

desempenho das cepas ácido lácticas nos testes in vitro, essas apresentam um grande potencial 

para uso probiótico espécie-específico na produção ornamental de Betta splendens. 
 

Palavras-chave: Maldi-TOF, microbiologia, peixe ornamental, inibição patogênica. 
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ABSTRACT 

 

The research evaluated the isolation, identification, and prospection of species-specific 

beneficial bacteria in fish farming of ornamental fish Betta splendens. For this, the 

microbiological material was obtained from the intestinal tract of healthy specimens, with 

bacterial growth in selective culture medium Man Rogosa Sharpe (MRS). Sixteen strains 

were isolated based on the response of in vitro tests of catalase, Gram, nilin blue, hemolytic 

activity and antibiogram to pathogens Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeroginosa, 

Enterococcus durans and Escherichia coli. Of the isolated strains C1BS and C5BS, they 

showed the best responses, which were later identified by the Maldi-TOF method as 

Lactobacillus plantarum and Enterococcus faecium. Due to the performance of lactic acid 

strains in in vitro tests and the bibliographic record of their performance as probiotics, the 

species have great potential for species-specific use in the ornamental production of Betta 

splendens.      

 

Keywords:Maldi-TOF, microbiology, ornamental fish, pathogenic inhibition. 
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RESUMO 

 
A pesquisa avaliou o isolamento, a identificação e a prospecção de bactérias benéficas 
espécie-específico na piscicultura do peixe ornamental Betta splendens. Para isso, o material 
microbiológico foi obtido do trato intestinal de espécimes sadios, com crescimento bacteriano 
em meio de cultura seletivo Man Rogosa Sharpe (MRS). Dezesseis cepas foram isoladas com 
base na resposta dos testes in vitro de catalase, Gram, azul de anilina, atividade hemolítica e 
antibiograma aos patógenos Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeroginosa, Enterococcus 
durans e Escherichia coli. Das cepas isoladas, C1BS e C5BS foram as que apresentaram 
melhores respostas, as quais posteriormente foram identificadas, pelo método Maldi-TOF, 
como Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium. Devido ao registro bibliográfico e ao 
desempenho das cepas ácido lácticas nos testes in vitro, essas apresentam um grande potencial 
para uso probiótico espécie-específico na produção ornamental de Betta splendens. 
 
Palavras-chave: Maldi-TOF, microbiologia, peixe ornamental, inibição patogênica. 
 
 

ABSTRACT 
The research evaluated the isolation, identification, and prospection of species-specific 
beneficial bacteria in fish farming of ornamental fish Betta splendens. For this, the 
microbiological material was obtained from the intestinal tract of healthy specimens, with 
bacterial growth in selective culture medium Man Rogosa Sharpe (MRS). Sixteen strains 
were isolated based on the response of in vitro tests of catalase, Gram, nilin blue, hemolytic 
activity and antibiogram to pathogens Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeroginosa, 
Enterococcus durans and Escherichia coli. Of the isolated strains C1BS and C5BS, they 
showed the best responses, which were later identified by the Maldi-TOF method as 
Lactobacillus plantarum and Enterococcus faecium. Due to the performance of lactic acid 
strains in in vitro tests and the bibliographic record of their performance as probiotics, the 
species have great potential for species-specific use in the ornamental production of Betta 
splendens.     
Keywords: Maldi-TOF, microbiology, ornamental fish, pathogenic inhibition. 
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1. INTRODUÇÃO  
A aquicultura ornamental é uma atividade tradicional e rentável que atinge um 

faturamento mundial superior a 15 milhões de dólares (EVERS et al., 2019), no qual são 
comercializados mais de 2 bilhões de espécies (VASANTHAKUMARAN et al., 2020). No 
Brasil, este segmento apresenta um elevado crescimento, aspecto que está relacionado à maior 
demanda pelo consumidor final e ao lucro expoente na comercialização de espécies nativas e 
exóticas (BRASIL, 2012; GOMES et al., 2019).  

Todavia, nesse mercado não há uma estatística oficial consolidada, mas de modo 
geral às espécies mais comercializadas se destacam os organismos exóticos como o beta 
(Betta splendens); kinguio ou japonês (Carassius auratus); carpa ou koy (Cyprinus carpio) e 
o guppy ou lebiste (Poecilia reticulata) (MILLINGTON et al., 2022). 

A comercialização de Betta splendens é concentrada principalmente na Tailândia, 
Indonésia, Cingapura, China, Malásia, Japão, EUA e México, que são seus principais 
produtores (THONGPRAJUKAEW et al. 2011). Onde a espécie é criada de forma intensiva 
com altas densidades de estocagem, manejo sanitário e alimentar muitas das vezes 
inapropriados, que comprometem os seus índices de desempenho produtivo, sanidade e 
bem-estar animal (WILLIS, 2015). 

Dessa forma, é imprescindível o aperfeiçoamento das técnicas de criação na 
aquicultura ornamental, que com isso destacam-se os aditivos alimentares, como as enzimas 
exógenas, prebióticos, probióticos, e simbióticos que têm demonstrado resultados positivos 
sobre o desempenho e imunidade dos peixes ( BABASALI e MOHAMAD, 2011; AZEVEDO 
et al., 2016; GOMES et al., 2019). 

Nesse cenário, os probióticos são microrganismos vivos que ao serem inseridos no 
sistema de produção animal colonizam o trato digestório do hospedeiro e estimulam o seu 
sistema imunológico a partir do tecido linfático associado ao intestino, além de agir de forma 
antagônica aos agentes patogênicos, por meio da competitividade por espaço, nutrientes e 
produção de metabólitos inibidores (BALCÁZAR et al., 2008; GATESOUPE, 1999; 2008). 

Benefícios que foram comprovados na aquicultura de Carassius auratus 
(JINENDIRAN et al., 2019), Poecilia latipinna (AHMADIFARD et al., 2019), Danio rerio 
(MOHAMMADI et al., 2019) e Pterophyllum escalare (DIAS et al., 2019). Todavia, para o 
êxito do uso probiótico a seleção de microrganismos espécie-específico pode proporcionar 
maiores efeitos (DIAS et al., 2018; DIAS et al., 2019; YAMASHITA et al., 2020; DIAS et al., 
2022). 

Mas para a seleção espécie-específica probiótica requer de diversos testes in vitro 
para se determinar a eficácia dos microrganismos para fins terapêuticos, como a resistência as 
condições fisiológicas e ambientais (RAMIREZ et al., 2008; DIAS et al., 2019), assim como a 
sua viabilidade em inibir a ocorrência de cepas patogênicas endógenas e no sistema de criação 
(DIAS et al., 2019; BARROS et al., 2022). 

Portanto, o objetivo da pesquisa foi de isolar e selecionar cepas in vitro com 
potencial probiótico espécie-específico na aquicultura de Betta splendens. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
Os ensaios foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal do Pará (CEUA nº 9202300420).   

Os espécimes adultos de Betta splendens foram adquiridos de lojas comerciais de 
aquariofilia da grande região metropolitana de Belém-Pa, Brasil. Para isso, foi realizada uma 
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breve avaliação in loco sobre o estado de saúde dos animais, a partir da análise macroscópica 
parasitária e comportamento fisiológico específico da espécie.  

Após a aquisição dos pets, esses foram transportados para o Laboratório de 
Probióticos da Universidade Federal do Pará, Campus universitário de Bragança-Pa, Brasil. 

Para o isolamento bacteriano espécie-específico, foram utilizados de cinco 
espécimes saudáveis de Betta splendens, após jejum de 24 horas, para o esvaziamento do 
aparelho digestivo, e então os indivíduos foram anestesiados com eugenol (60 mg.L-1) e a 
partir do aprofundamento do plano anestésico, os animais foram eutanasiados por secção da 
medula espinhal de acordo com as orientações do Guia Brasileiro de Boas Práticas para 
Eutanásia em Animais (GUIA, 2012), desinfetados externamente com solução de álcool 70%  
e então transferidos para estufa de fluxo laminar em condições estéril, para ser realizada a 
excisão do intestino. 

Após retirada do intestino, esse foi macerado em solução salina estéril a 0,65% na 
proporção 1:1 (p/v), utilizando de gral e pistilo de porcelana. Posteriormente o material 
macerado foi transferido para tubos coletores contendo 10 mL de meio de cultura broth Man 
Rogosa e Sharpe (MRS), que foram homogeneizados com agitador de tubos vortex e 
incubados durante 24 horas a temperatura de 35 °C em estufa de circulação de ar forçado 
(JATOBÁ et al., 2008; DIAS et al., 2018; PAIXÃO et al., 2020). 

Após crescimento microbiológico em caldo, o meio de cultura foi diluído em fator 
1:10, até 105, e então semeado 1mL em placas de petri contendo o meio de cultura Agar MRS 
enriquecido com 10% de azul de anilina como possível indicador inicial de cepas probióticas, 
homogeneizado com esferas de micropélulas e realizado o crescimento bacteriano em estufa a 
35 °C durante 48h (VIEIRA et al., 2013; FUJIMOTO et al., 2014). As colônias que 
absorveram o corante indicador prosseguiram para identificação do morfótipo, a partir do 
método de coloração de Gram (DIAS et al., 2019). 

Nisso, as colônias cocos e bacilos Gram-positivas, foram isoladas e semeadas em 
um novo meio de cultura Agar MRS para esgotamento em placa (OPLUSTIL et al., 2010; 
DIAS et al., 2018; 2019). E posterior avaliação de catalase e atividade hemolítica, as colônias 
catalase negativa e as que não apresentaram atividade homolítica, prosseguiram as análise de 
isolamento das bactérias potencialmente probiótica, como aos descritos nos protocolos de 
VIEIRA et al. (2013) e DIAS et al. (2019). 

A inibição in vitro contra agentes patogênicos foi realizada pelo método de TAGG 
e McGIVEN (1971), adaptado por RAMIREZ et al., (2006). Para a realização do experimento 
as cepas isoladas foram crescidas em tubos de ensaio com meio de cultura Broth MRS, por 24 
horas incubadas em estufa a 35°C, posteriormente semeadas em placas de petri contendo meio 
de cultura Agar MRS e incubadas a 35°C durante   48 horas. Onde quatro discos com 
diâmetro de 0,8 cm foram retirados de placa Agar com as cepas de bactérias potencialmente 
probiótica e foram sobrepostas em meio de cultura Agar Muller Hinton, recém-semeadas com 
patógenos: Aeromonas hydrophyla, Pseudomonas aeroginosa, Enterococcus durans e 
Escherichia coli, que foram incubados a 30 °C por 24 horas,  

E posterior análise da capacidade antibacteriana das cepas potencialmente 
probióticas frente aos agentes patogênicos, analisado pelo desenvolvimento ou não do halo de 
difusão, denominado pelo diâmetro da zona inibitória das cepas (HJELM et al., 2004). 

Para a identificação das cepas com prospecção de uso probiótico na piscicultura 
espécies-específica do Betta splendens, foi utilizado o método de Ionização de dessorção a 
laser assistida por matriz tempo de voo-MALDI-TOF (CUNHA et al., 2006; ASSIS et al., 
2011; DIAS et al., 2022).   
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Para isso, foi utilizado de colônias recém-crescidas no meio de cultura Agar MRS, 
e posteriormente transferidas para a placa de MALDI (Bruker Daltonics), adicionada de um 
µL de solução matriz HCCA [ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (Sigma-Aldrich), na 
concentração de 5 mg.mL-1 em solução com 50% de acetonitrila e 2,5% de ácido 
trifluoracético (v/v)], até a secagem total da reação em placa de inox para posterior análise no 
MALDI-TOF. Que considerou o grau de confiança na identificação físico-química das cepas 
até o grau de espécie, a partir de escores superiores a 2.0 (BIER et al., 2017).  

Os diâmetros inibitórios obtidos pelo teste patogênico in vitro foram submetidos 
aos testes de premissas de homocedasticidade e normalidade, de Levene e Shapiro-Wilk, 
respectivamente, para posterior análise de variância (ANOVA), que quando significativa, para 
a separação das médias foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade, analisados com 
o auxílio do programa estatístico BioEstat. 

3. RESULTADOS 
Foram isolados um total de 16 cepas autóctones de Betta splendens, 10 reagiram 

com o corante azul de anilina (Fig1), seis classificadas como Gram positivas, com morfologia 
celular de cocos (6) e bacilos (4), e três não apresentaram atividade hemolítica (Figura 1). 

Figura 1. Seleção de bactérias autóctones na piscicultura de Betta splendens, a partir dos 
testes in vitro de reação com o corante azul de anilina, coloração de Gram, catalase e atividade 
hemolítica. 
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Com isso, três culturas prosseguiram para o teste de inibição contra os agentes 
patogênicos, que foram nomeadas como C1BS, C5BS e C14BS. Todas as cepas apresentaram 
halos de inibição com diâmetros maiores que 11 mm para todos os patógenos avaliados 
(Tabela 1), com diferença significativa (p<0,05) para duas cepas (C1BS e C5BS), no qual 
foram observadas as maiores medidas inibitórias, em comparação a cepa C14BS. 
 
Tabela 1. Avaliação in vitro das bactérias de potencial uso probiótico isoladas do trato 
digestório do ornamental Betta splendens submetidas ao desafio antagônico, halo de inibição 
(mm), com os patógenos Aeromonas hydrophila (AH), Pseudomonas aeroginosa (PA), 
Enterococcus durans (ED) e Escherichia coli (EC). 

        
CEPA AH(-) PA(-) EC(-) ED(+) 

C1BS 20,14 ± 0,27A 18,22 ± 0,380A 18,31 ± 1,08A 18,89 ± 1,00A 

C5BS 19,03 ± 0,60A 17,87 ± 0,43A 19,32 ± 1,07A 19,11 ± 0,90A 

C14BS 11,10 ± 0,51B 13,65 ± 0,52B 14,58 ± 0,93B 12,66 ± 0,95B 
(-) Bactéria Gram negativa, (+) Bactéria Gram positiva. Letras distintas na mesma coluna indicam diferença 
significativa ao teste de Tukey (p<0,05).  

 
Com isso, as bactérias que se sobressaíram aos processos de seleção e desafio in 

vitro patogênico para potencial uso probiótico espécie-específico na aquicultura ornamental 
do Betta splendens, foram identificadas a partir de dois gêneros, Lactobacillus e 
Enterococcus, para uma espécie de Lactobacillus plantarum e duas variedades para 
Enterococcus faecium, ambas pertencentes ao grupo das bactérias ácido-lácticas. 

4. DISCUSSÃO  
O processo de seleção autóctone à prospecção de bactérias para potencial uso 

probiótico é de grande relevância à probabilidade de eficácia  do produto final e garantia à 
saúde alimentar no hospedeiro. Para isso, se é necessário o atendimento de alguns 
pré-requisitos in vitro que possibilitem a viabilidade de uso após protocolos que simulem a 
não patogenia microbiológica e os benefícios probióticos para um possível microbioma 
saudável ao animal alvo de produção (DIAS et al., 2018; 2019; PAIXÃO et al., 2020). 

Desta forma, as exigências à segurança de suplementação de um microrganismo 
benéfico para atuar como um promissor probiótico deve atender a afinidade ao reagente de 
azul de anilina, como indicativo às bactérias ácido-lácticas Gram positiva, tendo como 
princípio que a maioria dos agentes patogênicos aquáticos pertence ao grupo das bactérias 
Gram negativa, além de catalase negativa, não apresentar atividade hemolítica e inibir o 
crescimento de bactérias potencialmente patogênicas ao ambiente intestinal do animal 
(VIEIRA eta al., 2013; DIAS et al., 2018). 

O azul de anilina é um reagente que quando adicionado em pequenas 
concentrações (10%) em meios de culturas para crescimento microbiológico, se adere às 
colônias recém-crescidas a partir da reação com o ácido-láctico, principal carboidrato que é 
expelido durante o processo de fermentação pelas bactérias do grupo ácido-lácticas 
(RAMIREZ et al., 2006; VIEIRA et al., 2013; DIAS et al., 2019). 

Esse grupo de microrganismos possui uma diversidade de representantes com 
finalidade terapêutica com os gêneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, 
Lactobacillus, Lastosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pedicoccus, Streptococcus, 
Tetragenococcus, Vagococcus e Wessella, e como principais espécies aplicadas na aquicultura 
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Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Pediococcus acidilactici e Enterococcus 
faecium que são bactérias Gram positivas, de morfologia de bacilos ou cocos, não 
esporuladas, anaeróbicas obrigatórias ou aerotolerantes, que produzem peptídeos 
antimicrobianos (bacteriocinas), durante o processo de colonização entérica no hospedeiro 
(MELLO et al., 2013).  

Outro método que contribui a não patogenia dos microrganismos isolados para 
finalidade probiótica, é a ausência da atividade hemolítica das cepas, que para isso as 
bactérias não devem realizar a produção da hemolisina, que atua como co-fator enzimático na 
retenção de íons de ferro e consequentemente ocasiona o quadro clínico anêmico no 
hospedeiro (VESTERLUND et al, 2007; HUSAIN, 2008). 

Neste cenário, o grupo das bactérias probióticas ácido-lácticas não propõe deste 
íon para a sua produção, característica vantajosa e segura em habitat naturais e antrópicos, que 
em muitos casos competem por nutrientes e espaço com os microrganismos patogênicos, 
como ocorre no microbioma intestinal (ELLI et al., 2000). 

A atividade antagônica de um potencial probiótico é de grande importância 
devido a sua zona inibitória, que irá competir com culturas indesejáveis a partir da produção 
de ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio e bacteriocinas, no intuito de inibir o crescimento 
patogênico e dessa forma contribuir aos fatores de sanitização, saúde e prevenção infecciosa 
da aquicultura ornamental (VASEEHARAN et al., 2005; PRIDMORE et al., 2008). 

Com isso, pode-se inferir que a inibição das cepas autóctones do Betta splendens, 
diante dos patógenos desafiados, apresenta uma eficaz prospecção para uso probiótico, tendo 
como base a inibição no crescimento de agentes patogênicos tanto Gram-positivos, quanto 
Gram-negativos. Isso, pode estar relacionado à ação dos ácidos orgânicos (láctico e 
propiônico) produzidos pelas cepas ácido-lácteas, que têm tanto ação em regular o pH 
intestinal do hospedeiro, quanto na inibição de patógenos Gram-negativos (GHADBAN, 
2002; BAIRAGI et al., 2002), como foi verificada na atuação das cepas isoladas para os 
patógenos de Aeromona hydrophyla, Pseudomonas aeroginosa e Escherichia coli. 

Já para a ação de inibição dos patógenos Gram-positivos, as bacteriocinas podem 
tem apresentado o maior espectro de atuação (GILLOR et al., 2008; SUGITA et al., 2007), 
como ao observado pela exclusão do microrganismo Enterococcus durans, quando expostos 
ao desafio de antagonismo com as bactérias autóctones potencialmente probióticas do Betta 
splendens. 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Os resultados obtidos na presente pesquisa apontam que as bactérias 

ácido-lácticas de Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium, isoladas do trato 
digestório do Betta splendens, cumprem as premissas para uso probiótico animal. 

Todavia, apesar da eficácia das cepas apontarem potencial probiótico nos testes in 
vitro, outros fatores podem influenciar o seu êxito na aquicultura ornamental, como a via de 
administração, dosagem e tempo de suplementação. Com isso, torna-se necessário estudos 
futuros que comprovem a sua eficácia na melhoria dos parâmetros zootécnicos, sanitários, 
fisiológicos e imunológicos, para melhor elucidação dessa tecnologia e via de administração 
na espécie alvo. 
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