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Flavobacterium columnare: CARACTERIZACAO MOLECULAR,
PATOGENICIDADE E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A
ANTIMICROBIANOS

RESUMO - Flavobacterium columnare € uma bactéria oportunista que causa
grande impacto na aquicultura mundial. Neste estudo, investigamos as
caracteristicas moleculares, a patogenicidade da bactéria ao pacu, Piaractus
mesopotamicus e susceptibilidade antimicrobiana de F. columnare isolada de
tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus. A patogenicidade ao pacu foi avaliada
através da infeccdo experimental por imersdo. As caracteristicas moleculares
da bactéria foram determinadas atravées da técnica PCR-RFLP e
sequenciamento de nucleotideos com andlise filogenética do gene 16S rRNA.
A susceptibilidade a enrofloxacina (ENRO), florfenicol (FFC), oxitetraciclina
(OTC), tianfenicol (TAP) e suas combinacdes foram avaliadas pelos métodos
da microdiluicdo em caldo e teste de sinergismo, respectivamente. Como
resultado, apds a infecgdo experimental, col6nias rizéides foram isoladas do
rim cranial do pacu, ap0s a realizacdo da técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para o gene 16S rDNA, confirmando tratar-se de F.
columnare. Ap6s andlise por PCR-RFLP com a endonuclease Hae |llI,
confirmou-se que a cepa pertence ao genomovar ll. A analise filogenética do
gene 16S rRNA demonstrou que a cepa de F. columnare esta intimamente
relacionada ao grupo genético tailandés (GG4), sendo esta a primeira
ocorréncia desta linhagem no Brasil. Para o teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos, a cepa foi classificada como tipo selvagem para todos os
antimicrobianos testados. Em relacdo ao sinergismo entre os antimicrobianos,
encontramos sinergismo entre tianfenicol e a enrofloxacina (2FIC = 0,5),
atividade aditiva com a combinacéao de florfenicol com tianfenicol (ZFIC = 0,75)
e antagonismo na combinacdo de oxitetraciclina com enrofloxacina. Os
resultados deste estudo sdo importantes para o controle da columnariose na
piscicultura brasileira, pois demonstram que apesar da cepa ser altamente
virulenta, os antimicrobianos mais utilizados na piscicultura brasileira sao
eficientes contra ela.

Palavras-chave: Flavobacterium columnare, Piaractus mesopotamicus, PCR-
RFLP, filogenia, patogenicidade, atividade antimicrobiana.



Flavobacterium columnare: MOLECULAR CHARACTERIZATION,
PATHOGENICITY AND SUSCEPTIBILITY PROFILE TO ANTIMICROBIALS

ABSTRACT - Flavobacterium columnare is an important pathogen of
freshwater fish that has severe impacts on the commercial aquaculture sector.
In this study, we investigated the molecular characteristics, pathogenicity
against pacu, Piaractus mesopotamicus, and antimicrobial susceptibility of a
virulent F. columnare isolated from Nile tilapia, Oreochromis niloticus, cultured
in Brazil. The pathogenicity against pacu was analyzed by experimental
columnaris infection by immersion challenge. Bacteria molecular characteristics
were determined through PCR-RFLP, multiplex PCR, nucleotide sequencing
and phylogenetic analysis of 16S rRNA gene. Susceptibility to enrofloxacin
(ENRO), florfenicol (FFC), oxytetracycline (OTC), thiamphenicol (TAP), and
their combinations were assessed by broth microdilution and checkerboard
methods, respectively. As a result, after experimental infection, rhizoid-type
colonies were isolated from the cranial kidney of pacu, which after performing
PCR for 16S rDNA gene, were identified as F. columnare, and then submitted
to PCR-RFLP using restriction enzyme Hae Il demonstrated to belong to
genomovar I, phylogenetic analyses reveals the strain is closely related to Thai
isolates (GG4), this linage was also identified in an outbreak in Brazilian fish
farming for the first time. For the AST test the strain was classified as wild-type
for all tested antimicrobials. Regarding the synergism between antimicrobials,
we found synergism between thiamphenicol and enrofloxacin (ZFIC = 0.5),
additive activity with the combination of florfenicol with thiamphenicol (ZFIC =
0.75), and antagonism in the combination of oxytetracycline with enrofloxacin.
These results are very important because making it possible to assess the
susceptibility of F. columnare to the main antimicrobials used in Brazilian fish
farming, as well as to obtain a synergistic effect between thiamphenicol and
enrofloxacin.

Keywords: Flavobacterium columnare, Piaractus mesopotamicus, PCR-RFLP,
phylogeny, pathogenicity, antimicrobial activity.



1. INTRODUCAO

A aquicultura no Brasil apresentou grande expansao nos ultimos anos,
com aumento representativo desde 2010, praticamente dobrando a producéo
até 2018, demonstrando participacdo expressiva na producdo de peixes no
continente sul-americano, ocupando a segunda posicao, atras apenas do Chile
em volume produzido e exportado. A atividade demonstra elevado potencial de
crescimento, principalmente nos paises em desenvolvimento, auxiliando no
desenvolvimento social direto, através do abastecimento alimentar de milhdes
de familias brasileiras, como fonte importante de proteinas e subsisténcia
(IBGE, 2019).

A Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentacdo
(FAO) reconhece o potencial da aquicultura brasileira como importante
fornecedora de proteina para a seguranca alimentar, e que podera contribuir
significativamente para 0 acesso completo a alimentos com qualidade
adequada para a populacdo global (Food and Agriculture Organization, 2018).
Todavia, apesar do potencial brasileiro para producédo de organismos aquaticos
e as expectativas de expansdo do setor, a realidade € diferente, uma vez que
com a intensificagdo da atividade, o numero de perdas por doencas
bacterianas é muito grande, aliado ao numero elevado de cepas altamente
resistentes aos antimicrobianos disponiveis no mercado, o que pode acarretar

em um crescimento menor do que o esperado para a atividade.

Dentre as espécies de peixes mais produzidas no Brasil, destaca-se o
Pacu (Piaractus mesopotamicus) (Holmberg 1887, Characidae, Serrasalminae),
espécie nativa da América do Sul, que tem excelente caracteristicas produtivas
(Bernardino & Colares de Melo, 1989), com producao estimada em 11,5 mil
toneladas (IBGE 2019), sendo uma das principais espécies produzidas na
América Latina (Valladao et al., 2018), com expansao para paises asiaticos e
se tornando uma importante espécie de producdo para a aquicultura global
(FAO, 2010; Lin et al., 2015).

A Flavobacterium columnare, agente etiologico da columnariose é uma
das bactérias que causam maior impacto nos diferentes sistemas de producao

em todo o mundo. A bactéria apresenta a morfologia de bacilo longo, Gram



negativo, pertencente ao filo Bacteroidetes, considerada uma bactéria
oportunista, presente tanto na microbiota da &gua como nos tecidos e ovos de
peixes e de outros animais aquéticos (Barker et al., 1990). Esta bactéria é
responsavel por indmeras perdas econdémicas no setor aquicola, acometendo
tanto peixes de producdo como selvagens, principalmente nas formas jovens,
(Figueiredo et al., 2005). Surtos da bactéria costumam ocorrer apds estresse,
como elevada densidade populacional, qualidade da &gua inadequada,
excesso de matéria organica ou lesdes causadas na superficie corporal dos
peixes (Decostere et al., 2000), todos muito comuns em uma piscicultura. Esta
bactéria alimenta-se de células epiteliais, causando manchas acinzentadas e
necrose na pele dos animais acometidos e nas branquias provoca hiperplasia,
congestdo e necrose, causando asfixia (Declercq et al., 2013; Pilarski et al.,
2008; Sebastido et al., 2015).

O Laboratério de Microbiologia e Parasitologia de Organismos
Aquaticos, do Centro de Aquicultura da Unesp — CAUNESP, Jaboticabal, SP,
através do atendimento a piscicultores brasileiros demonstrou que a
columnariose € a doenca bacteriana que mais acomete peixes produzidos no
Brasil (52,4%), fato observado também na cadeia produtiva do Bagre-do-canal
americano (Ictalurus punctatus) nos Estados Unidos, na qual a bactéria é a
segunda mais incidente, responsavel por elevadas taxas de mortalidade
(Wagner et al., 2002) e perdas econOmicas anuais avaliadas em

aproximadamente 30 milhdes de dolares (Shoemaker et al., 2011).

A ampla distribuicdo apresentada pelo patégeno promove a
diversificacdo genética da espécie. Estudos sobre a diversidade genética da F.
columnare foram primeiramente realizados através da técnica da PCR-RFLP
(Amplificated Restriction Fragment Lengh Polimorfism) utilizando polimorfismos
existentes no gene 16S rRNA, sustentados por hibridizacdo DNA-DNA e
sequenciamento do gene 16S rRNA, no qual 23 estirpes da bactéria, de
diferentes localidades e hospedeiros foram utilizadas e as mesmas
classificadas em trés grupos genéticos, com perfis de restricdo distintos apos
digestdo com a endonuclease Haelll (genomovars I, Il e Ill) (Triyanto &
Wakabayashi, 1999). Depois disso, muitos estudos envolvendo a diversidade

gendmica de F. columnare foram realizados e subgrupos em genomovares



foram estabelecidos (Evenhuis et al., 2016; B. R. LaFrentz et al., 2014) sendo
esta classificacdo utilizada como base para estudos envolvendo caracterizacéo
genética em F. columnare. Atualmente, a bactéria é dividida em quatro grupos
genéticos (GGs), que apresentam especificidade no tipo de hospedeiro onde a
cepa é identificada. Em estudo realizado por LaFrentz et al.,, (2018), com
filogenias de genes estruturais, juntamente com o gene 16S rRNA, verificaram
as mesmas topologias que distinguiam claramente os GGs em quatro grandes

clados.

Mesmo com estes avancos na genética de F. columnare, poucos séao
0s estudos que comparam a patogenicidade e resisténcia aos antimicrobianos
em cepas obtidas de diferentes localidades do Brasil. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi classificar o GG de uma cepa altamente virulenta de F.
columnare, isolada de um surto em uma tilapicultura localizada na regiédo
sudeste do pais, através de analises filogenéticas e sequenciamento do gene
16S rRNA, bem como avaliar a susceptibilidade desta cepa frente a
oxitetraciclina, florfenicol, tianfenicol e enrofloxacina, assim como a combinagéo
destes antimicrobianos em pares através do teste de sinergismo e comprovar a
patogenicidade da bactéria, através da infeccdo experimental por imersdo com
em pacu. Este estudo é inédito no Brasil e promover4d maior conhecimento
sobre a cepa circulante, bem como das moléculas antimicrobianas para
potencializar o seu controle e estabelecer medidas para sua prevencdo na

piscicultura.
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