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1 - RESUMO GERAL

Na atividade aquicola, varios sdo os fatores que reduzem a viabilidade
econdmica dos empreendimentos, tais como os relacionados a nutricdo ou manejo.
Além desses, outro aspecto extremamente negativo ocorre devido a possiveis
infeccbes, principalmente por bactérias, entre estas as pertencentes aos géneros
Aeromonas e Pseudomonas merecem destaque. O presente trabalho teve como
objetivo identificar as principais espécies bacterianas causadoras de infec¢cdes em
pacama (Lophiosilurus alexandri), determinar seu perfil de sensibilidade em resposta
aos agentes antimicrobianos e verificar a habilidade dos isolados de Aeromonas
spp. na producao de biofilme. A identificacdo das bactérias foi realizada por testes
bioquimicos a partir de cultivo em meios seletivos de 177 isolados. A sensibilidade
dos isolados aos agentes antimicrobianos foi determinada pelo método de difusédo
em discos. Foram avaliadas as seguintes drogas antimicrobianas: acido nalidixico,
ampicilina, ceftriaxona, enrofloxacina, eritromicina, estreptomicina, lincomicina,
neomicina, nitrofurantoina, norfloxacina, sulfazotrim e tetraciclina. A producédo de
biofilme pelos isolados de Aeromonas spp. foi determinada por técnicas fenotipicas,
através do teste de Violeta de Genciana e DAPI, bem como por amplificacdo do
gene do flagelo lateral. Nas PCRs foram utilizados iniciadores desenhados
especificamente para o presente estudo. As espécies bacterianas identificadas foram
Aeromonas hydrophila (n = 47), A. media (n = 15), A. salmonicida (n = 27),
Acinetobacter spp. (n = 20), Enterobacter aerogenes (n = 12), E. agglomerans (n =
10), Klebsiella oxytoca (n = 9), K. pneumoniae (n = 5), Plesiomonas shigelloides (n =
6), Pseudomonas alcaligenes (n = 14), Shigella sonnei (n = 2), Vibrio metschnikovii
(n = 4) e V. parahaemolyticus (n = 6). Com relacdo ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos, foi observada sensibilidade menor do que 70% para as seguintes
drogas: acido nalidixico (55%), ampicilina (7%), eritromicina (45%), estreptomicina
(49%), lincomicina (3%), neomicina (32%), nitrofurantoina (60%), sulfazotrim (68%) e
tetraciclina (59%). A resisténcia a ampicilina foi esperada, dado o numero
representativo de isolados pertencentes ao género Aeromonas spp. No teste para
deteccédo de biofilme os resultados positivos foram obtidos em 48,14%, para a PCR
em 100% dos isolados de Aeromonas spp. para os testes de Violeta de Genciana e

DAPI. Os testes fenotipicos e molecular ndo apresentaram concordancia,
XIV



demonstrando a subjetividade dos testes fenotipicos e a provavel atuacdo de outros

genes sobre a formacéo de biofilme em Aeromonas.

Palavras-chave: Aeromonas, microbiota, sensibilidade a antimicrobiana, biofilme
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1.1 - ABSTRACT

In aquaculture, several factors reduce the economic viability, as such nutrition
and management. Besides, another negative factor is associated with bacterial
infections, especially from Aeromonas and Pseudomonas genus. The present study
had the purpose to identify the major bacterial species that infect pacamas
(Lophiosilurus alexandri), to determine its sensitivity in response to antimicrobial
drugs, as well as the ability of the Aeromonas spp. isolates in the biofilm production.
The bacterial identification was performed using the biochemical tests from selective
medium. The determination sensitivity pattern was performed by disc diffusion
method. We evaluated the following antimicrobial drugs: nalidixic acid, ampicillin,
ceftriaxone, enrofloxacin, erythromycin, streptomycin, lincomycin, neomycin,
nitrofurantoin, norfloxacin, sulfazothrim and tetracycline. The production of biofilm
from the Aeromonas spp. isolates was determined by using the phenoptypical
techniques, such as Gentian Violet and DAPI tests, as well as by using the PCR to
detect of lateral flagellum gene. The bacterial species identified were: Aeromonas
hydrophila (n = 47), A. media (n = 15), A. salmonicida (n = 27), Acinetobacter spp. (n
= 20), Enterobacter aerogenes (n = 12), E. agglomerans (n = 10), Klebsiella oxytoca
(n = 9), K. pneumoniae (n = 5), Plesiomonas shigelloides (n = 6), Pseudomonas
alcaligenes (n = 14), Shigella sonnei (n = 2), Vibrio metschnikovii (n = 4) e V.
parahaemolyticus (n = 6). In the antimicrobial sensitivity test, we observe lower
sensitivity than 70% to the following drugs: nalidixic acid (55%), ampicillin (7%),
erythromycin (45%), streptomycin (49%), lincomycin (3%), neomicyn (32%),
nitrofurantoin (60%) , sulfazothrim (68%) and tetracycline (59%). The resistance to
ampicillin was expected due to expressive number of Aeromonas spp isolates. In the
biofilm detection tests positive results were obtained to 48.14% for PCR test and
100% of Aeromonas spp. isolates for Gentian Violet and DAPI. The phenotypic and
molecular tests show no agreement, stressing the subjectivity of phenotypic tests and

the importance of other genes in biofilm formation from Aeromonas spp.

Key-words: Aeromonas, microbiota, antimicrobial sensitivity, biofilm

XVI



2 — INTRODUCAO GERAL

A piscicultura ganha cada vez mais destaque e importancia tanto no cenario
internacional, quanto nacional. No entanto, o cultivo de peixes possui custos com
racoes, instalacdes e caso a criacdo seja intensiva ha necessidade de méo de obra
com conhecimento técnico.

A espécie pacama (Lophiosilurus alexandri), originaria da bacia do S&o
Francisco (MARQUES et al., 2008), representa um dos peixes de maior interesse na
piscicultura local. E um animal carnivoro/piscivoro e vive junto aos substratos, sendo
por este motivo denominado peixe de fundo. No entanto, sabe-se pouco a respeito
do seu nicho ecolégico. Logo a importancia de estudos sobre esse animal, em
especial, para identificar a sua microbiota.

Uma importante fonte de prejuizos decorre devido as infeccoes,
principalmente aquelas ocasionadas por bactérias. Dentre o género Aeromonas
spp., a espécie Aeromonas hydrophila € a responsavel pela maior mortalidade de
peixes, principalmente nos cultivos intensivos e semi-intensivos. As infecgdes
causadas por Aeromonas spp. aumentam em situacdo de estresse ou manejo
inadequado, mesmo quando diminui a temperatura da agua onde sao cultivados os
peixes. Pseudomonas fluorescens, Vibrio anguillarum e Edwardsiella tarda sdo
classificadas como oportunistas (BARJA e ESTEVES, 1988). Estudos visando
caracterizar a microbiota com potencial ictiopatogénico ja foram realizados no Brasil
para espécies como Rhamdia quelen (SHAMA et al., 2000; COSTA et al., 2008)
Piractus mesopotamicus e Oreochromis niloticus (BELEM-COSTA et al., 2006), bem
como em comunidades de peixes do Rio Congonhas no Parana (SOUSA e SILVA-
SOUZA, 2001).

A resisténcia aos agentes antimicrobianos é um aspecto preocupante na
medicina humana e veterinaria. Em aquicultura o uso de antimicrobianos tem sido
um ponto de grande discussdo em virtude do potencial risco de transmissédo da
resisténcia entre bactérias no meio aquatico. Assim, as drogas podem ser utilizadas
em aquicultura e, porém este uso deve ser realizado com prudéncia.

A resisténcia as drogas antimicrobianas muitas vezes esta associada com a
presenca de biofilme. O biofilme ou slime é uma importante estrutura de crescimento

bacteriano, onde as bactérias se multiplicam em camadas, cobrindo superficies.
1



Essas estruturas sdo associadas com a grande resisténcia ao meio ambiente
desfavoravel, bem como as drogas antimicrobianas (KOZLOVA et al., 2008). No
biofilme também ¢é favorecida a troca de material genético, uma vez que este contém
DNA extracelular na sua composi¢cdo. Além disto, em se tratando de Aeromonas
spp., 0 biofilme tem sido muito Gtil em estratégias de vacinacdo viabilizando a
imunizacdo de muitos peixes ao mesmo tempo e evitando o estresse (NAYAK et al.,
2004).

Com este trabalho espera-se contribuir com o cultivo, caracterizacdo e
conservacdo do pacama, atualmente uma espécie ameacada, porém de interesse
comercial local, nacional e internacional. O objetivo do presente estudo foi
caracterizar a microbiota de pacama formada por Aeromonas spp., Acinetobacter
spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Plesiomonas shigelloides, Pseudomonas
spp. e Vibrio spp., determinar sua sensibilidade aos antimicrobianos e determinar a

habilidade de isolados de Aeromonas spp. na producao de biofilme.



3 - Referencial Teb6rico

3.1. A Piscicultura no Brasil

A piscicultura ganhou destaque no Brasil no inicio do século XX quando
ocorreu a intensificagdo da reproducédo de peixes em cativeiro e formulacdo de
racdes em escala industrial nos Estados Unidos da América (CASTAGNOLLI et. al,
2004). No Brasil, sua importancia econémica e social € notavel (VALENTI et. al,
2000), pois o pais tem uma das maiores diversidades de peixes do Planeta, assim
como espécies nativas com potencial para a piscicultura (CASTAGNOLLI, 1992). A
producdo moderna de peixes estd embasada em trés pilares: producao lucrativa,
preservacdo do meio ambiente e desenvolvimento social (CASTELLANI e
BARRELLA, 2005).

A aquicultura brasileira surgiu por volta de 1930, com Rodolpho Von lhering,
ao ficar maravilhado com as espécies nativas, ao observar nos rios Mogi Guacu e
Piracicaba, nos anos de 1928 e 1929 o fenbmeno da piracema. Naquela época,
observando a concentracdo dos peixes junto ao salto do rio Piracicaba e nas
corredeiras da Cachoeira de Emas, comecou a pensar na domesticagao de algumas
espécies mais nobres daqueles rios, como a piapara (Leporinus sp.), o curimbata,
(Prochilodus lineatus) e o dourado (Salminus maxillosus) lhering (1929) (Apud
CASTAGNOLLI, 2004).

3.2. O Cultivo do pacama (L. alexandri)

Dentre as espécies de agua doce, tanto nativas quanto exéticas, o pacama (L.
alexandri), cada vez mais desperta a atencédo dos criadores de peixes, seja para
atender restaurantes locais, ou com a finalidade de atender os criadores de peixes
ornamentais (LOPEZ e SAMPAIO, 2000)

O maior desafio para a producdo do pacama € o seu cultivo em cativeiro. Este
seria muito importante para atender a procura local, ou seja, 0 mercado consumidor
de Petrolina, cidades circunvizinhas e, simultaneamente conservar plantéis para
garantir e minimizar a retirada de exemplares do seu habitat natural, bem como fazer
0 repovoamento da bacia do S&o Francisco (LUZ e SANTOS, 2008).



No cultivo do pacama (L. alexandri) pode ocorrer perda de larvas, pois ha
canibalismo (LOPEZ e SAMPAIO, 2000), que com a elevacdo da densidade
populacional intensifica-se. O pacama difere de outras espécies como a tilapia, pois
formam nuvens para se defender dos seus predadores, isto faz com que as larvas
de pacamés néo fiquem isoladas e ndo desperdicem a energia que pode ser
convertida em crescimento (MEURER et al. 2010).

O pacaméd@ é uma espécie nativa da bacia do Sao Francisco, tem carne
saborosa e muito apreciada por ndo apresentar “espinhos” em forma de “y”, no
entanto, é de dificil cultivo. Trata-se de um animal carnivoro e piscivoro, na fase
larval n&o aceita o alimento artificial ofertado pelos criadores de peixes em cativeiros
(COSTA-NETO et al., 2002).

A alimentacdo do pacama@ em ambiente natural € exclusivamente de peixes,
sendo uma das espécies de peixe carnivoro brasileiro de importancia nas cadeias
alimentares aquatica por controlar a densidade das espécies de peixes herbivoros,
ou detritivoros (ALVIM e PERET, 2004). No cultivo de peixes carnivoros a
elaboracdo de dietas € um entrave. Em criacdo de espécies do Sao Francisco a
racado confeccionada para juvenis de surubim (Pseudoplatystoma coruscans) teve
um percentual de 52% de farinha de peixe e de proteina bruta foi de 40%
(GONCALVES e CARNEIRO, 2003; PEDREIRA et al., 2008). A recomendacédo de
proteina da (National Research Council - NRC, 1993) para tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) é de 30% no minimo em dietas para juvenis. Uma ragao a
base de soja podera substituir parcialmente a proteina de origem animal. Em
nutricdo de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi adicionado 42% de farelo de
soja (MEURER et al.,, 2005; MEURER et al.,, 2008). A alimentacdo viva pode
representar o melhor desempenho no crescimento de alevinos do pacama
(Lophiosilurus alexandri), (MEURER et al., 2010) ofertando pés-larvas de tilapia do
Nilo (O. niloticus) entre 30% e 60% do peso vivo dos animais encontraram o melhor

desempenho para alevinos de pacama.

3.3. Doencas causadas por bactérias em organismos aquaticos

Quando se trata da atividade aquicola em sistema intensivo 0 avanco das
doencas, em especial as bacterianas sao maiores (LEMOS et al., 2006). O género



Aeromonas spp. € descrito como 0 mais patogénico, causando Sérios prejuizos nos
cultivos de peixes de agua doce (NAM e JOH, 2007). Segundo HALLIMAN (1993) as
infeccdes causadas por Aeromonas spp. representam perdas econémicas em nivel
mundial.

Sado comuns as doencas em peixes provocadas por bactérias com
apresentacdo de lesdes externas hemorragicas e lesées em 6rgaos internos em
especial as ocasionadas por Aeromonas hydrophila (ADANIR e TURUTOGLU 2007).
A. hydrophila possui genes capazes de produzir aerolisina e hemolisina WANG et al.
(2003) detectaram esses genes e caracterizaram como sendo capazes de produzir
processos citoliticos e hemoliticos em animais de laboratorio.

Peixes infectados por A. hydrophila possuem uma maior suscetibilidade para
outros agentes infecciosos entre estes muitos grupos bacterianos (HIRSCH et al.,
2006). KOZINSKA et al. (2002) encontraram lesfes intensas externa e internamente
com ascite na cavidade peritoneal e presenca de hemorragia renal e hepatica e
mortalidade de 100% dos animais em experimento com carpa comum (Cyprinus
carpio) infectadas por Aeromonas spp.

BOIJINK et al. (2001) ao inocular Plesiomonas shigelloides em Jundias
(Rhamdia quelen) verificaram ao final do estudo, a presenca de A. hydrophila,
Acinetobacter spp. Pseudomonas spp. Estas bactérias podem atuar como
oportunistas e provocar diversas infeccbes em animais aquaticos sendo
responsaveis por enormes prejuizos para os aquicultores. Em um experimento
semelhante BOIJINK e BANDAO (2001), BOIJINK e BANDAO (2004) ao inocular A.
hydrophila na mesma espécie de peixe, observaram apos 24 horas 100% de
mortalidade dos animais em estudo, caracterizando a A. hydrophila como uma
espécie de elevada viruléncia.

Os géneros Aeromonas e Pseudomonas classicamente sdo conhecidos como
taxons a agrupar o maior numero de espécies denominadas de patdégenos
oportunistas (SAAVEDRA et al., 2004). Em 2004 e 2005 HEWLETT et al. (2009)
observaram uma ligacdo da mortalidade de peixes de agua doce acometidas por
patdgenos oportunistas, em particular por espécies de bactérias isoladas em
ambientes de recreacao no Reino Unido.

Em um estudo com aguas e peixes retirados do rio Congonhas no Parana
foram isoladas Aeromonas spp. e Pseudomonas spp (SOUSA e SILVA-SOUZA,



2001). Em animais cultivados em oito tilapiculturas localizadas na regido do Alto
Grande, Minas Gerais foram isoladas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
Aeromonas jandaei, A. hydrophila, A. trota, A. caviae, A. eucrenophila, A. veronii bt
veronii e A. schubertii (HIRSCH et al., 2006). Em jundids (Rhamdia quelen), (SHAMA
et al. 2000) isolaram diversos microrganismos de lesdes externas e rins, sendo estes
Plesiomonas shigelloides, Aeromonas spp. e Flavobacterium sp. as mais frequentes.

Durante muito tempo acreditou-se que a Aeromonas salmonicida infectava
apenas salmdes (SCHUBERT, 1987). Mas, estudos recentes demonstraram a
contaminacdo de cerca de cingqlenta espécies de peixes infectadas por essa
bactéria. Segundo KIRKAN et al. (2003) em um estudo realizado na Turquia
detectou-se que a alta resisténcia dessa espécie aos antibioticos, seguia uma
caracteristica mundial.

Além das elevadas densidades de peixes em cativeiro, outro fator que pode
aumentar a suscetibilidade dos animais é a diminui¢cdo nos valores nutricionais, entre
eles a caréncia vitaminica MARTINS et al. (2008) detectaram que a alta viruléncia
provocada por espécies de Aeromonas spp. tinha uma relagdo com a caréncia de
vitamina C. Peixes sob manejo inadequado podem entrar em estresse, 0 que pode
causar uma queda da imunidade conduzindo a um aumento de doencas. Infec¢des
provocadas principalmente por A. hydrophila quando os peixes passaram por
tratamentos inadequados ja foram detectadas (YOGANANTH et al., 2009).

3.4. Potencial ictiozoond6tico

Outro aspecto importante a ser destacado € o potencial patogénico do género
Aeromonas nos seres humanos. Estudos realizados na Libia (ABDULLAH et al.,
2003) identificaram varias espécies de Aeromonas, principalmente Aeromonas
veronii e A. caviae. Diferentes infeccbes sdo provocadas por Aeromonas spp.
principalmente as septicemias. Assim, bactérias deste género sdo denominadas
patdgenos oportunistas de humanos (ABULHAMD, 2009). Aeromonas hydrophila &
classificada como a espécie de prevaléncia e viruléncia para peixes e, tem sido
estudada em casos de infeccbes em humanos. Um trabalho realizado nos Estados
Unidos da América revelou que varios casos de diarréia em pacientes estavam

relacionados a presenca dessa espécie (BORCHARDT et al., 2003). As bactérias de



animais aquaticos podem ter como via de transmissdo para humanos alimentos
derivados de pescados (COSTA et al., 2008). YAGOUB (2009) verificou que no
Japéo peixes consumidos in natura provocaram por diferentes espécies de bactérias
da familia Enterobacteriaceae e do género Pseudomonas spp. Portanto outras
bactérias de peixes sao responsaveis por infeccdes em consumidores de pescados,
representando uma preocupag¢do com a ictozoonose, que devera ser estudada e

controlada para impedir prejuizos para a saude e para a economia aquicola.

3.5. Resisténcia bacteriana

O desenvolvimento de bactérias em ambientes aquaticos pode levar a
disseminacdo de genes de resisténcia (CABELLO, 2006). MESSI et al. (2005)
encontraram resisténcia a varios antibioticos por Pseudomonas spp. Dentro deste
género ha espécies encontradas em ambientes terrestres e aquaticos, como,
exemplo P. aeruginosa. MAIA et al. (2009) isolaram de pescados e cortes e, de
miudos de frangos e verificaram que essa espécie apresentava elevada resisténcia
aos antibioticos.

MANIATI et al. (2005) em um estudo com Aeromonas isoladas de peixes,
verificaram que 89% dos isolados mostraram resisténcia a ampicilina incluindo as
espécies Aeromonas hydrophila e A. veronii bv sobria que foram as mais
resistentes. Este resultado é interessante devido a resisténcia natural das
Aeromonas spp. aos beta-lactamicos (SAAVEDRA et al., 2004). Aeromonas spp.
apresentou altos niveis de resisténcia as drogas em um estudo realizado por HATHA
et al. (2005) onde a maior resisténcia foi para a ampicilina (100%) com as espécies
Aeromonas hydrophila, A. sobria e A. caviae.

O emprego de drogas em larga escala tanto para fins profilatico quanto
terapéutico tem provocado a selecdo de populacbes bacterianas resistentes aos
antibioticos (SARTER et al.,, 2007). A resisténcia a diferentes antibiéticos foi
detectada em peixes marinhos e de agua doce, causando preocupacdo tanto na
medicina humana como veterinaria, tendo em vista as doencas causadas em
humanos e animais domeésticos por bactérias multi-resistentes (BLACKBURN et al.,
2010).

Na tentativa de curar ou controlar as doencas de peixes, 0s piscicultores vém



utilizando drogas néo autorizadas legislativamente. Dos antimicrobianos que tém
sido usados nos cultivos de peixes a enrofloxacina € utilizada sem permisséo.

O emprego de antibiéticos é uma poderosa arma contra as infeccbes
bacterianas em humanos e animais aquaticos. Por outro lado, o uso indiscriminado
pode provocar toxidade para o homem e animais (CHYTHANYA et al., 1999). Os
alimentos de origem animal é o principal mecanismo de transferéncia de bactérias
resistentes selecionadas durante a criacdo de animais em cativeiros (LIMA et al.,
2006; HOWGATE, 1998). ANDRADE et al. (2010) verificaram que em isolados de
outros animais aquaticos a enrofloxacina apresentou-se como uma droga eficaz,
sendo Estreptococcus spp. 0 género mais sensivel e Pseudomonas spp. 0 mais
resistente No entanto, o emprego sem critérios da enrofloxacina podera selecionar
cepas de bactérias resistentes e comprometer a saude de organismos aquaticos e
humanos.

A resisténcia bacteriana aos farmacos € estudada em diferentes paises. A
identificacdo de resisténcia tem preocupado criadores de animais aquaticos, assim
como os consumidores de produtos derivados de pescados. LIMA et al. (2006) ao
testarem diferentes antibidticos, detectaram resisténcia principalmente para
ampicilina, eritromicina e tetraciclina em bactérias isoladas de filé de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) criadas em diferentes ambientes. Talvez uma alternativa
fosse o emprego de terapias com extratos de plantas. Um estudo realizado por
TURKER et al. (2009) detectou uma diminuicdo da resisténcia das principais
espécies de bactérias causadoras de doencas em peixes quando foram expostas
aos extratos de plantas. Outra alternativa adotada pelos piscicultores tem sido a
utilizacdo de vacinas, como alternativa aos antibidticos, porém as aplicacdes por
inoculacdo ndo sao faceis. Além de lenta, exigem pessoas treinadas muitas vezes
nao disponiveis aos criadores de peixes. Existem algumas vacinas em uso contra
espécies de patdgenos mais virulentos (OSMAN et al., 2009). ABDEL-HADI et al.
(2009) aplicaram em um hibrido de Oreochromis niloticus x O. mossambicus duas
vacinas, uma contra a Aeromonas hydrophila e a outra contra a Pseudomonas
putida conseguindo imunizar os animais neste estudo em questao.

Ao analisar agua mineral engarrafada MESSI et al. (2005) descobriram que a
contaminacao por bactérias foi significativa, principalmente por Pseudomonas spp.

com maior resisténcia a clorofenicol, seguido pela ampicilina e sulfametazina. Em



um estudo envolvendo plasmidios SENGELOV e SORENSEN (1998) verificaram
resisténcia das espécies Pseudomonas fluorescens e P. putida para os antibioticos

rifamicina e acido nalidixico.

3.6. Formacéo de biofilmes em Aeromonas spp.

Biofilmes s&o estruturas de protecdo formadas pelas bactérias com
organizacdo de colbnias vivas. Sado compostas por alguns aclUcares e outras
moléculas bioldgicas e, principalmente por células bacterianas mortas (TIBA et al.,
2009).

A formacéo de biofilme apresenta um alto nivel de organizacdo, onde as
bactérias apresentam-se de forma estruturada e coordenada, as comunidades
garantem o estabelecimento de um sistema de comunicagdo que coordena
atividades metabdlicas para beneficio mituo e também a producédo de fatores de
viruléncia para facilitar a instalagdo no hospedeiro (O"TOOLE et al., 2000).

As bactérias tém capacidade de formar biofilmes por adesdo aos meios nos
quais sao cultivadas. Em estudos realizados por MERINO et al. (2003) foi
descoberto um flagelo lateral em Aeromonas spp. como fator de viruléncia pela
capacidade de adesdo as células eucariéticas e formacdo de biofilme. Com o
emprego de plasmidios foi possivel detectar em Aeromonas salmonicida a
capacidade ou habilidade dessa espécie causar patogenicidade em peixes
salmonideos. Ainda nesse estudo observou-se motilidade similar para Shigella spp.
guando comparada com a espécie A. salmonicida.

Estudando a producgéo de biofilme em Aeromonas hydrophila CANALS et al.
(2006) descobriram que a formacao do flagelo lateral pela A. hydrophila AH-3 estava
associada a varios genes. Pelo menos nove genes relacionados a producdo de
flagelo lateral (laf A a U) ja foram identificados e caracterizados em A. hydrophila
(GAVIN et al., 2002).

Biofilmes tém sido usados como um método para imunizacdo de peixes. A
vacinacao € feita por via oral através de antigenos adicionados na alimentacdo dos
peixes. Pelo método tradicional a resposta imunoldgica dos animais € baixa, pois
ocorre perda dos antigenos na agua. Os animais podem responder de forma
negativa ao método tradicional de vacinacdo por causa do estresse durante a



vacinacdo (NAYAK et. al., 2004), enquanto com essa técnica existe reducdo
consideravel do estresse. Em um estudo realizado na india com “catfish” (Clarias
batrachus) foi verificado que os peixes que nao receberam a vacina (grupo controle)
a taxa de sobrevivéncia foi de 24% a 35%, enquanto que, no grupo vacinado com
células livres a sobrevivéncia foi de 46% a 56% e no grupo onde foi utilizado o
biofilme a sobrevivéncia foi de 93% a 100%. Assim, o uso de biofilme como uma
medida preventiva podera ser utilizada no controle de doencas provocadas por
bactérias (NAYAK et al., 2004).

KIROV et al. (2004), estudando Aeromonas hydrophila, identificaram uma
grande adesdo dessa espécie a diferentes tipos de células com a formacdo de
biofilme. Nesse mesmo estudo foi verificada a formacéo de flagelo polar, porém com
uma frequéncia inferior aos valores observados para o flagelo lateral. A adeséo de
ambos os flagelos foi detectada em células epiteliais do intestino humano.

A formacao de biofilme pode oferecer a bactéria condicbes de se desenvolver
em diferentes nichos, por exemplo, infectar peixes, anfibios, répteis, moluscos e
humanos. Nesses diferentes hospedeiros, por exemplo, a Aeromonas hydrophila
pode sofrer mutacdes e consequentemente aumentar sua viruléncia KOZLOVA et al.
(2008) observaram que A. hydrophila formou biofilme “in vitro” e desenvolveu
mutacé&o tornando-se mais virulentas.

A formacdo e presenca de biofiime podem ser avaliadas por diversos
métodos, que podem ser de cunho fenotipico baseado em coloracdo como a violeta
de genciana e de fluorescéncia emitida pelo DAPI e, existem também os métodos
baseados em DNA como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), técnica que
permite a amplificacdo com posterior visualizagdo de genes especificos relacionados
producdo de biofilme. A PCR é o método de estudo mais confidvel por ndo ser

subjetivo.
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Artigo 4.1

Microbiota bacteriana com potencial patogénico para pacama (Lophiosilurus
alexandri) e seu perfil de sensibilidade a agentes antimicrobianos
Francisco Gilvan Bezerra dos Santos, Gisele Veneroni Gouveia, Mateus Matiuzzi da

Costa

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi identificar fenotipicamente bactérias com
potencial patogénico para pacama (Lophiosilurus alexandri). Amostras de branquias
(n=92), rins (n=65), lesGes externas (n=9) e ovas (n=11) foram semeadas em agar
TSA. Aidentificacdo das bactérias foi realizada utilizando o perfil bioquimico, sendo o
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos determinado pelo método de difusdo em
disco. Através dos testes bioquimicos as espécies identificadas foram Aeromonas
hydrophila (n = 47/177), A. salmonicida (n = 27/177), Acinetobacter spp. (n =
20/177), A. media (n = 15/177), Pseudomonas alcaligenes (n = 14/177),
Enterobacter aerogenes (n = 13/177), Klebsiella oxytoca (n = 9/177), E. agglomerans
(n = 9/177), Plesiomonas shigelloides (n = 6/177), Vibrio parahaemolyticus (n =
6/177), K. pneumoniae (n = 5/177), Vibrio metschnikovii (n = 4/177) e Shigella sonnei
(n = 2/177). Com relagcdo ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foram
caracterizados de: 85%/177 norfloxacina, 79%/177 ceftriaxona, 78%/177
enrofloxacina, 68%/177 sulfazotrim, 60%/177 nitrofurantoina, 59%/177 tetraciclina,
55%/177 acido nalidixico, estreptomicina 49%/177, eritromicina 45%/177, neomicina
32%/177, ampicilina 7%/177 e lincomicina 3%/177. A resisténcia multipla foi
observada para todos os grupos testados. Tendo em vista a ocorréncia de bactérias
com potencial patogénico para pacama e sua elevada resisténcia as drogas, deve-se
usar de grande critério quando da implementacdo de antimicrobianoterapia. Desta
forma pode-se garantir a seguranca da saude humana e animal, bem como proteger

0 meio ambiente.

Palavras-chave: Aeromonas spp., Pseudomonas spp. sensibilidade antimicrobiana,

microbiota
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ARTICLE 1

Bacterial microbiota with pathogenic potential to pacama (Lophiosilurus alexandri)
and its sensitivity pattern to antimicrobial drugs
Francisco Gilvan Bezerra dos Santos, Gisele Veneroni Gouveia, Mateus Matiuzzi da

Costa

ABSTRACT

The purpose of this study was to identify by phenotypic test bacteria with
pathogenic potential to pacama (Lophiosilurus alexandri). Samples from gills (n=92),
kidneys (n=65), external lesions (n=9) and eggs (n=11) were streaked in TSA agar.
The bacterial identification was performed by using the biochemical tests and the
sensitivity pattern by using the disc diffusion test. The bacterial species identified
through biochemical analysis were Aeromonas hydrophila (n = 47/177), A.
salmonicida (n = 27/177), Acinetobacter spp. (n = 20/177), A. media (n = 15/177),
Pseudomonas alcaligenes (n = 14/177), Enterobacter aerogenes (n = 13/177),
Klebsiella oxytoca (n = 9/177), E. agglomerans (n = 9/177), Plesiomonas shigelloides
(n = 6/177), Vibrio parahaemolyticus (n = 6/177), K. pneumoniae (n = 5/177), Vibrio
metschnikovii (n = 4/177) e Shigella sonnei (n = 2/177). The percentage of sensitivity
to antimicrobial drugs was 85%/177 to norfloxacin, 79%/177 to ceftriaxone, 78%/177
to enrofloxacin, 68%/177 to sulfazothrim, 60%/177 to nitrofurantoin 59%/177 to
tetracycline, 55%/177 to nalidixic acid, 49%/177 to streptomycin, 45%/177 to
erythromycin, 32%/177 to neomycin, 7%/177 to ampicillin and 3%/177 to lincomycin.
Multiple resistances were observed to all analyzed isolates. Considering the
occurrence of pathogenic bacteria and its resistance to antimicrobial drugs, safety
may be adopted during antimicrobialtherapy. So we can guarantee the protection of

human and animal health, as well as the environment.

Key-words: Aeromonas spp., Pseudomonas spp., antimicrobial sensitivity, microbiota
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INTRODUCAO

A piscicultura vem conquistando cada vez mais destaque e importancia tanto no
cenario nacional quanto internacional (CASTAGNOLLI et al., 2004). No entanto,
gastos com o cultivo de peixes, custos excessivos com racOes, instalagbes e
necessidade de mé&o de obra com conhecimento técnico sdo necessarios. Outro
empecilho ocorre devido as infeccdes, principalmente aquelas ocasionadas por
bactérias (COSTA et al., 2008).

A espécie pacama (Lophiosilurus alexandri), originaria da bacia do S&o
Francisco, representa um dos peixes de maior interesse na piscicultura brasileira em
especial no Sub-Médio do Rio S&o Francisco (LOPEZ e SAMPAIO, 2000).

Os ambientes aquaticos sdo 0s mais expostos a presenca de patdgenos, por se
tratarem de locais visitados pelas mais diferentes espécies de animais e ainda por
contarem com a possibilidade de transporte de muitos agentes etiologicos deixados
no solo e levados durante as estacfes chuvosas. Conseglentemente animais
aquaticos, em especial peixes representam a maior exposicao aos microrganismos
(BOWJINK et al., 2001).

A presenca de organismos contagiosos em seu habitat pode fazer com que os
peixes apresentem uma microbiota variada. Todavia com as alteracbes ambientais
e/ou comportamentais, como por exemplo, criacdo intensiva com elevada densidade
de animais por metro cubico, queda de valores nutricionais dos alimentos, manejo
inadequado conduzindo os animais ao estresse, mudancas bruscas da temperatura,
excesso de residuos metabdlicos, podem interferir na imunidade dos peixes,
provocando quadros de infec¢des causadas por bactérias oportunistas (LIMA et al.,
2006).

Alta densidade animal caracteriza-se como um fator predisponente as infec¢des
bacterianas, dentre elas, as causadas por Aeromonas spp., bactérias que tém
causado enormes prejuizos para os criadores de peixes pelas infec¢des provocadas,
principalmente por Aeromonas hydrophila (ABULHAMD, 2009). Esse género tem
apresentando alta resisténcia as drogas mais usadas na piscicultura (BELEM-
COSTA e CYRINO, 2006; SARTER et al., 2007). O uso frequente e indiscriminado
de agentes terapéuticos tem contribuido de forma relevante para o surgimento da
resisténcia a oxitetraciclina, amoxicilina, ampicilina, novobiocim e polimixin-B
(SAAVEDRA et al., 2004; HATHA, 2005).
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As Aeromonas podem conduzir a diarréia, gastrenterites, septicemias
infecciosas ou infeccdes tais como endocardites, meningites e pneumonia
(BALCAZAR et al., 2007). S&o capazes de produzir uma variedade de enzimas, por
exemplo, elastase, amilase, nuclease, lipase, protease, gelatinase e lecitinase, que
constituem importantes fatores de viruléncia associados a enfermidades em peixes e
humanos (OROZOVA et al., 2008; KOZINSKA e PEKALA, 2010). Este estudo teve
como objetivo identificar a microbiota do pacama (Lophiosilurus alexandri) e, verificar

o seu perfil de sensibilidade as drogas antimicrobianas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia
Animal da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco do Colegiado de
Zootecnia no Campus de Ciéncias Agrarias. O periodo de isolamento ocorreu entre
dezembro de 2009 e fevereiro de 2010. Foram utilizados 100 juvenis de pacama
(Lophiosilurus alexandri), doentes, que vieram a Obito nas instalacées de reproducao
da Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Parnaiba e do S&o Francisco -
CODEVASF. Ovas (de quinze desovas) também foram utilizadas no estudo. Os
animais foram criados em tanques com agua vinda diretamente do sistema de
abastecimento. Nao havia tratamento, aeracédo ou a recirculacdo de agua de forma

gue ocorresse influéncia nos resultados da pesquisa.

Isolamento e identificacao

As amostras retiradas de branquias, rins, lesées e ovas foram semeadas em
meio de cultura TSA (Tryptone Soya Agar) e incubadas a 27°C por 24 horas. A
identificacdo da microbiota bacteriana foi realizada por caracteristicas morfoldgicas,
bioquimicas e tintoriais conforme descrito por QUINN et al. (1994) e HOLT et al.
(1994). Foram utilizadas a coloracdo de Gram e os testes bioquimicos, tais como a
producdo de oxidase, o padrdao fermentativo e a producdo de gas e H,S no TSI
(Triple Sugar Iron Agar), oxidacédo-fermetacdo da glicose em GOF, perfil bioquimico
no meio SIM, fermentagdo da sacarose, redugdo de nitrato, vermelho de metila,
producéo da esculetina, hidrolise da gelatina e descarboxilagéo da ornitina.
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Teste de sensibilidade

O teste de sensibilidade foi realizado pelo método modificado de difusdo em
disco Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966 e CLSI 2007) com turvagdo microbiana na
escala 0,5 de Mac Farland em caldo Mueller Hinton. As amostras foram transferidas
com auxilio de swab estéril para placas contendo &gar Mdueller Hinton, nesta
aplicaram-se discos contendo as seguintes drogas aminoglicosideos: estreptomicina
(10ug), lincomicina (02upg), neomicina (30ug); betalactamicos: ampicilina (10ug),
ceftriaxona (30pg); macrolideos: eritromicina (10ug); nitrofurantoina: nitrofurantoina
(30ug); quinolonas: &cido nalidixico (30ug), enrofloxacina (05ug), norfloxacina
(10uQ); tetraciclinas: tetraciclina (30ug) e sulfazotrim (25ug). As placas formam
incubadas em estufa a 27°C durante 24horas. O indice de resisténcia multipla aos
antimicrobianos (IRMA) foi calculado de acordo com descricbes proposta por
KRUPERMAN (1983).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolamento bacteriano foi possivel a partir das amostras de branquias:
(n=92/177), rins (n=65/177), ovas (n=11/177) e lesdes externas (n=9/177), dos
animais enfermos que vieram a O6bito. O maior isolamento de bactérias das
branquias dos pacamas indica a grande distribuicdo ambiental dos microrganismos
no ambiente aquatico e na superficie dos peixes. Os rins sdo considerados
importantes 6rgaos de clearance bacteriano em peixes e geralmente sdo utilizados
para indicar infeccdo (GUZMAN e SHOTTS, 1988; AUSTIN e AUSTIN, 1999). Em
um experimento realizado no Sul do Brasil SHAMA et al. (2000) isolaram com a
maior freqiiéncia microrganismos nos rins, do que de lesBes externas em jundias
(Rhamdia quelen).

As espécies de bactérias identificadas fenotipicamente podem ser
observadas na (Tabela 1), destacando a presenca dos seguintes microrganismos:
Aeromonas hydrophila (n = 47/177), A. salmonicida (n = 27/177), Acinetobacter spp.
(n = 20/177), A. media (n = 15/177), Pseudomonas alcaligenes (n = 14/177),

Enterobacter aerogenes (n = 13/177), Klebsiella oxytoca (n = 9/177), E. agglomerans
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(n = 9/177), Plesiomonas shigelloides (n = 6/177), Vibrio parahaemolyticus (n =
6/177), K. pneumoniae (n = 5/177), Vibrio metschnikovii (n = 4/177) e Shigella sonnei
(n=2/177).

Neste estudo prevaleceram bactérias pertencentes as familias
Aeromonadaceae e Enterobacteriaceae. Deste grupo h4 um grande numero de
espécies consideradas como povoadoras de reservatorios aquaticos. Em um
experimento realizado por CARNEIRO et al. (2007), com tilapia do Nilo doentes
foram isoladas 25% das amostras pertencentes as familias Aeromonadaceae e
Enterobacteriaceae. No presente estudo os resultados corroboram os da literatura e
demonstram o potencial patogénico das bactérias isoladas do pacama (L. alexandri).
As enterobactérias sdo descritas como tendo potencial patogénico oportunista em
peixes, a despeito de sua ampla disseminacdo no ambiente aquatico (NEWAJ-
FYZUL et al., 2008). Excecédo deve ser feita a certos grupos especificos, tais como P.
shigelloides, Edwardsiella tarda e Yersinia ruckeri (SHAMA et al., 2000). Neste
estudo este fato pode ser justificado devido a maior parte das enterobactérias (52%)
terem sido isolados das branquias.

Tabela 1. Bactérias identificadas em pacamas (Lophiosilurus alexandri)

Espécie-Género Local do Isolamento Total %

Branquia Rim Lesdo Ovas

Aeromonas hydrophila 28 15 4 a7 26,55
Aeromonas salmonicida 17 10 27 15,25
Aeromonas media 9 6 15 8,47
Acinetobacter spp. 8 6 6 20 11,3
Enterobacter spp. 7 10 2 3 22 12,43
Klebsiella spp. 6 7 1 14 7,9
Plesiomonas shigelloides 5 1 6 3,4
Pseudomonas spp. 5 5 3 1 14 7,9
Shigella spp. 2 2 1,13
Vibrio spp. 5 5 10 5,65
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Das bactérias identificadas 50,27% pertenciam ao género Aeromonas e desse
género 52,80% a espécie Aeromonas hydrophila, concordando com estudos
realizados por outros pesquisadores que encontraram freqiéncias semelhantes
(HIRSCH et al., 2006; NAM e JOH, 2007; LIMA et al., 2006 JACOBS et al., 2007;
JACOBS e CHENIA, 2007 e SILVA et al., 2010). A espécie Aeromonas hydrophila é a
mais comum do género Aeromonas (CIPRIANO, 2001; MIRANDA e ZEMELMAN
2002). No trabalho desenvolvido por SHAMA et al. (2000), Aeromonas spp. foi
isolada em 6% das amostras de rins e de lesGes externas de jundias, sendo que no
mesmo estudo os isolados mais prevalentes foram de Plesiomonas shigelloides.
Embora, a maioria das bactérias isoladas no presente estudo pertenca ao género
Aeromonas, variacdes na prevaléncia das espécies podem ser observadas em
diferentes estudos e isto pode ser explicado por diferencas no meio ambiente de
criacdo dos peixes. As Aeromonas sdo capazes de produzir varias enzimas, por
exemplo, elastase, amilase, nuclease, lipase, protease, gelatinase e lecitinase,
essas enzimas sao denominadas como fatores de viruléncia e causam doencas em
peixes e humanos (SEN e RODGERS, 2004; OROZOVA et al., 2008 e KOZINSKA e
PEKALA, 2010). Cepas de Aeromonas sdo capazes de produzir mecanismos de
viruléncia e tornarem-se invasivas e destruir diferentes tipos de tecidos de peixes,
como, por exemplo, cepas de Aeromonas salmonicida (MAILAFIA e NOK, 2009;
JUTFELT et al., 2008; ABEROUM e JOOYANDEH, 2010).

Aeromonas sao bactérias capazes de infectar tanto animais ectotérmicos
guanto animais endotérmicos, logo sédo parasitas de animais de sangue frio e de
sangue quente, que podem causar doencas também em humanos (ABEROUM e
JOOYANDEH, 2010). Diversos estudos mostram a participacdo destas bactérias em
diarréias, gastroenterites, septicemias, endocardites e meningites em pacientes
humanos (GUERRA et al., 2007; PEREIRA et al., 2008; MOLINARI et al., 2003).

O numero de isolados de Pseudomonas spp. ndo foi tdo expressivo, em
relacdo ao descrito na literatura (NEWAJ-FYZUL et al., 2008). Entretanto estas
bactérias sdo importantes patdégenos de organismos aquéticos e merecem atencao,
particularmente pela crescente resisténcia a agentes antimicrobianos (OBRITSCH et
al., 2004). Aléem disso, essa bactéria pode ser associada a intoxicacdes alimentares
particularmente apds o consumo de carne de peixe crua, o que foi descrito no Japao
(YAGOUB, 2009).
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Neste estudo a porcentagem de Vibrio spp. isolados foi baixa, este resultado
pode ser explicado pela dificuldade no isolamento e cultivo de espécies desse
género (BALCAZAR et al., 2010). AKINBOWALE et al. (2006) ao avaliar peixes e
crustdceos descreveram o predominio de bactérias dos géneros Vibrio spp. e
Aeromonas spp.. Espécies do género Vibrio spp. sdo capazes de causar doencas
em humanos, que podem ser encontradas em alimentos, e principalmente na agua,
também podendo ser isolados de organismos marinhos (WARD e BEJ, 2006). Na
Turquia foram isoladas cepas de Vibrio infectando peixes, que sao capazes de
provocar danos para a saude dos animais em criadouros (DEMIRCAN e CANDAN,
2006). PEREIRA et al. (2007) isolaram Vibrio de mexilhdes (Perna perna) e
verificaram que cerca de 11% das amostras foram de Vibrio parahaemolyticus.

A presenca de Plesiomonas shigelloides foi observada em apenas 3% do total
de amostras isoladas neste estudo, mas em experimentos realizados em outros
ambientes com condigOes distintas este microrganismo foi isolado em 12%
(ESPOSTO et al., 2007). O potencial patogénico de P. shigelloides foi descrito em
varios estudos (BOIJINK et al., 2001; TSUGAWA et al., 2007).
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Figura 1. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de isolados de pacama
(Lophiosilurus alexandri)

O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos pode ser observado na Figura 1.
Alta sensibilidade foi observada para norfloxacina e enrofloxacina, duas quinolonas.
Os resultados foram semelhantes aos obtidos por outros pesquisadores (SOUSA e

SILVA-SOUZA, 2001; HATHA et al., 2005; AKINBOALE et al., 2006; COSTA et al.,
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2008). Contudo diferem dos relatados por AIRAS et al. (2010), embora estes autores
tenham trabalhado com amostras de Aeromonas spp. selecionadas de diarréia em
humanos. Em peixes GIRAUD et al. (2004) e SMITH et al. (2010), afirmam que as
quinolonas sdo drogas de grande utilizacdo no combate a furunculose e outras
infeccbes ocasionadas por Aeromonas spp.

Neste estudo a sensibilidade a tetraciclina e ao sulfazotrim foi considerada
moderada (Tabela 1). Estas drogas possuem grande potencial de uso na
aguicultura, sendo recomendadas para o tratamento de diversas infec¢cdes em peixe,
tais como as vibrioses e a furunculose (SMITH et al., 2010). A ocorréncia de
Aeromonas hydrophila resistente a tetraciclina foi descrita em uma pesquisa feita
com carpa (Misgurnus anguillicaudatus) na Coréia (JUN et al., 2010) e no Brasil
(CARNEIRO et al., 2007). Da mesma forma, a sensibilidade aos aminoglicosideos
também foi considerada moderada para a mesma espécie, contudo drogas deste
grupo possuem pouco uso em aquicultura (JUN et al., 2010).

Com relacdo aos beta-lactamicos, alta sensibilidade foi observada a
ceftriaxona (79%), enquanto que baixa sensibilidade foi obtida frente a ampicilina
(7%) e lincomicina (3%). A resisténcia aos beta-lactamicos é crescente em isolados
de peixes (SAAVEDRA et al., 2004; COSTA et al.,, 2008; FRANCO et al., 2010).
Caso particular se faz em relacdo a ampicilina, cuja resisténcia é descrita como
intrinseca para isolados de Aeromonas spp. (SAAVEDRA et al., 2004). A baixa
sensibilidade das bactérias avaliadas a ampicilina pode estar associada a alta
frequéncia de bactérias do género Aeromonas. Nestas bactérias a resisténcia aos
beta-lactamicos esta associada a producdo de enzimas beta-lactamases (IACONIS
e SANDERS, 1990). Em estudo de FRANCO et al. (2010), avaliando isolados de
camarbes (Litopenaeus vannamei) encontraram resisténcia a ampicilina e
lincomicina préximo da resisténcia observada neste estudo. COSTA et al. (2008)
detectaram elevado nivel de resisténcia a ampicilina para bactérias isoladas de
jundias (Rhamdia quelen) cultivados em Santa Maria-RS, Brasil. Vibrio spp.
resistente a ampicilina em isolados de robalos (Dicentrarchus labrax) cultivados na
piscicultura da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Vila Real, Portugal em
uma pesquisa realizada por SAAVEDRA et al. (2004).

Quando verificada a resisténcia multipla aos antimicrobianos de acordo com o

grupo de bactérias analisadas (Tabela 2) observa-se que este foi maior para as
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enterobactérias, seguido dos vibrios. Um aspecto importante a ser destacado é que
todos os grupos de bactérias obtidas de pacamés apresentaram resisténcia a mais
de dois grupos de drogas antimicrobianas simultaneamente. Quando analisados em
conjunto estes dados trazem grande preocupacdo, uma vez que estas bactérias
possuem uma ampla distribuicdo ambiental. A troca de genes de resisténcia entre
bactérias ambientais e patégenos oportunistas é algo bem estudado especialmente
no ambiente aquatico (SENGELOV e SORENSEN, 1998). SILVA (2011), analisando
a sensibilidade de A. hydrophila obtidas de peixes do Rio S&o Francisco observaram
também resisténcia multipla aos antimicrobianos, sendo que esta poderia estar
relacionada a contaminacdo ambiental por antibiéticos e metais pesados infectando
0 pacama (Lophiosilurus alexandri). Niveis de resisténcia aos antimicrobianos
também foram relatados em outros trechos do Rio S&o Francisco em outros estudos
(LEMOS et al., 2006).

Tabela 2. Perfil de resisténcia as familias de antimicrobianos de isolados de
pacama (Lophiosilurus alexandri)

Género N AM CR TE ES LI NE ER SU EM NA NO NI IRMA

Aeromonas 89 77 13 44 44 89 57 55 36 24 38 77 41 0,58
Acinetobacter 20 40 50 50 65 50 95 60 35 40 75 40 40 0,59
Enterobacter 22 95 62 38 81 100 8 71 43 38 71 24 33 061
Klebsiella 14 83 17 42 42 92 42 83 17 0 33 8 83 0,64
P. shigelloides 6 100 O 50 50 100 50 83 50 33 83 0 50 0,52
Pseudomonas 14 100 21 50 77 77 64 21 21 0 7 14 7 0,57
Shigella 2 100 0 50 100 100 50 100 O 50 50 0 50 0,63
Vibrio 10 100 33 33 78 89 67 67 78 44 33 22 22 0,64

onde: n= ndmero de amostras; AM: Ampicilina; CR: Ceftriaxona; TE: Tetraciclina; ES: Estreptomicina; LI:
Lincomicina, NE: Neomicina; ER: Eritrqmicina; SU: Sulfazotrim; EN: Enrofloxacina; NA: Acido Nalidixico, NO:
Norfloxacina; NI: Nitrofurantoina; IRMA: Indice de Resisténcia Mdltipla aos Antimicrobianos.

Embora a resisténcia multipla nos isolados de Aeromonas spp. nao tenha
apresentado os maiores indices de resisténcia nesta pesquisa, diversos outros
estudos tém alertado para preocupacdo com relacdo a este fato. Em Aeromonas
isoladas de agua potavel, pacientes e criatdrio de peixes demonstraram resisténcia
multipla (OROZOVA et al., 2008; ZAKY et al. , 2010). Em uma pesquisa realizada na
india verificou-se resisténcia multipla de Aeromonas hydrophila isoladas de peixes
para todos os grupos de farmacos testados (KASKHEDIKAR e CHHABRA, 2010).

O uso nao planejado de antibioticos nos cultivos de peixes tanto como
prevencado quanto para terapéutica vem aumentando a resisténcia de bactérias pelo
processo de selecdo. Assim como outras atividades humanas ndo planejadas

(CAUMO et al., 2010). Segundo SARTER et al. (2007), a Asia passou a apresentar
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bactérias com multipla resisténcia aos antibioticos provocados pelo uso sem controle
de diferentes farmacos.

Os peixes utilizados no presente estudo foram oriundos de uma propriedade
sem historico de uso de drogas antimicrobianas, proximo a cidade de Petrolina, onde
todo o esgoto domeéstico e industrial € lancado no rio sem tratamento prévio e, a
dgua que abastece toda a Estacdo de Piscicultura do Bebedouro é captada
cingienta quildbmetros abaixo desta cidade e, ndo é submetida a tratamentos antes
de ser destinada aos tanques de cultivos dos pacamas. O ambiente aquatico € muito
dindmico, o que facilita a transferéncia de fatores de resisténcia e emergéncia de
cepas resistentes que podem facilmente chegar aos seres humanos (CABELLO,
2006; NEWAJ-FYZUL et al., 2008).

Dessa forma, o isolamento e identificacdo das bactérias Aeromonas
hydrophila, A. salmonicida, Acinetobacter spp., A. media, Pseudomonas alcaligenes,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella oxytoca, E. agglomerans, Plesiomonas
shigelloides, V. parahaemolyticus, K. pneumoniae, Vibrio metschnikovii e Shigella
sonnei com potencial patogénico para organismos aquaticos, mostram-se como um

importante aspecto econdmico e ecoldgico a ser estudado.
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CONCLUSOES

No presente estudo foi verificada a grande variedade de espécies bacterianas
com potencial patogénico na microbiota do pacama (Lophiosilurus alexandri), tais
como a Aeromonas hydrophila, Vibrio spp., Pseudomonas alcaligenes, Plesiomonas
shigelloides, Acinetobacter spp. e Enterobacter spp.

A multi-resisténcia a dois ou mais farmacos observada na maioria dos
isolados representa uma preocupacao a respeito da atividade aquicola desenvolvida
no Sub-Médio do Rio S&o Francisco, bem como a saude humana dada a
possibilidade de infecgcbes humanas por bactérias resistentes.
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Artigo 4.2

Producao de biofilme em isolados patogénicos de Aeromonas hydrophila obtidas de
Pacama (Lophiosilurus alexandri).

Francisco Gilvan Bezerra dos Santos, Gisele Veneroni Gouveia, Mateus Matiuzzi da

Costa

RESUMO

O biofilme €& uma estrutura comumente associada a resisténcia aos
antimicrobianos e a colonizacédo de diferentes hospedeiros. Em Aeromonas spp. 0
biofilme tem sido associado ao estimulo do sistema imunoldgico, sendo desta forma
muito atil no preparo de vacinas. Este trabalho teve como objetivo identificar através
de técnicas fenotipicas e molecular a habilidade para produgdo de biofilme em
isolados de Aeromonas hydrohila. Foram utilizados vinte e sete isolados de A.
hydrophila obtidas de juvenis enfermos de pacama (Lophiosilurus alexandri) foram
submetidos aos testes fenotipicos violeta de genciana e DAPI - 4,6-diamino-2-
fenilindol e a um molecular (PCR para o gene que codifica o flagelo lateral).
Observou-se a formacao de biofilmes em 100% dos isolados quando avaliados para
os dois testes fenotipicos. Os resultados da PCR demonstraram que 48,15% das
amostras foram positivas. Na analise comparativa dos resultados fenotipicos e
molecular pelo teste KAPPA, uma fraca associagéo foi observada. Devido a maior
subjetividade na interpretacdo dos testes fenotipicos, a PCR pode se mostrar mais
especifica para deteccao do biofilme nos isolados ictiopatogénicos de A. hydrophila.
No entanto, outros genes que participam da expressdao de flagelos laterais e
formacdo de biofilme podem estar atuando, o que resultaria nas verificacoes

positivas para biofilme pelos testes fenotipicos.

Palavras-chave: Aeromonas spp., teste KAPPA, ELISA, Violeta de Genciana, DAPI e
PCR
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Artigo 4.2

Biofilm production of pathogenic isolates of Aeromonas hydrophila from Pacaméa
(Lophiosilurus alexandri).
Francisco Gilvan Bezerra dos Santos, Gisele Veneroni Gouveia, Mateus Matiuzzi da
Costa

ABSTRACT

Biofilm is a structure commonly associated with antimicrobial resistance and
infection of different hosts. In Aeromonas spp. the biofilm has been associated with
immune system improve and may be useful in vaccines preparations. Our study
aimed to identify by using the phenotypical and molecular techniques the ability of
biofilm production in Aeromonas hydrohila isolates. Twenty seven isolates of A.
hydrophila obtained from diseased pacaméas (Lophiosilurus alexandri) were
submitted to de gentian violet and DAPI - 4,6-diamino-2-fenilindol tests and genotypic
always (PCR to lateral flagellum gene). We detect the biofilm formation in 100% of
tested isolates in both phenotypical tests. In the PCR 48.15% of Aeromonas spp.
were considered positive. In the comparative analysis of phenotypical and molecular
methods by kappa test a weak association was observed. Due to the subjectivity in
the results interpretation of phenoptypical tests, the PCR can be more specific to
biofilm detection in the ictiopathogenic isolates of A. hydrophila. Nevertheless, other
genes may contribute to expression of lateral flagellum and biofilm, that could explain

the variation in the results described here.

Key-Words: Aeromonas spp., teste KAPPA, ELISA, Violeta de Genciana, DAPI e
PCR
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INTRODUCAO

Aeromonas spp. sao bactérias Gram negativas que habitam
predominantemente ambientes aquaticos. O género Aeromonas possui um grande
namero de espécies que sao patdgenos oportunistas, com capacidade de causar
doencas em humanos e animais (ABOTT et al.,, 2003). Em peixes essa bactéria
causa septicemia hemorragica, apodrecimento de barbatanas e de tecidos e
furunculose. Em humanos causa diarréia, gastroenterite, septicemia, endocardite,
meningite e pneumonia (BUCKELY e HOWARD, 1999).

Estas bactérias sdo capazes de produzir uma variedade de enzimas, tais como,
elastase, amilase, nuclease, lipase, protease, gelatinase e lecitinase, que sé&o
descritas como fatores de viruléncia para peixes e humanos (NAMBA et al., 2007).
Além da producdo dessas enzimas, Aeromonas spp. apresentam capacidade de
formar biofilme em intervalos de 24 horas (LI et al., 2007). A formacdo dessa
estrutura pode ser também considerada como um importante fator de viruléncia uma
vez que constituem uma forma de colonizar seus hospedeiros (SANTOS et al.,
2010), fazendo comunicacdo com diferentes géneros bacterianos de ambientes
aquaticos (quorum sensing) e sendo preservadas por longos periodos (RICKARD et
al., 2003).

O biofilme € uma estrutura constituida por células bacterianas mortas e
diferentes tipos de biomoléculas, tais como peptideoglicanos e lipidios o que
favorece sua agregacao na superficie das células hospedeira, permitindo a bactéria
uma sobrevivéncia prolongada, causando infec¢cdes crénicas e com significantes
indices de resisténcia antimicrobiana (TIBA et al., 2009). A resisténcia derivada da
formacdo de biofilme pode ser explicada pela presenca de um polimero hidrofilico
gue reveste o biofilme, impossibilitando a agdo dos agentes antimicrobianos, pois 0s
mesmos sao incapazes de penetrar nessa estrutura (SMITH, 2010).

Em diversos microrganismos, incluindo Aeromonas spp., um importante
componente na producdo de biofilme é a motilidade (swarming) mediada pela
presenca de flagelos (HOUDT e MICHIELS, 2005). Cepas de Aeromonas
geralmente apresentam um flagelo polar, entretanto, também podem expressar
multiplos flagelos laterais (KIROV et al., 2004). Flagelos polares sdo expressos

constitutivamente e permitem que as bactérias se movimentem em meio liquido. Em
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meios onde o flagelo polar é incapaz de impulsionar a bactéria, algumas cepas de
Aeromonas expressam flagelos laterais que proporcionam a mobilidade em matriz
sélida, a colonizacdo de superficies e o aumento de aderéncia. Flagelos laterais
podem atuar como adesinas em células epiteliais do intestino humano (SHIMADA et
al, 1985; GAVIN et al., 2003; KIROV et al., 2004).

Nove genes relacionados a producdo de flagelo lateral (laf A a U) foram
identificados e caracterizados em A. hydrophila e quatro genes (lafAl e A2, laf B e
fliv) em A. caviae. Mutagcdes nesses genes foram associadas com a perda de flagelo
lateral, reducdo de aderéncia e formacdo de biofilme (GAVIN, et al. 2002). A
introducdo do gene laf em espécies de Aeromonas foi relacionada ao aumento da
capacidade de mutantes em invadir, aderir e produzir biofilme (GAVIN et al., 2003).

Objetivou-se com esse estudo identificar a presenca de biofilme através de
provas fenotipicas em Aeromonas isoladas de peixes do Submédio do Vale Sédo
Francisco, realizar a deteccdo do gene laf (flagelo lateral) através da técnica
molecular da Reacdo em Cadeia da Polimerase e fazer analise de concordancia

entre os métodos fenotipicos e molecular empregados.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado na Estacdo de Piscicultura do Bebedouro da
Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Parnaiba e do Sdo Francisco —
CODEVASEF e no Laboratoério de Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco - UNIVASF no Colegiado de Zootecnia no
Campus de Ciéncias Agrarias. Foram utilizados para o estudo 27 isolados de A.
hydrophila obtidas de juvenis de pacama (L. alexandri), provenientes da Estacdo de
Piscicultura de Bebedouro. Todos os animais estavam enfermos no momento da
coleta. As bactérias foram previamente identificadas para o género Aeromonas
através da técnica de PCR para o gene 16S, seguido por restricdo enzimatica,
conforme descricdes em SILVA (2011).

Para a caracterizacao da producao fenotipica de biofilme foram utilizados dois
testes, o violeta de genciana e o de fluorescéncia emitida pelo DAPI. Como controle
negativo para estes testes foi utilizado um isolado de Escherichia coli DH5-alfa que

nao forma biofilme. No teste de violeta de genciana MERINO et al. (2009), os
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isolados de Aeromonas hydrophila foram incubados em trés mililitros de TSB
(Tryptone Soya Broth) e incubados a 27°C por 24 horas. Em seguida, foram retirados
5 pl e aplicados em microplacas estéreis contendo 195ul de TSB e novamente
incubadas a 27°C por 24 horas. Passada essa etapa, todas as amostras foram
lavadas em 200 ul de agua destilada por trés vezes e, em seguida coradas com 100
pl de uma solugéo de violeta de genciana a 0,25% e expostas de 2 a 3 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as microplacas foram lavadas por mais trés
vezes com agua destilada e 200 ul de alcool-acetona (80:20). A absorbancia foi
medida em leitor de ELISA (Leitora ELISA ASYS EXPERT PLUL BioChrom) e a
absorbancia mensurada em filtro de 595 nm. A intensidade da producao de biofilme
foi medida pela quantidade de violeta de genciana remanescente nos poc¢os, sendo
esta maior que a observada para o controle negativo. Os testes foram realizados em
triplicata (MERINO et al., 2009). Seguindo a descricdo de CHRISTENSEN et al.
(1985) a produgédo de biofilme foi classificada em trés categorias. Para isso,
primeiramente foi definido como (densidade éptica) OD de ponto de corte (ODc) a
média da OD do controle negativo (de Escherichia coli DH5-alfa). Em seguida, os
isolados foram classificados nas seguintes categorias: ndo aderentes (-: OD < Odc),
fraca a moderadamente aderentes (+: Odc < OD < 2X Odc) e fortemente aderente
(++: 2X Odc < OD) CHRISTENSEN et al. (1985).

Para o teste de fluorescéncia do DAPI (LEICA BM 2000) foi utilizado um
protocolo descrito por BREDHOLT et al. (1999). Neste teste, as amostras foram
incubadas em 3 mililitros de TSB por um periodo de 24h a 27°C. Apés este periodo,
5 ul do cultivo foram utilizados para inocular placas de Petri estéreis contendo
laminulas estéreis imersas no seu interior, sendo estas incubadas por mais 24h a
27°C. Na sequéncia foi aplicado 3 a 6 pl de uma solugéo (2 pg/ml) do corante DAPI
(4,6-diamino-2-fenilindol), o que se liga ao DNA bacteriano presente no biofilme e
fluoresce quando submetido a analise em microscoépio de fluorescéncia (LEICA BM
2000), objetiva de 100x e filtro de 05, absorcdo: 395nm e emissdo: 440nm. As
amostras foram produtoras de biofilme quando se observava uma fluorescéncia
difusa azul.

A PCR para determinacdo da producdo de biofilme nos isolados de A.
hydrophila foi realizada pela detec¢cdo de um dos genes associados a producao do

flagelo lateral o gene laf. Para tal, o DNA dos isolados foi termoextraido de acordo
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com SILVA, (2011). No preparo da PCR foram empregados: Tris-HC| 10 mM (pH
8,3), MgCl, 2,6 mM, KCI 50 mM, 0,4 uM de cada dNTP, 0,8 uM de cada primer, 2.5
unidades de Taqg DNA Polimerase e 10 ul de DNA gendmico em um volume final de
25 pl. A reacdo de amplificacdo constou de uma desnaturacéao inicial a 94°C por 2
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagcdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento, a 58°C por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 30 segundos. Apds os
35 ciclos, o produto amplificado foi submetido a extenséo final por 10 minutos.
Devido a problemas com a amplificacio dos primers descritos na literatura (GAVIN
et al., 2003), novos primers foram desenhados com a utilizacdo do programa
Primer3 Plus (Disponivel em
<http://www.genome.wi.mit.edu/cgibin/primer/primer3_www.cgi>). A qualidade dos
primers foi verificada no site
<http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/>, tomando-se cuidado
para optar por primers que possuissem AG maior que zero (ideal para que reacoes
espontaneas ndo ocorram) ou 0 mais proximo de zero, que ndo formassem harpin
(primers auto complementares) ou que formassem o menor ndmero possivel de
hairpins. Os primers LafA F 5 CTTCCATGACCACCCAGAAC3 e LafA R
5TTTGGAAAGTCACACCACCAS3’ amplificaram um fragmento de 432 pb em um
termociclador (Amplitherm Thermal Cyclers). Em seguida os produtos de
amplificacdo foram analisados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de
etidio, e visualizados sobre iluminacdo ultravioleta em transluminador
(Transiluminator Loccus Biotecnologia).

Uma analise de concordancia dos testes fenotipicos com o teste molecular foi
realizada por meio do teste KAPPA (THRUSFIED, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo foram utilizadas duas técnicas de coloracdo para deteccéo de
presenca de biofilme, uma com violeta genciana e outra com DAPI (4,6-diamino-2-
fenilindol). Foram observadas como positivos para a formacgao de biofilme todos os
isolados analisados segundo os dois testes fenotipicos utilizados. A média da OD da
triplicata do controle negativo foi de 0, 069. Seguindo a classificacdo descrita por
CHRISTENSEN et al. (1985) para formacdo de biofilme, que considera como

positiva uma OD maior ou igual ao da amostra controle, todos o0s isolados
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demonstraram habilidade de formacéo de biofilme, sendo que 37,04% dos isolados
foram classificados como fracos a moderadamente aderentes e 62,96% dos isolados
foram classificados como fortemente aderentes.

Dos 27 isolados de Aeromonas analisados, 48,15% apresentaram o gene laf.
Outros trabalhos também vém constatando de média a alta a presenca desse gene
em Aeromonas. MERINO et al. (2003) detectaram a presenca desse gene em 100%
dos isolados de Aeromonas salmonicida de peixes doentes estudados no Japéo,
Canada, Estados Unidos da América, Reino Unido e Espanha e AGUILERA-
ARREOLA et al. (2005) verificaram a presenca do gene laf em 84% dos isolados de
Aeromonas hydrophila avaliados. Um trabalho realizado por GAVIN et al. (2003)
apresentou 60% de seus isolados positivos para o gene laf. Eles encontraram uma
correlacdo de 100% entre a presenca do gene laf nos isolados, por hibridizacéo,
dessas colénias com uma sonda especifica a esse gene. Também encontraram
completa correlacdo entre a presenca desse gene e a formacédo de biofilme,
presenca de flagelo lateral e producéo de flagelina lateral. O trabalho de GAVIN et
al. (2003) ainda demonstrou que a presenca do gene laf aumentou a capacidade de
cepas de aderir e de invadir células formando biofilmes in vitro. Assim, os isolados
positivos para o gene laf aqui estudados teriam grande potencial patogénico e de
formacao de biofilme.

Em Aeromonas hydrophila 55 genes participam da codificacdo do flagelo
polar (CANALS et al., 2006a) e 38 genes estdo envolvidos na inducado e sintese do
flagelo lateral (CANALS et al., 2006b). Um dos principais genes que tem sido
apontado pela literatura como contribuinte da formacéo do flagelo polar e de biofilme
é o gene fla (GAVIN et al., 2002; SANTOS et al., 2010), enquanto para a formag&o
do flagelo lateral € o gene laf (GAVIN et al., 2003). No presente estudo, 100% dos
isolados positivos para a PCR do gene laf foram classificados como fortemente
aderentes segundo o0 meétodo descrito por CHRISTENSEN et al. (1985),
demonstrando a correlacdo entre dados fenotipicos e moleculares. No entanto, para
os isolados que apresentaram a auséncia do gene laf, 41,17% foram classificados
como altamente aderentes e 58,83% dos isolados foram considerados como fracos
a moderadamente aderentes. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que a

formacdo dos flagelos polar e lateral é influenciada por varios outros genes, tais
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como o gene fla. Desta forma, a formacdo de biofilme seria derivada da acéo de
outros genes que nao o gene laf.

O teste KAPPA demonstrou uma concordancia de 0,14 entre a coloracdo com
violeta genciana e a PCR para o gene laf (Tabela 3). Este valor é considerado pobre,
ou seja, é pouco confiavel. Para a coloracdo com DAPI o mesmo teste de
concordancia foi aplicado e o resultado foi zero (Tabela 4), isto é, ndo houve
concordancia entre os resultados dos dois testes, demonstrando que o resultado
obtido pelo teste fenotipico aplicado a segunda técnica, ndo possui correlacdo com a
presenca do gene laf e a producdo de biofilme nos isolados. A interpretacdo dos
testes fenotipicos segue um padréo subjetivo, passivel de obtencédo de diferentes
resultados, se realizados por diferentes técnicos, ja a PCR € uma técnica cujos
resultados sdo reproduziveis em diferentes laboratérios, apresentando maior
confiabilidade nos resultados. Além disso, a formacdo de flagelos laterais é
influenciada por outros genes e, a formacdo de biofiilme poderia estar sendo
derivada da acdo desses outros genes. Um resultado definitivo somente seria
possivel se outros genes para formacdo de biofilme fossem estudados nesses

isolados.

Tabela 3. Concordancia entre os resultados obtidos nos teste de Violeta genciana -
VG e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em isolados de Aeromonas
hydrophila obtidos em pacamas (Lophiosilurus alexandri)

PCR Total KAPPA
+ —
VG + 13 12 25
_ 0 2 2
Total 13 14 27 0,14

Onde: + : resultado positivo; -: resultado negativo, valores de KAPPA <0,20=pobre,
0,21-0,40=fraco, 0,41-0,60=moderado, 0,61-0,80=boa e >0,80=muito boa
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Tabela 4. Concordancia entre os resultados obtidos nos teste de 4,6-diamino-2-
fenilindol - DAPI e Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em isolados de

Aeromonas hydrophila obtidos em pacamas (Lophiosilurus alexandri)

PCR Total KAPPA
DAPI + 13 14 27
_ 0 0 0
Total 13 14 27 0

Onde: + : resultado positivo; -:

resultado negativo; valores de KAPPA <0,20=pobre,

0,21-0,40=fraco, 0,41-0,60=moderado, 0,61-0,80=boa e >0,80=muito boa
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CONCLUSAO

Foi possivel a identificagdo da presenca do gene laf, relacionado a producao
de biofilme, com a utilizacdo da técnica da PCR nos isolados avaliados de pacama.
No entanto, os resultados revelados pelos testes fenotipicos expressaram baixa
concordancia (violeta de genciana) ou ndo apresentaram concordancia (DAPI - 4,6-
diamino-2-fenilindol) com os resultados obtidos pela PCR, demonstrando a
subjetividade desses testes ou a multipla acdo de genes na formacéo de biofilme.
Diante desses resultados o método mais indicado seria a Reacdo em Cadeia de
Polimerase para multiplos genes relacionados a formacgéo de biofilme. Este trabalho
proporcionou o inicio da caracterizacdo molecular de espécies nativas da Bacia do
Sdo Francisco, na Estacdo de Piscicultura de Bebedouro da CODEVASF,

contribuindo com a piscicultura.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

Aeromonas hydrophila, A. media, A. salmonicida, Acinetobacter spp.,
Enterobacter aerogenes, E. agglomerans, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae,
Plesiomonas shigelloides, Pseudomonas alcaligenes, Shigella sonnei, Vibrio
metschnikovii e V. parahaemolyticus (forma a microbiota do) ocorrem em pacamas

(Lophiosilurus alexandri) .

Nas condicOes estabelecidas no presente estudo a foi demonstrado que a
Aeromonas hydrophila corresponde a espécie de maior nimero de isolados na

microbiota do pacama (Lophiosilurus alexandri).

A identificacdo bioquimica, mesmo subjetiva permitiu a classificacdo dos

isolados de bactérias do pacama (L. alexandri).

Devido a resisténcia multipla aos farmacos observada nesta pesquisa aos
farmacos estudados, todos eles de amplo uso na piscicultura, faz-se necessario
cautela redobrada durante a administracdo de tais drogas no controle de
enfermidades em peixes. Com destaque para 0s grupos dos beta lactamicos,

aminoglicosideos e quinolonas.

Os isolados de Aeromonas hydrophila demonstraram habilidade para

producao de biofilme tanto nos testes fenotipicos quanto molecular.
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