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RESUMO

O fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) é o patdogeno causador da quitridiomicose,
doenga altamente virulenta que resultou, at¢ o momento, no declinio de centenas de espécies
de anfibios, muitas ao ponto de extingdo. Em frente a essa ameaca, estratégias para
conservagao das espécies afetadas sao essenciais. Assim como a pele dos anfibios, os ninhos
de espuma de anuros, estratégia reprodutiva utilizada por algumas espécies para depositar
seus ovos, contém uma microbiota associada pouco conhecida em termos de fungdo e
composi¢do. Observa-se, nessas estruturas, potencial para isolamento de bactérias capazes de
inibir o Bd desde o momento da eclosdo dos ovos. Desse modo, este trabalho objetiva a
avaliacao do potencial de inibicdo de isolados do ninho de espuma dos anuros Adenomera
hylaedactyla, Leptodactylus vastus e Physalaemus cuvieri contra Batrachochytrium
dendrobatidis, assim como da seguranga ambiental dessas cepas, por meio do teste de
atividade hemolitica. Foi realizado o ensaio anti-Bd de difusdo em meio so6lido, preparando-se
as culturas dos isolados em placas agar T1% contendo o Bd, na qual foram inoculados os
isolados a serem avaliados. Em seguida, foi realizado o ensaio anti-Bd em meio liquido, para
o qual foram preparados co-cultivos de zodsporos de Bd e culturas bacterianas, que foram em
seguida filtrados para obteng¢do de sobrenadantes livres de células (CFS). Os CFS foram
adicionados em culturas de Bd, em placas de 96 pocgos, para analisar se ocorreu inibi¢do do
fungo. Para avaliacdo da atividade hemolitica, as culturas de cada isolado foram inoculadas
em meio agar sangue. Em meio solido, 54 cepas de 183 apresentaram atividade anti-Bd. No
entanto, ao serem testadas 50 dessas cepas em placas de 96 pocos, foram obtidos resultados
que variaram desde facilitacdo a alta inibi¢do do crescimento do Bd. Ainda, 111 cepas
isolados apresentaram atividade hemolitica negativa, resultado promissor pois a atividade
hemolitica ¢ um potencial fator de viruléncia. Cinco isolados apresentaram atividade inibitoria
em ambos experimentos e apresentaram auséncia de atividade hemolitica, sendo eles Serratia
sp. A7, B8 (género ndo identificado), Microbacterium sp. L6, Chryseobacterium sp. L15 e
Pseudomonas sp. P137. Dessa forma, os ninhos de espuma apresentam bactérias que podem
ser utilizadas com sucesso como probidticos no tratamento contra a quitridiomicose, sendo

necessarios mais estudos para comprovar sua seguranga e eficéncia.

Palavras chaves: quitridiomicose, atividade hemolitica, probidticos.



ABSTRACT

The Batrachochytrium dendrobatidis fungus is the pathogen that causes chytridiomycosis, a
highly virulent disease that resulted, until now, in the decline of hundreds of amphibian
species, many to extinction. Facing this threat, conservation strategies of the affected species
are essential. Like the skin of amphibians, anuran foam nests, a reproductive strategy used by
some species to place their eggs, contain an associated microbiome, little known in terms of
function and composition. Thus, there is potential in these structures to isolate bacteria
capable of inhibiting the Bd fungus from the moment the eggs hatch. Therefore, this work
aims to evaluate the Batrachochytrium dendrobatidis inhibition potential of Adenomera
hylaedactyla, Leptodactylus vastus and Physalaemus cuvieri foam nests isolates, as well as
their environmental safety, through hemolytic activity tests. The anti-Bd diffusion assay was
carried out in solid medium, by preparing the cultures of the isolates on T1% agar plates
containing Bd, in which the isolates to be evaluated were inoculated. Then, the anti-Bd assay
was carried out in liquid medium, for which co-cultures of Bd zoospores and bacterium
cultures were prepared, which were then filtrated to obtain cell-free supernatant (CFS). The
CFSs were added in 96-well plates containing Bd cultures, to analyze whether fungal
inhibition has occurred. To evaluate the hemolytic activity, cultures of each isolate were
inoculated in blood agar medium. On solid medium, 54 out of 183 strains showed anti-Bd
activity. However, when testing 50 of these strains in liquid medium, results ranging from
facilitation to high inhibition of Bd growth were obtained. Also, 111 strains (60.56%) showed
no hemolytic activity, a promising result since the hemolytic activity is a potential virulence
factor. Five isolates showed inhibitory activity in both experiments while showing no
hemolytic activity, namely Serratia sp. A7, B8 (non-identified genus), Microbacterium sp.
L6, Chryseobacterium sp. L15 e Pseudomonas sp. P137. Thus, foam nests contain bacteria
that can be successfully used as probiotics in the treatment of chytridiomycosis, and further

studies are needed to prove their safety and efficiency.

Keywords: chytridiomycosis, hemolytic activity, probiotics.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem-se observado um aumento nas ocorréncias de doencas
fingicas em animais selvagens, em especial aquelas causadas por fungos previamente
desconhecidos (FISHER et al., 2012, 2020). No caso dos anfibios, a quitridiomicose emergiu
como uma doenga de pele altamente virulenta, causada por duas espécies de fungos,
Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) e B. salamandrivorans (Bsal). Tal doenga levou ao
declinio de pelo menos 501 espécies, com 90 destas estando confirmadas ou presumidamente

extintas na natureza (SCHEELE et al., 2019).

Dentre os diversos mecanismos de defesa dos anfibios contra as doengas fungicas,
estdo a secre¢do de peptideos microbianos e a microbiota associada a pele (REBOLLAR et al,
2019). Algumas dessas espécies de bactérias simbioticas possuem atividade contra o Bd,
evidenciando o papel protetivo que elas representam para o aninal em relagdo a presenca do

patdégeno (HOLDEN et al., 2015; WOODHAMS et al., 2017).

Uma estratégia reprodutiva caracteristica de algumas espécies de anuros ¢ a produgao
de ninhos de espuma, nos quais depositam seus ovos. Essas estruturas sdo estaveis por muitos
dias e t€m fun¢do de protecdo dos ovos e dos girinos contra desidratacdo, patdgenos,
predadores, radiagdo UV e/ou dano térmico (COOPER et al., 2005; MENDEZ-NARVAEZ;
FLECHAS; AMEZQUITA, 2015; HISSA et al., 2016). Além do papel protetivo, os ninhos de
espuma, assim como a pele dos anuros, possuem uma microbiota associada, pouco conhecida

em termos de fungdo e composicao (HISSA et al., 2008).

Em frente a ameaca representada pela quitridiomicose, sdo exploradas estratégias para
conservacao das espécies afetadas, como o estudo da microbiota da pele e como ela inibe o
crescimento do fungo (HOLDEN et al., 2015; REBOLLAR et al., 2019). Uma das estratégias
¢ 0 uso dessas bactérias como probiodticos (WALKE e BELDEN, 2016; HARRISON et al.,
2020). Entretanto, o insucesso de tratamentos com microrganismos inibidores do Bd revelam
a complexidade da dindmica da comunidade bacteriana da pele desses animais, assim como
levantam diversas questdes sobre a permanéncia desses organismos inoculados na pele e
como eles irdo interagir com a comunidade microbiana do hospedeiro (WOODHAMS et al.,

2019).

Nesse sentido, levando-se em consideragdo que os probioticos tém eficiéncia maior

nos estagios de desenvolvimento iniciais (THOMAS et al., 2010; KIM et al., 2013), os ninhos
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de espuma de anuros representam ambientes de interesse na busca por microrganismos
eficiente como candidados a probidticos, assim como possivel alvo desse tratamento. Ainda, a
microbiota dessas estruturas pode apresentar potencial patogénico, que deve ser devidamente
investigado para evitar danos aos animais que receberdo o tratamento, bem como a quem o for
aplicar. Nesse sentido, a avaliacdo da atividade hemolitica das bactérias, que ¢ um potencial
fator de viruléncia e permite aos patogenos degradar tecidos, invadir e se disseminar nas
células do hospedeiro, além de conferir resisténcia ao seu sistema imune (LO et al., 2011),
pode representar uma forma inicial de triagem sobre a seguranca de uso desses

microrganismos como inoculantes ambientais.

Diante disso, este estudo investiga a capacidade inibitoria contra Batrachochytrium
dendrobatidis, além da presenga de atividade hemolitica, de isolados bacterianos do ninho de
espuma de trés espécies de anuros, Adenomera hylaedactyla, Leptodactylus vastus e

Physalaemus cuvieri.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), da classe quitridiomicetos, foi
primeiramente descrito por Longcore, Pessier € Nichols(1999), atualmente sendo considerada
a doenca com maior impacto na biodiversidade de vertebrados, afetando o grupo dos anuros.
Amplamente disperso (Figura 1), infec¢des por Bd foram confirmadas em 86 paises, com
1062 espécies de anfibios infectadas (MONZON et al., 2020). E causador, juntamente com o
B. salamandrivorans (Bsal), da quitridiomicose, doenca relacionada ao declinio de pelo
menos 501 espécies de anfibios, 90 destas estando extintas na natureza. Esse fungo tem alta
patogenicidade, alta taxa de transmissdo e persisténcia no hospedeiro e no ambiente, o que
favorece sua disseminacdo (SCHEELE et al., 2019). Enquanto ambos Bd ¢ Bsal causam a
quitridiomicose, o Bd possui uma maior diversidade de hospedeiros, podendo infectar anuros
e urodelos, enquanto o Bsal afeta somente urodelos (VAN ROOLJ et al., 2015).

Figura 1 — Distribuicdo espacial por pais do nimero de espécies de anfibios infectadas por
Batrachochytrium dendrobatidis.

Species infected
50 +
30 +
10 +
1+
0
NA

Fonte: MONZON et al. (2020).

Ao entrar em contato com a pele do hospedeiro, os zoosporos do Bd se modificam em
cistos, que, apos germinarem, desenvolvem tubos germinativos que irdo invadir a pele do
animal. Com isso, o fungo ird se desenvolver intracelularmente, ¢ os esporangios sio
carregados até a superficie da pele, onde os zodsporos serao liberados por tubos de descarga,

pelos quais estardo novamente em contato com o ambiente (BERGER et al., 2006; VAN
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ROOI1J et al., 2015). Os zoosporos flagelados sofrem quimiotaxia em direcdo a queratina

presente na pele dos anfibios (BLAUSTEIN et al., 2018).

Nos anuros adultos, hiperqueratose, hiperplasia e erosdo das camadas epidérmicas
podem ser observadas, além de eritema e descoloracdo da pele (Figura 2). Letargia, postura
anormal e sinais neuroldgicos também sao observados na quitridiomicose. J& em girinos, a
infeccdo ¢ limitada as partes queratinizadas da boca (VAN ROOLJ et al., 2015; BLAUSTEIN
et al., 2018). Apesar de ndo apresentar sintomas letais, a infeccdo de Bd em girinos pode
causar reducdo na eficiéncia de forrageamento e no desenvolvimento, causando maior chance
de predacao e menor vantagem competitiva (HANLON et al., 2015). A pele dos anfibios ¢
essencial para sua sobrevivéncia, tendo fun¢do sensorial, osmorregulatoria e na troca gasosa.
Assim, formas graves da quitridiomicose interferem nas fungdes vitais da pele, prejudicando a
habilidade de osmorregulagdo e reidratagdo da pele, por afetar o transporte de eletrélitos na

pele (VAN ROOIJ et al., 2015).

Figura 2 — Sapo-parteiro-comum (Alytes obstetricans) apresentando sinais da quitridiomicose.

Fonte: VAN ROOIJ et al. (2015). O anfibio apresenta sinais clinicos associados com a infec¢do por Bd, como
descamag@o da pele e abducdo das patas traseiras.

Até o momento, tentativas de imunizacdo com inje¢cdes de formalina subcutinea e
peritoneal, ou com o Bd morto pelo calor, de anfibios contra Bd ndo obtiveram sucesso (VAN
ROOIJ et al., 2015), portanto abordagens para diminui¢do do impacto da doenga sdo
centradas no tratamento de espécies em cativeiro (SCHEELE et al., 2014). Tratamentos com
compostos antifungicos, como itraconazol, apesar de bem-sucedidos em alguns estudos
(WOODWARD et al., 2014; BOSCH et al., 2015), podem causar efeitos adversos para o
animal e para o ambiente, por conta da toxicidade do composto. Ainda, podem necessitar de
repetidas exposicdes para sucesso do procedimento (BRANNELLY et al., 2012; DIRENZO et
al., 2020). Outra abordagem ¢ a exposicao do animal a altas temperaturas (WOODHAMS et
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al., 2003; CHATFIELD e ZAWACKI, 2011). Ainda que aplicavel em populagdes cativas, seu
uso em populagdes livres € limitado, com o retorno dos animais para a natureza permitindo
reinfeccdo. Ademais, a temperatura elevada pode causar choque térmico em algumas

espécies, e a temperatura a ser utilizada deve ser também baseada na linhagem do Bd presente

no animal (MARTEL et al., 2018).

Mesmo com a manutenc¢ao de populagdes nao infectadas com Bd em cativeiro, sdo
necessarias solugdes para a persisténcia dos animais livres frente ao patogeno (FLECHAS et
al., 2021). Nesse sentido, ¢ possivel a manipulagdo do microbioma do hospedeiro de forma a
auxiliar no combate as doencas infecciosas, seja diretamente no animal ou no ambiente em
que ele esta presente (MCKENZIE et al., 2018). Assim, o tratamento probiodtico, com uso de
microrganismos benéficos ao hospedeiro, na vida selvagem, pode ser uma estratégia

promissora, apesar de pouco explorada (MCKENZIE et al., 2018).

Os probidticos devem ser seguros, ndo patogénicos e sem fatores de toxicidade
(PLAZA-DIAZ et al., 2019). O tratamento com probidticos pode ser através da
bioaumentagdo, de forma a alterar a estrutura da comunidade microbiana por meio do
aumento de bactérias locais, que sejam benéficas ao individuo ou ao ambiente, assim
combatendo uma doenca (BLETZ et al., 2013). Um probidtico efetivo deve, antes de tudo, ser
capaz de colonizar a pele do hospedeiro, assim como ser capaz de se manter e persistir, ainda

com fung¢des benéficas (MCKENZIE et al., 2018; REBOLLAR et al., 2020).

Estdo envolvidos, no entanto, diversos fatores na dindmica de uma comunidade
microbiana. A diversidade e a composi¢do microbiana variam de acordo com a espécie do
hospedeiro, assim como do seu estagio de desenvolvimento (REBOLLAR et al., 2020).
Individuos no estagio de metamorfose, por exemplo, estdo particularmente vulneraveis a
infecgdes por Bd, por conta da troca de pele, que acarreta também a perda e a formacao de
uma nova comunidade bacteriana. Assim, a aplicagdo de um tratamento probiotico nessa fase
pode se mostrar benéfica (MCKENZIE et al., 2018). Ainda, a capacidade inibitoria de cada
bactéria depende do genotipo do patdégeno, assim como das condi¢cdes ambientais, dos fatores
climaticos e do micro-habitat do animal (ANTWIS et al., 2015; REBOLLAR et al., 2020). As
bactérias que inibem o Bd o fazem por meio da produgdo de metabdlitos inibitdrios, como
violaceina, pela competicdo por nutrientes ou pela regulacdo da producdo de defesas do
hospedeiro, como AMPs e lisozima (WOODHAMS et al., 2017, HOLDEN et al., 2015, REID
etal., 2011).
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Diversos estudos evidenciam o papel protetivo da microbiota da pele contra o Bd,
além de estar relacionada com a resisténcia a infeccdo (REBOLLAR et al., 2016; FLECHAS
et al., 2019). Harris et al. (2009) demonstraram que Janthinobacterium lividum, presente na
pele de anfibios, previne morbidade e mortalidade causadas pelo Bd. Ainda, uma maior
presencga de espécies de bactérias anti-Bd pode estar relacionada com maior persisténcia de

espécies de Rana muscosa na natureza (WOODHAMS et al., 2007).

Ademais, misturas de probioticos, formadas por consorcios de bactérias inibidoras de
Bd, podem ser efetivas no tratamento de diferentes espécies, em diferentes estagios de vida ou
que estejam infectadas por diferentes linhagens do patogeno (BLETZ et al., 2013). Uma
comunidade bacteriana diversa pode atuar sobre o Bd por meio do efeito de dominancia, no
qual uma comunidade diversa tem uma maior chance de possuir espécies de alta inibi¢ao, que
irdo assim dominé-la, ou por meio do efeito da complementaridade de fungdo de varios

individuos, associada ao sinergismo (PIOVIA-SCOTT et al, 2017).

Os ninhos de espuma de anuros (Figura 3) sdo estruturas construidas durante o periodo
de reproducdo, durante o qual eles sdo produzidos a partir de secrecdes dos parentais
(SHAHRUDIN et al., 2017). Eles protegem os ovos contra predadores, patdogenos, danos
térmicos e desidratagdo, além de ser fonte de nutrientes e facilitar o acesso a oxigénio
(COOPER et al., 2005; HISSA et al., 2008; MENDEZ-NARVAEZ et al., 2015; PEREIRA et
al., 2017). A composi¢do dos ninhos de espuma engloba, principalmente, proteinas
surfactantes, carboidratos e lectinas. Por conta da composicao, essas estruturas sao altamente
estaveis, podendo durar varios dias, e, em alguns casos, mais de 1 més (FLEMING et al.,
2009; HISSA et al., 2016). Ainda, esses ninhos possuem uma microbiota propria, da qual
pouco se conhece tanto em relagdo a composi¢ao e a fun¢do, quanto na influéncia que tem

sobre a saude dos animais (HISSA et al., 2008).
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Figura 3 — Ninhos de espuma de diferentes espécies de anuros.

(A) Ninho de espuma de Adenomera Hylaedactyla. Foto: Denise C. Hissa. (B) Ninho de espuma de
Leptodactylus vastus (HISSA et al., 2008). (C) Ninho de espuma de Physalaemus cuvieri. Foto: Denise C. Hissa.

Davis et al., 2017 sugerem que a aplicagdo do tratamento em estagios iniciais do
anfibio ¢ vantajosa para prevencdo da quitridiomicose, ja que o resultado ¢ fortemente
dependente da comunidade microbiana inicial. Ainda, a comunidade microbiana do
hospedeiro estd interligada com o sistema imune inato, em especifico peptideos
antimicrobianos, e pode influenciar também no sistema imune adaptativo (DAVIS et al.,
2017; MCKENZIE et al., 2018). Considerando a possibilidade da transmissdo do probidtico a
partir de fontes ambientais (MULETZ et al., 2012), os ninhos de espuma, estruturas
produzidas por alguns anuros para deposi¢ao de ovos, destacam-se como locais de interesse

para aplicacdo do tratamento pelo método de bioaumentag@o por meio de inoculantes.

A utilizagdo de bactérias no tratamento da quitridiomicose em individuos livres pode
afetar outras espécies, assim como o ambiente (SIMBERLOFF e STILING, 1996). Assim,
precaucdes devem ser tomadas para minimizar possiveis efeitos ndo desejados (BLETZ et al.,

2013). A atividade hemolitica é um fator de viruléncia de inimeros microrganismos
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patogénicos, sendo possivel por conta das hemolisinas, moléculas responsaveis pelos danos
nas membranas do hospedeiro e consequente lise de eritrocitos (LO et al., 2011;
MOGROVEIJO et al., 2020). As hemolisinas podem ser classificadas em diferentes tipos e
liberam o ferro complexado em heme intracelular e hemoglobina, assim diversas bactérias
patogénicas adquirem ferro a partir de compostos que contém essas moléculas (GONZALEZ-
RODRIGUEZ et al., 2007). O ferro é um elemento essencial para organismos vivos, e uma
quantidade elevada de ferro livre ¢ capaz de aumentar a viruléncia bacteriana (BULLEN et

al., 2005).
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3. OBJETIVOS

Avaliar a capacidade de isolados bacterianos de ninhos de espuma de trés espécies de
anuros, Adenomera hylaedactyla, Leptodactylus vastus e Physalaemus cuvieri, de inibir o
fungo Batrachochytrium dendrobatidis, assim como avaliar a atividade hemolitica dos
isolados como um dos critérios de seguranga ambiental dessas estirpes, a fim de analisar a
capacidade de tais bactérias no uso como probioticos de forma a auxiliar na conservagao da

biodiversidade dos anuros.
3.1 Objetivos especificos

1. Reativar a cole¢do de isolados bacterianos dos ninhos de espuma de Adenomera

hylaedactyla, Leptodactylus vastus e Physalaemus cuvieri;
2. Realizar ensaios de inibicao dos isolados bacterianos contra o Bd;

3. Realizar o teste de atividade hemolitica dos isolados.
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4. METODOLOGIA

4.1 Reativacio e caracterizacdo das colecoes microbianas

Foram analisadas duas colegdes microbianas oriundas de amostras de ninhos de
espuma de ras coletadas no estado do Ceard. A primeira foi coletada em 2018, em Sao
Gongalo do Amarante, sob a licenga SISBIO 58036-6, de Adenomera hylaedactyla, por
Martins (2020), e a outra coletada em 2019, em Pacatuba, sob a licenca SISBIO 58036-1, de
Leptodactylus vastus € Physalaemus cuvieri, por Castro (2019), totalizando 183 morfotipos.
Os isolados bacterianos foram identificados pelos autores por meio de sequenciamento do
gene ribossomal 16S a nivel de género, com excecdo de 12 morfotipos. As colegdes foram
armazenadas no Laboratorio de Recursos Genéticos (LARGEN) da Universidade Federal do
Ceara (UFC). Para reativacdo dos microrganismos, estes foram repicados. Inicialmente, foram
aliquotados 200 puL da cultura criogénica em 5 mL de caldo TGE (triptona 5 g/L, glicose 1 g/
L; extrato de levedura 2,5 g/L) e incubados em shaker com agitacdo de 150 rpm a 35 °C por
24 horas. Apds incubagdo, as culturas foram repicadas em meio ATGE (composi¢ao do TGE
com adicao de agar 15 g/L.) em placa. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a
35 °C por 24 horas até a observacao de crescimento e obtencdo de culturas isoladas. Em caso
de ndo crescimento das bactérias em TGE, foi utilizado um meio de enriquecimento mais rico,
como o caldo BHI. Caso ainda ndo observado crescimento, foi utilizado um meio seletivo
especifico para o género do microrganismo. A morfologia das coldnias isoladas foram
comparadas com a descri¢do previamente realizada. Apos repiques e renovacao das culturas,
foram montadas colegdes criogé€nicas para armazenamento a -20 °C. As bactérias foram
armazenadas em microtubos de 1,5 ml estéreis, contendo 600 pl de cultura bacteriana crescida
por 24 horas e 400 pl de glicerol a 50%, constituindo uma concentracdo final de 20% de
glicerol. As colegdes foram armazenadas no LARGEN a -20° C (colegdo de uso) e -80° C

(colegao de estoque).

4.2 Ensaio anti-Bd
4.2.1 Ensaio anti-Bd de difusao em meio solido

A avaliagdo do potencial inibidor do patégeno Bd foi realizada in vitro, por

metodologia de crescimento em placa, baseado no trabalho de Harris et al. (2006). Para os
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testes de inibicao foi utilizada a cepa de Bd GPL CLFT131. Para obtencdo de uma suspensao
de zodsporos de Bd com densidade aproximada de 10® zodsporos/mL, uma cultura pura do
patégeno Bd foi repicada para meio liquido triptona 1% (triptona 10 g/L), seguido de
incubagdo a 21 °C por 72 a 96 horas, sob agitacdo de 150 rpm. A suspensdo foi ajustada para
OD de 0,015 + 0,001 sob leitura de 490 nm (aprox. 10° zodsporos/mL) e depois diluida 10
vezes, até a obtencdo de uma suspensdao com 10> zodsporos/mL. As culturas dos isolados
bacterianos a serem avaliadas, assim como o controle negativo, uma cepa Escherichia coli
ATCC, foram inoculadas em caldo Triptona 1% e incubadas a 35 °C por 18 a 24 horas sob
agitagdo de 150 rpm. O indculo foi ajustado para densidade optica (OD) igual a 1,0 + 0,05 sob

leitura de absorbancia de 600 nm.

O teste foi realizado em placas de Petri 120 mm x 20 mm contendo 25 ml de meio de
cultura Agar-Triptona 1% (4gar 10 g/L; Triptona 10 g/L). Primeiramente, foram inoculados 2
ml da suspensdo de zodsporos sobre o meio em placa e homogeneizado com uma alga de
Drigalsky, possibilitando a cobertura de toda a superficie do 4gar. Em seguida, a placa foi
deixada aberta no interior da capela de fluxo laminar até que o liquido estivesse seco. Foram
adicionados 10 pL das culturas dos isolados bacterianos na placa, com distancia marcada de
aproximadamente 30° entre elas, a um centimetro da borda da placa. Apds a inoculagdo das
bactérias, as placas foram incubadas a 21° C por 72 a 96 horas. O experimento foi realizado
em duplicatas. Os morfotipos que apresentaram inibi¢do, evidente pela observacao de halo ao

redor das culturas bacterianas, foram selecionados para continuidade dos estudos.

4.2.2 Ensaio anti-Bd em meio liquido

A metodologia de quantificacdo da atividade inibitoria para Bd foi realizada conforme
o método de Bell et al. (2013), com as modificacdes de Becker et al. (2015), Bletz et al.
(2017), Rebollar et al. (2019) e Bezerra (2021).

Para os testes de inibigdo foi utilizada a cepa de Bd GPL CFLT131. Os in6culos de Bd
foram preparados a partir da cultura pura do fungo crescida em caldo triptona 1% por 3-5
dias, a 21 °C e sob agitacdo de 150 rpm. A suspensdo foi ajustada para OD de 0,015+0,001
sob leitura de 490 nm (aprox. 10° zodsporos/mL). As bactérias-teste foram inoculadas em
caldo triptona 1% e incubadas por 18-24 horas a 35 °C sob agitacdo de 150 rpm. Apds o
crescimento, a OD das culturas foi ajustada para 1,0+0,05 sob a absorbancia de 600 nm. O co-

cultivo foi feito com 2 mL de cada suspensdo, do Bd e da bactéria teste, apds ajuste de OD, e
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incubado a 21° C por 72-96 horas sob agitagdo de 150 rpm. Apos incubagdo, os tubos de co-
cultura foram centrifugados a 7500 rpm por 20 minutos e os sobrenadantes foram filtrados em
membrana de poro 0,22 um para obtengao de um sobrenadante livre de células (CFS). O

sobrenadante foi congelado a -20° C até o momento da anélise em microplaca.

O teste de inibicdo em meio liquido do Bd foi realizado em placas de 96 pocos com
fundo chato estéreis. Todas as amostras foram analisados em triplicata, e os controles em
quadruplicata. Para os pogos-testes foram adicionados 50 puL. de CFS e 50 uL de suspensao do
Bd, contendo aproximadamente 2x10% zodsporos de Bd/mL. Foram considerados 4 controles:
1) 100 puL de suspensdo contendo aproximadamente 2x10® zoosporos de Bd/mL em caldo
triptona 1% (controle positivo); 2) 50 uL de suspensdo contendo aproximadamente 2x10°6
zoosporos de Bd/mL adicionado de 50 pL agua destilada estéril (controle depletado de
nutrientes); 3) 50 uL de suspensdo contendo aproximadamente 2x10° zodsporos de Bd/mL
em caldo triptona 1% mortos pelo calor (controle morto pelo calor) adicionados de 50 pL de
caldo triptona 1% estéril e 4) 100 pL de caldo triptona 1% estéril (controle negativo). O
controle morto pelo calor foi preparado pela exposi¢do do tubo contendo suspensdo de 2x10°
zoosporos/mL em caldo triptona 1% a calor de 80 °C por 1 hora em banho-maria. Os
controles foram analisados em quadruplicata. As placas de ensaio foram incubadas a 21 °C
com crescimento microbiano medido através da andlise de densidade optica (OD) em leitor de

microplacas ELISA, no comprimento de onda 492 nm, nos dias 0, 3, 7 ¢ 10.

As leituras foram entdo plotadas em reta de regressdo linear das leituras de OD ao
longo dos dias através da média dos valores das triplicatas, para as amostras, e quadruplicatas,
para os controles. A inclinagdo média de cada isolado foi dividida pela inclinagdo média do
controle depletado de nutrientes, para determinacao da propor¢ao de crescimento. Esse valor
foi subtraido de 1 para determinar a pontuacdo de inibi¢do para o fungo, assim, valores
positivos indicam inibi¢do e eventuais valores negativos indicam facilitagdo de crescimento
do Bd. Foram avaliadas cinco categorias: (1) inibi¢ao forte quando o valor obtido for > 0,75;
(2) inibigao moderada quando o valor for < 0,75 e > 0,50; (3) inibi¢do fraca quando o valor
for < 0,50 e > 0,25; (4) sem inibicdo quando o valor for < 0,25 e > — 0,25 e (5) facilitagdo

quando o valor for <—0,25.

4.3 Atividade hemolitica

Para determinar o potencial patogénico dos isolados, foi analisada a producdo de

hemolisinas, por meio da avaliacao da atividade hemolitica. Para tal, cada estirpe foi cultivada
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em meio TGE (triptona 5 g/L, glicose 1 g/L e extrato de levedura 2,5 g/L) e incubada a 35°C
por 24h. Em seguida, 10 pL de cultura foram inoculados em meio dgar sangue (peptona
especial 23 g/L, amido 1 g/L, cloreto de sodio 5 g/L, sangue de carneiro desfibrinal 50 mL/L,
agar 14 g/L), e incubados a 35°C por 48h. Foi utilizado como controle positivo uma cepa de
Bacillus cereus LAMI13. Caso observada presenca de halo ao redor da coldnia, o isolado foi

considerado positivo para atividade hemolitica, caso auséncia, negativo.
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5. RESULTADOS

5.1 Reativacao e caracterizacao das colecoes microbianas

Foram reativados todos os 183 isolados pertencentes as colegdes microbianas dos
ninhos de espumas. Além disso, foi elaborada uma ficha com os isolados, imagens de suas
coldnias isoladas, suas identificagdes moleculares e a descri¢ao da morfologia de cada isolado

bacteriano.

5.2 Ensaio anti-Bd
5.2.1 Ensaio anti-Bd de difusao em meio solido

O ninho de espuma de Adenomera hylaedactyla apresentou 14 cepas inibitorias do Bd
(Tabela 1), representando 46,67% da microbiota isolada do ninho. Das cepas do ninho de
Leptodactylus vastus, também 14 apresentaram atividade inibitoria (Tabela 2), representando
25,45% das cepas. Ja o ninho de Physalaemus cuvieri apresentou 26 cepas inibitdrias (Tabela

3), representando 26,53%. A figura 4 exemplifica os resultados obtidos nos ensaios.

Figura 4 — Inibi¢ao do fungo Batrachochytrium dendrobatidis por isolados bacterianos de

ninhos de espuma de anuros.

Fonte: Elaborado pelo autor. Os isolados que formarem halo no meio, como o isolado Serratia sp. C4,
apresentam atividade inibitoria contra Bd.
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Tabela 1 - Resultado dos ensaios de inibi¢do em meio sdlido do Batrachochytrium
dendrobatidis e dos testes de atividade hemolitica das cepas do ninho de Adenomera

hylaedactyla.

Cepa

Atividade
anti-Bd

Chryseobacterium sp. A1

Stenotrophomonas sp. A2

Bacillus sp. A3

Comamonas sp. A4

Atividade
hemolitica

Cepa

Serratia sp. B7

B8

Enterobacter sp. B9

Atividade

anti-Bd

Atividade
hemolitica

Enterobacter sp. B10

Stenotrophomonas sp. A6

Serratia sp. A7

Bacillus sp. A8

Bacillus sp. A9

Bacillus sp. A10

All

Enterobacter sp. B11

Enterobacter sp. B12

Enterobacter sp. C1

Enterobacter sp. C2

Enterobacter sp. C3

Serratia sp. C4

Enterobacter sp. Bl

Lysinibacillus sp. B2

Bacillus sp. B3

Bacillus sp. B4

BS

Serratia sp. C5

Serratia sp. C6

Chryseobacterium sp. C7

Enterobacter sp. C8

Bacillus sp. C9

.
o

Fonte: Elaborado pelo autor. As células escuras representam atividade positiva. Os isolados sem identificagdo de
género sdo aquelas cuja identificagdo molecular a nivel de género néo foi possivel.

Tabela 2 - Resultado dos ensaios de inibi¢do em meio sélido do Batrachochytrium
dendrobatidis e dos testes de atividade hemolitica das cepas do ninho de Leptodactylus

vastus.

Cepa

Atividade
anti-Bd

Atividade
hemolitica

Cepa

Atividade
anti-Bd

Pedobacter sp. L1

Pseudomonas sp. LS50

Brevundimonas sp. L3

Pseudomonas sp. L51

Niabella sp. L4

Burkholderia sp. LS

Burkholderia sp. L6

Pseudomonas sp. L52

Atividade
hemolitica

L58

Herbaspirillum sp. LS9




Dyella sp. L7

Comamonas sp. L61
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L9

Pandoraea sp. L62

Kurthia sp. L10

Burkholderia sp. 1.12

Comamonas sp. L66

Burkholderia sp. L13

Enterobacter sp. L74

Chryseobacterium sp. L14

Aeromonas sp. L83

Chryseobacterium sp. L15

Aeromonas sp. L91

Microbacterium sp. L17

L95

L19

Aeromonas sp. L98

Pseudomonas sp. L21

L104

Pseudomonas sp. L22

Acidovorax sp. L105

L23

L107

Pseudomonas sp. 1L.24

L108

Pseudomonas sp. L28

Pseudomonas sp. L109

Pseudomonas sp. L31

Herbaspirillum sp. L113

Streptomyces sp. 1L.32

Comamonas sp. L114

Herbaspirillum sp. L35

Aeromonas sp. L115

Pseudomonas sp. L118

L36

Aeromonas sp. L39

Aeromonas sp. L119

L43

Kurthia sp. 1120

L121

Citrobacter sp. L44

Chryseobacterium sp.
L121 A

L47

Pseudomonas sp. L49

Serratia sp. L122

Tll

1 | il

Fonte: Elaborado pelo autor. As células escuras representam atividade positiva. Os isolados sem identificacdo de

género sdo aquelas cuja identificacdo molecular a nivel de género ndo foi possivel.
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Tabela 3 - Resultado dos ensaios de inibi¢do em meio sélido do Batrachochytrium
dendrobatidis e dos testes de atividade hemolitica das cepas do ninho de Physalaemus cuvieri.

Cepa

Atividade
anti-Bd

Rheinheimera sp. P1

Serratia sp. P2

Chryseobacterium sp. P3

Bacillus sp. P4

Atividade
hemolitica

Cepa

Atividade
anti-Bd

Atividade
hemolitica

Enterobacter sp. P82

Sphingobacterium sp. P83

Vogesella sp. PS

Aeromonas sp. P6

Kurthia sp. P8

Rheinheimera sp. P10

P11

Shewanella sp. P12

P13

Comamonas sp. P14

Comamonas sp. P86

P87

Acidovorax sp. P89

Pseudomonas sp. P90

Pseudomonas sp. P91

Ochrobactrum sp. P92

Acinetobacter sp. P94

P95

Sphingobacterium sp. P96

Pseudomonas sp. P15

Stenotrophomonas sp.
P16

P17

Chryseobacterium sp. P18

P97

Pseudomonas sp. P98

Comamonas sp. P100

P101

Bacillus sp. P104

Flavobacterium sp. P19

Comamonas sp. P105

Empedobacter sp. P20

P21

Pseudomonas sp. P23

Pseudomonas sp. P24

Pseudomonas sp. P25

Pseudomonas sp. P107

Klebsiella sp. P108

Pseudomonas sp. P109

Flavobacterium sp. P27

Pseudomonas sp. P31

Pseudomonas sp. P32

HI ﬂll

Pseudomonas sp. P111

Pseudomonas sp. P112

Citrobacter sp. P115

Comamonas sp. P117

Pseudomonas sp. P119




Pseudomonas sp. P35

Pseudomonas sp. P36

Aeromonas sp. P120
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Sphingobacterium sp. P37

P121

Vogesella sp. P38

Enterobacter sp. P124

Vogesella sp. P40

Aeromonas sp. P124B

Pseudomonas sp. P127

Pseudomonas sp. P42

P43

Pseudomonas sp. P128

Pseudomonas sp. P46

Pseudomonas sp. P129

Acinetobacter sp. P47

Klebsiella sp. P130

Pseudomonas sp. P131

Enterobacter sp. P48

Pseudomonas sp. P132

Pseudomonas sp. P49

Pseudomonas sp. P54

Pseudomonas sp. P137

Aeromonas sp. PS5

Pseudomonas sp. P138

Bacillus sp. P57

Ochrobactrum sp. P139

Curtobacterium sp. P59

Pseudomonas sp. P143

Pseudomonas sp. P63

P144

P67

Acinetobacter sp. P145

Rhizobium sp. P71

Pseudomonas sp. P147

Acinetobacter sp. P75

Pseudomonas sp. P153

Aeromonas sp. P154

Comamonas sp. P76

Pseudomonas sp. P158

P77

Aeromonas sp. P79

Pseudomonas sp. P159

Pseudomonas sp. P80

Pseudomonas sp. P160

Pseudomonas sp. P162

Pseudomonas sp. P81

Pseudomonas sp. P167

el 111 e

Fonte: Elaborado pelo autor. As células escuras representam atividade positiva. Os isolados sem identificacdo de

género sdo aquelas cuja identificacdo molecular a nivel de género nao foi possivel.
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5.2.2 Ensaio anti-Bd em meio liquido

Nao foi possivel realizar o experimento com todas os isolados obtidos, sendo testados
apenas 51, de um total de 183, todas tendo apresentado anteriormente resultado positivo no
experimento em meio solido, com exce¢do de 1. Nas condi¢des experimentais estabelecidas,
foram obtidas 6 cepas que apresentaram alta inibicdo do Bd, sendo 3 do ninho de
Leptodactylus vastus e 3 do ninho de Physalaemus cuvieri; 8 cepas de inibi¢do moderada,
sendo 1 de Adenomera hylaedactyla, 3 de L vastus e 4 de P. cuvieri e 4 cepas de inibicao
baixa, sendo 1 de A. hylaedactyla, 1 de L vastus e 2 de P. cuvieri. Foram, no entanto, obtidas
4 cepas que nao tiveram efeito de inibigao e 28 cepas que causaram facilitagao do crescimento
do fungo (Tabela 4). As figuras 6 a 15 demonstram o crescimento dos isolados ao longo do

tempo de cultivo, assim como o crescimento dos controles.

Tabela 4 - Resultado dos ensaios de inibicdo em meio liquido do Batrachochytrium

dendrobatidis.

Cepa ?;I?E?ggz Classificagdo Cepa ;{fg;gg Classificagdo
Chryseobacterium sp. Al -0.77 Facilitagdo Pseudomonas sp. P138 -0.93 Facilitagdo
Bacillus sp. A3 -0.78 Facilita¢do P144 -0.98 Facilita¢do
Bacillus sp. A8 -0.55 Facilitagao BS -0.11 Sem efeito
Bacillus sp. A9 -0.88 Facilitacdo L19 0.11 Sem efeito
Bacillus sp. A10 -0.92 Facilitagdo Pseudomonas sp. 1.24 -0.19 Sem efeito
Lysinibacillus sp. B2 -1.07 Facilitacdo P11 -0.2 Sem efeito
Bacillus sp. B3 -0.78 Facilitagdo | Pseudomonas sp. P153 -0.08 Sem efeito
Serratia sp. B7 -0.54 Facilitagdo Serratia sp. A7 0.49 Baixa inibigdo
Chryseobacterium sp.
Serratia sp. C4 -0.47 Facilitagdo L121A 0.46 Baixa inibi¢ao
Serratia sp. C5 -0.51 Facilitacdo Acinetobacter sp. P94 0.31 Baixa inibigdo
Bacillus sp. C9 -1.07 Facilitagdo Pseudomonas sp. P137 0.27 Baixa inibigdo
Moderada
Burkholderia sp. 1L13 -0.73 Facilitagdo B8 0.68 inibi¢do
Moderada
L23 -0.37 Facilitagao Microbacterium sp. L6 0.59 inibi¢do
Pseudomonas sp. 1.28 -0.48 Facilitagdo |Chryseobacterium sp. .15 0.55 Moderada
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inibi¢do
Moderada
Pseudomonas sp. L109 -0.74 Facilitagdo Aeromonas sp. L83 0.68 inibicao
Moderada
Pseudomonas sp. L118 -0.35 Facilitacdo Aeromonas sp. P6 0.72 inibi¢do
Moderada
Serratia sp. L122 -0.63 Facilita¢do Pseudomonas sp. P31 0.71 inibicdo
Moderada
Serratia sp. P2 -0.49 Facilitacdo Pseudomonas sp. P112 0.54 inibi¢do
Moderada
Chryseobacterium sp. P3 -0.93 Facilitagdo Pseudomonas sp. P127 0.61 inibigdo
Kurthia sp. P8 -0.6 Facilitagdao Pseudomonas sp. 1.22 0.83 Alta inibi¢do
P13 -0.61 Facilita¢ao Aeromonas sp. L91 0.94 Alta inibi¢ao
Stenotrophomonas sp.
P16 -0.28 Facilitagdo Aeromonas sp. L39 0.94 Alta inibi¢ao
P17 -1.09 Facilitagdo Pseudomonas sp. P119 1 Alta inibi¢do
P21 -0.63 Facilitagao Aeromonas sp. P120 0.82 Alta inibi¢ao
Pseudomonas sp. P24 -0.64 Facilitacdo Pseudomonas sp. P128 0.9 Alta inibi¢ao
Pseudomonas sp. P111 -0.34 Facilitagdo

Fonte: Elaborado pelo autor. Os isolados sem identificagdo de género sdo aquelas cuja identificagdo molecular a

nivel de género ndo foi possivel.
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Figura 5 — Crescimento dos isolados de ninhos de espuma de anuros ao longo do tempo de

cultivo (Conjunto 1).
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pelo calor, CDN ao controle depletado de nutrientes e os demais aos isolados obtidos.

Figura 6 — Crescimento dos isolados de ninhos de espuma de anuros ao longo do tempo de

cultivo (Conjunto 2).
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pelo calor, CDN ao controle depletado de nutrientes e os demais aos isolados obtidos.
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Figura 7 — Crescimento dos isolados de ninhos de espuma de anuros ao longo do tempo de
cultivo (Conjunto 3).
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pelo calor, CDN ao controle depletado de nutrientes e os demais aos isolados obtidos.

Figura 8 — Crescimento dos isolados de ninhos de espuma de anuros ao longo do tempo de
cultivo (Conjunto 4).
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pelo calor, CDN ao controle depletado de nutrientes e os demais aos isolados obtidos.
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Figura 9 — Crescimento dos isolados de ninhos de espuma de anuros ao longo do tempo de

cultivo (Conjunto 5).
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Figura 10 — Crescimento dos isolados de ninhos de espuma de anuros ao longo do tempo de

cultivo (Conjunto 6).
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Fonte: Elaborado pelo autor. C- refere-se ao controle negativo, C+ ao controle positivo, CMC ao controle morto

pelo calor, CDN ao controle depletado de nutrientes e os demais aos isolados obtidos.
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Figura 11 — Crescimento dos isolados de ninhos de espuma de anuros ao longo do tempo de
cultivo (Conjunto 7).
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Fonte: Elaborado pelo autor. C- refere-se ao controle negativo, C+ ao controle positivo, CMC ao controle morto
pelo calor, CDN ao controle depletado de nutrientes e os demais aos isolados obtidos.

Figura 12 — Crescimento dos isolados de ninhos de espuma de anuros ao longo do tempo de
cultivo (Conjunto 8).
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Fonte: Elaborado pelo autor. C- refere-se ao controle negativo, C+ ao controle positivo, CMC ao controle morto
pelo calor, CDN ao controle depletado de nutrientes e os demais aos isolados obtidos.
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Figura 13 — Crescimento dos isolados de ninhos de espuma de anuros ao longo do tempo de
cultivo (Conjunto 9).
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Fonte: Elaborado pelo autor. C- refere-se ao controle negativo, C+ ao controle positivo, CMC ao controle morto
pelo calor, CDN ao controle depletado de nutrientes e os demais aos isolados obtidos.

Figura 14 — Crescimento dos isolados de ninhos de espuma de anuros ao longo do tempo de
cultivo (Conjunto 10).
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5.3 Atividade hemolitica

Do ninho de espuma de Adenomera hylaedactyla, 9 cepas (30%) das cepas
apresentaram atividade hemolitica (Tabela 1), todas do tipo B-hemolise (BUXTON, 2016), ou
seja, hemolise completa das hemécias do meio. Ja do ninho de Leptodactylus vastus, 24 cepas
(43,64%) apresentaram atividade (Tabela 2), também do tipo B-hemdlise. Do ninho de
Physalaemus cuvieri, 39 cepas (39,79%) apresentaram atividade positiva do tipo B-hemolise
(Tabela 3). A figura 4 exemplifica os resultados obtidos nos ensaios.

Figura 15 — Atividade hemolitica produzida por isolados do ninho de espuma do anuro
Leptodactylus vastus em meio agar sangue.

Fonte: Elaborado pelo autor. Os isolados que formaram halo no meio, como Aeromonas sp. L115, apresentam
atividade hemolitica. C+ representa o controle positivo.
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6. DISCUSSAO

No ensaio anti-Bd de difusdo em meio sélido, 29,35% das cepas dos ninhos de espuma
apresentaram atividade inibitoria. Essas estirpes estdo distribuidas em 15 géneros, que sao
Acinetobacter,  Aeromonas, Bacillus,  Burkholderia, =~ Chryseobacterium,  Kurthia,
Lysinibacillus, Microbacterium, Pseudomonas, Serratia e Stenotrophomonas, sendo 9 cepas
de género nao identificado. Com excecdo do género Kurthia, todos ja foram descritos com
essa atividade anteriormente (e.g. BECKER et al., 2015; MADISON et al., 2017; BELL et al.,
2018; FLECHAS et al., 2019), sendo, no entanto, os isolados provindos da microbiota da pele
de anuros. O anexo A apresenta uma relacdo entre todos os géneros identificados nos ninhos e
a descri¢do prévia de suas atividades anti-Bd na literatura, assim como qual metodologia foi
utilizada para a averiguar. Foram obtidas 20 cepas promissoras, nao apresentando atividade
hemolitica enquanto apresentaram atividade anti-Bd, sendo 3 do género Chryseobacterium, 1
Kurthia, 1 Microbacterium, 6 Serratia, 1 Stenotrophomonas € 3 Pseudomonas, além de 5

cepas cujo género nao foi identificado.

Os resultados do ensaio anti-Bd em meio liquido, no entanto, foram diferentes
daqueles vistos no ensaio em meio solido. Apesar de serem testadas 50 cepas inibitorias e 1
ndo inibitéria de acordo com o experimento anterior, foram obtidas categorias desde
facilitagdo do crescimento do Bd a inibi¢do alta (Tabela 4). A cepa L22, apesar de ser
categorizada como ndo-inibitoria no ensaio de difusdo em meio solido, apresentou alta
inibicdo em microplaca, o que demonstra que, apesar de ambas as metodologias serem
utilizadas na literatura, os resultados podem ser contrastantes. Por outro lado, apesar das
condigdes de temperatura serem as mesmas, o tempo de incubagdo entre as placas e as
microplacas foram diferentes, sendo 3 e 10 dias, respectivamente. Assim, para que possa ser
realizada a comparagdo entre resultados, seria ideal que fossem testadas o mesmo periodo de
incubagdo. Ainda, seria proveitoso realizar novamente o teste em meio solido, mas com o
sobrenadante livre de células, pois podem ter sido produzidos compostos durante o co-cultivo
em meio liquido que ndo foram no meio sélido. Por outro lado, varias cepas inicialmente
inibitorias foram posteriormente facilitadoras do crescimento do fungo, fendmeno que alerta
para a necessidade de testes em condicdoes ambientais semelhantes aquelas que serdo
encontradas no ambiente no qual serd aplicado o tratamento. O atual estudo foi o primeiro a

comparar as duas metodologias aqui presentes.
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Diversos fatores afetam a dinamica da microbiota da pele dos anuros. Primeiramente,
a diversidade e composi¢ao das comunidades microbianas variam de acordo com a espécie,
inclusive variando entre espécies que coexistem no mesmo ambiente, assim como de acordo
com o estagio de desenvolvimento do animal (KUENEMAN et al., 2014). Outro fator que
influencia a estrutura da microbiota da pele dos anuros sdo os micro-habitats nos quais eles
residem, podendo eles serem riparios, terrestres ou arbéreos (REBOLLAR et al., 2016). Esse
efeito pode ser ligado a diversos fatores, como diferencas de reservatdrios ambientais
bacterianos, variacdo em condigdes ambientais e presenca de patdgenos, além de variagdes no
pH, na salinidade, na temperatura e na umidade (MULETZ et al., 2012; KUENEMAN et al.,
2014; REBOLLAR et al., 2016; REBOLLAR; MARTINEZ-UGALDE; ORTA, 2020). Por
exemplo, no trabalho de Woodhams et al. (2014), foi observado que a producdo de
metabolitos secundarios por bactérias anti-Bd ¢ determinada pela temperatura de incubagao.
Fatores climaticos e geograficos também influenciam a microbiota de anfibios, que varia em
relagdo a diversidade quando ocorrem mudancas na temperatura e precipitacdo do ambiente

(KUENEMAN et al., 2019; REBOLLAR et al., 2019).

E importante que para o uso como probidticos, sejam eliminadas espécies bacterianas
que inibem o Bd em certas condi¢cdes mas facilitam o crescimento em outras, sendo ideal que
mantenham sua fun¢do protetiva em uma margem de temperatura que seja ecologicamente
relevante (BLETZ et al., 2013). Com essas consideragdes, obtemos no estudo 5 cepas que
foram positivas em ambos os ensaios de inibicdo, assim como nao apresentaram atividade
hemolitica, sendo elas Serratia sp. A7, B8 (género ndo identificado), Microbacterium sp. L6,
Chryseobacterium sp. L15 e Pseudomonas sp. P137. Ainda, foi obtida uma cepa que nao
apresentou atividade anti-Bd em meio liquido, mas apresentou atividade em meio soélido,
assim como ndo apresentou atividade hemolitica, sendo ela o isolado P11 (Género nao

identificado).

No total, 111 isolados (60,66%) testados ndo apresentaram hemolise, cenario positivo
para a pesquisa, ja que a atividade hemolitica pode representar um fator de viruléncia.
Levando-se em consideragdo que as cepas escolhidas como probidticos serdo aplicadas em
ninhos de espuma, elas devem ser ambientalmente seguras, para evitar maleficios ao
ambiente, além de evitar reagdes negativas do sistema imunologico do hospedeiro (BLETZ et

al., 2013).
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Apesar de ndo estudado até o momento se as bactérias hemoliticas dos ninhos
poderiam afetar negativamente os anuros, ¢ ideal evitar o seu uso, pois algumas espécies
hemoliticas atuam no desenvolvimento de doencas, como ocorre na “doenca da perna
vermelha” (Red Leg Syndrome), na qual o animal desenvolve sintomas clinicos quando ocorre
a atuagdo de uma enterotoxina ¢ hemolisinas (GLIME ¢ BOELEMA, 2017; SILVA, et al.,
2020). O patdégeno causador da doenca, Aeromonas hydrophila, no entanto, deve estar
presente na corrente sanguinea, assim atingindo orgaos, para que a doenga se desenvolva,

afetando, em especial, animais com a saude comprometida (GLIME e BOELEMA, 2017).

O género Serratia ¢ caracterizado pela producdo de prodigiosina, composto que
confere forte coloragio vermelha a bactéria. E conhecido que esse pigmento causa inibi¢do do
crescimento do Bd (WOODHAMS et al, 2017), podendo tal fato ter contribuido na
capacidade inibitoria das cepas aqui testadas. Por outro lado, o género é conhecido por possuir
diversas espécies patogénicas, como Serratia marcescens e Serratia liquefaciens, além de
possuirem diversos fatores de viruléncia, sendo a atividade hemolitica apenas um deles
(HORINOUCHI et al., 2010). Apesar disso, sdo cepas ambientais, presentes na agua, solo e
ar, além de estarem presentes tanto na microbiota da pele de anfibios quanto nos ninhos de

espuma coletados (HARRISON et al., 2020; MADISON et al., 2017).

O género Microbacterium ¢ comum em diversos ambientes, como solos, plantas e
mares (MOUNIER et al., 2017). Diversos casos clinicos estdo relacionados com espécies
desse género (PANACKAL et al., 2013; LAM, NAIMARK e LEIS, 2018). Esse género,
apesar de relatado na literatura com potencial inibitorio contra o Bd (BECKER et al., 2015;
ABARCA et al., 2021), foi relatado como o género com a maior propor¢ao de isolados que

facilitam o crescimento do fungo no trabalho de Becker et al. (2015).

O género Chryseobacterium ¢ comumente encontrado em solos e dgua, assim como
alimentos (STEINBERG e BURD, 2015). S3o individuos de baixa viruléncia, raramente
relacionados com doencas humanas (BOOTH, 2014). Apesar disso, infecgdes causadas por
Chryseobacterium indologenes em anuros e caudados sdo relatadas na literatura, os animais
infectados estando geralmente imunossuprimidos ou em condigdes de estresse (GREEN e
DENSMORE, 2007, ROURKE e ROSENBAUM, 2015). Alguns isolados de
Chryseobacterium sao relatados pelo seu papel de protecao na pele de anfibios, sendo capaz
de inibir até 3 genotipos diferentes do Bd (MULETZ-WOLZ et al., 2017; ANTWIS e
HARRISON, 2018).
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O género Pseudomonas pode ser encontrado em diversos ambientes, como solo, agua,
plantas e animais (COUSIN, 1999). Contém maultiplas espécies patogénicas, como P.
syringae ¢ P. aeruginosa (DODD, 2014). E comumente encontrado na pele de anfibios, assim
como existem diversos relatos de isolados inibidores do Bd (FLECHAS et al.,, 2012;
WOODHAMS et al., 2014). P. aeruginosas atua em infecgdes em anuros sob alto estresse,
resultando em mortalidade moderada a alta (BRODKIN et al., 1992). Como os isolados
promissores foram identificados somente a nivel de género, ou ndo identificados, ¢ importante
que sejam classificados a nivel de espécie, de forma a melhor avaliar a seguranca no uso do

tratamento probidtico.

Existem diferentes modos de acdo com os quais a microbiota do hospedeiro pode
auxiliar na sua protegdo contra o Bd. Primeiramente, a disponibilidade de nutrientes e de
espaco para o crescimento do fungo ¢ limitada caso a densidade de bactérias residentes seja
alta, assim sendo necessario que o tratamento probidtico seja composto por cepas que
colonizam e persistam com eficiéncia na pele do anuro (BLETZ et al., 2013; HOLDEN et al.,
2015). Ainda, bactérias simbidticas podem produzir compostos antifingicos capazes de inibir
o crescimento do Bd, como violeceina, prodigiosina e 2,4-Diacetylphloroglucinol
(WOODHAMS et al., 2017). Algumas bactérias podem também induzir a producdo de
peptideos antimicrobianos (AMPs) Bd-inibitorios pelo hospedeiro, assim como podem reduzir
a necessidade de produ¢do de AMPs, ou ainda terem crescimento promovido pelos AMPs

(WOODHAMS et al., 2012; WOODHAMS et al., 2019).

Adicionalmente, um probidtico com multiplas cepas poderia estabelecer uma
comunidade com potencial anti-Bd que agiria sinergicamente ou que englobaria diferentes
modos de agdo contra o fungo, podendo essa mistura ser utilizada em diferentes espécies de

anfibios, assim como nos diferentes estagios de vida desses anfibios (BLETZ et al., 2013).

Ainda, as bactérias probiodticas ndo irdo exibir a mesma capacidade de inibi¢do para
todas as cepas do fungo, a linhagem Batrachochytrium dendrobatidis GPL, por exemplo,
apresenta ampla variacdo genotipica e de viruléncia (ANTWIS et al., 2015), assim um
consoércio de bactérias seria mais adequado para combater a quitridiomicose. No trabalho de
Loudon et al. (2014), diferentes culturas com multiplos isolados apresentaram tanto efeito de
sinergia como efeito de adicdo da capacidade inibitéria das cepas, sendo identificados
compostos inibitorios que nao foram produzidos pelas culturas com somente 1 isolado.
Piovia-Scott et al. (2017) demonstraram que comunidades bacterianas com mais de uma

espécie reduziram a proliferagdo do Bd mais do que aquelas que eram formadas por uma sé
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espécie, sendo observado que naquelas com multiplas cepas, ocorreu dominancia de uma ou
duas espécies, assim como interagdes entre a comunidade que auxiliam no efeito anti-Bd. Por
outro lado, Harrison et al. (2020) observaram que, enquanto os tratamentos compostos por
multiplos isolados aumentaram a inibicdo média, o aumento da diversidade genética do
consorcio nao resultou em maiores niveis de inibicdo, resultado descrito anteriormente
(ANTWIS e HARRISON, 2018). Portanto, ¢ interessante que seja estudada a combinagado de
diferentes cepas aqui analisadas, para a obtencao de um probidtico com multiplas cepas que

tenha maior capacidade inibitdria.

Os ninhos sdo estruturas fundamentais para a colonizacdo microbiana de recém-
nascidos. Eles constituem o ambiente habitado pelos neonatos antes deles serem expostos a
influéncia direta das condigdes externas, funcionam como fonte de microrganismos e filtram
aqueles que conseguirdo se estabelecer no ambiente do ninho (CAMPOS-CERDA e
BOHANNAN, 2020). Os anfibios podem obter sua microbiota da pele por contato direto com
o ambiente, transmissdo horizontal e por transmissao vertical, na qual os microrganismos sao
transferidos dos parentais para a prole (WALKE et al., 2011). Muletz et al. (2012)
demonstraram que a inoculagdo de bactérias Janthinobacterium lividum no solo resultou em
sua transmissdo para a pele de salamandras, assim como a presenca dessas bactérias foi
relacionada com a reducdo da prevaléncia do Bd em metade na pele desses anfibios. No

entanto, no final do estudo, ap6s 42 dias, J. lividum ndo era mais detectada nos animais.

Ademais, diferentes estudos mostraram que a microbiota do ninho (BANNING et al.,
2008; MCGRATH, 2018) ou da pele de anfibios (AUSTIN, 2000) ¢ diferente das amostras
ambientais. Os embrides e a pele do individuo adulto possuem microbiotas semelhantes, o que
sugere que a transmissdo vertical ¢ um modo dos anuros adquirirem sua microbiota, além
disso, muitos microrganismos que inibem fungos patégenos nos embrides também inibem

patogenos, como o Bd, no individuo adulto (WALKE et al., 2011).

Davis, Bigler, Woodhams (2017) sugere que estagios iniciais de desenvolvimento sdo
ideais para aplicacdo de probidticos, pois a microbiota originalmente estabelecida pode
influenciar na resposta ao tratamento, além de ser o periodo no qual o sistema imunoldgico se
ajusta @ microbiota adquirida (BLETZ et al., 2013). Além disso, Lam et al. (2010) e
Woodhams et al. (2007) sugerem que uma populacdo com alta propor¢do de individuos com
bactérias anti-Bd pode limitar a sobrevivéncia e reproducao do fungo, de modo analogo a
imunidade de rebanho, prevenindo graves declinios. Assim, a aplicacdio de bactérias

probioticas provindas dos ninhos de espuma nesse mesmo ambiente pode aumentar o
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percentual do microbioma que apresentara papel protetivo contra o Bd. Deve-se, no entanto,
estudar mais profundamente se essas cepas sao seguras para serem liberadas na natureza. Um
dos testes a ser realizado ¢ o antibiograma, de forma a evitar que genes de resisténcia a

antibidticos sejam espalhados no ambiente (IMPERIAL e IBANA, 2016).



41

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para o conhecimento sobre a
microbiota presente nos ninhos de espumas de Adenomera hylaedactyla, Leptodactylus vastus
e Physalaemus cuvieri, assim como seu possivel papel protetivo contra Batrachochytrium
dendrobatidis para anuros. Foram obtidos 54 isolados com capacidade inibitoria, com 5
desses apresentando atividade anti-Bd em ambos os ensaios realizados além de ndo possuirem
atividade hemolitica. Essas cepas, portanto, sdo promissoras como candidatas a probidticos a
serem aplicados em ninhos de espuma na natureza, com objetivo de fornecer uma microbiota
protetora aos neonatos e possibilitar uma maior sobrevivéncia das populacdes caso sejam

acometidas pela quitridiomicose.
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ANEXO A - Géneros bacterianos identificados nos ninhos de espuma que possuem atividade
inibitéria contra Batrachochytrium dendrobatidis reportada em literatura, assim como a

metodologia empregada nos trabalhos.

Literatura na qual a inibicio foi

Género

reportada

Metodologia utilizada no estudo

Acidovorax

DE LEON et al., 2020.

ROTH et al., 2013.

Ensaio de difusdo em meio sélido

Ensaio de difusdo em meio sélido

Acinetobacter

BECKER et al., 2015.

FLECHAS et al., 2012

FLECHAS et al., 2019.

Ensaio em meio liquido

Ensaio de difusdo em meio sélido

Ensaio em meio liquido

BECKER et al., 2015.

Ensaio em meio liquido

Aeromonas
FLECHAS et al., 2019. Ensaio em meio liquido
Agrobacterium* BECKER et al., 2015. Ensaio em meio liquido
Alcaligenes MADISON et al., 2017. Ensaio de difusdo em meio sélido
BECKER et al., 2015.
Ensaio em meio liquido
Bacillus

FLECHAS et al., 2019.

Ensaio em meio liquido

Brevundimonas

FLECHAS et al., 2019.

Ensaio em meio liquido

Burkholderia

BELL et al., 2018

Ensaio em meio liquido

Chromobacterium*

AKINKUOTU, 2019.

Ensaio em meio liquido

Chryseobacterium

BECKER et al., 2015.

FLECHAS et al., 2012.

FLECHAS et al., 2019.

Ensaio em meio liquido

Ensaio de difusdo em meio sélido

Ensaio em meio liquido

Citrobacter

FLECHAS et al., 2019.

Ensaio em meio liquido




BECKER et al., 2015.

Ensaio em meio liquido

Comamonas FLECHAS et al, 2012. Ensaio de difusdo em meio sélido

FLECHAS et al., 2019. Ensaio em meio liquido

BECKER et al., 2015. Ensaio em meio liquido
Curtobacterium

FLECHAS et al., 2019. Ensaio em meio liquido

ABARCA etal., 2021. Ensaio em meio liquido
Enterobacter BECKER et al., 2015. Ensaio em meio liquido

FLECHAS et al., 2019. Ensaio em meio liquido
Flavobacterium BECKER et al., 2015. Ensaio em meio liquido
Herbaspirillum FLECHAS et al., 2019. Ensaio em meio liquido

ABARCA etal., 2021. Ensaio em meio liquido
Klebsiella DE LEON et al., 2020. Ensaio de difusdo em meio sélido

FLECHAS et al., 2019. Ensaio em meio liquido
Kurthia Atual estudo, primeiro relato. Ensaio de difusdo em meio sélido
Lysinibacillus MADISON et al., 2017. Ensaio de difusdo em meio solido

ABARCA etal., 2021. Ensaio em meio liquido
Microbacterium

BECKER et al., 2015. Ensaio em meio liquido
Ochrobactrum REBOLLAR et al., 2019 Ensaio em meio liquido

BLETZ et al., 2017. Ensaio em meio liquido
Pedobacter

HARRIS et al., 2006 Ensaio de difusdo em meio sélido
Pseudomonas BECKER et al., 2015. Ensaio em meio liquido

FLECHAS et al., 2012.

Ensaio de difusdo em meio sélido
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WOODHAMS et al., 2014.

Ensaio em meio liquido

Rhizobium ABARCA etal., 2021. Ensaio em meio liquido
BECKER et al., 2015. Ensaio em meio liquido
Serratia FLECHAS et al., 2019. Ensaio em meio liquido
WOODHAMS et al., 2014. Ensaio em meio liquido
ABARCA etal., 2021. Ensaio em meio liquido
Sphingobacterium
MADISON et al., 2017. Ensaio de difusdo em meio sélido
ABARCA etal., 2021. Ensaio em meio liquido
Staphylococcus BECKER et al., 2015. Ensaio em meio liquido
FLECHAS et al., 2019. Ensaio em meio liquido
BECKER et al., 2015.
Ensaio em meio liquido
FLECHAS et al., 2012.
Stenotrophomonas Ensaio de difusdo em meio solido
FLECHAS et al., 2019.
Ensaio em meio liquido
ABARCA etal., 2021. Ensaio em meio liquido
Streptomyces

HARRIS et al., 2006.

Ensaio de difusdo em meio sélido
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Fonte: Elaborado pelo autor. Os géneros seguidos de (*) apresentaram alta identidade com mais de um género, assim
nao sendo possivel a identifica¢do a nivel molecular.



