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Flavobacterium columnare: CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR, 

PATOGENICIDADE E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE À 

ANTIMICROBIANOS 

 
 
RESUMO - Flavobacterium columnare é uma bactéria oportunista que causa 
grande impacto na aquicultura mundial. Neste estudo, investigamos as 
características moleculares, a patogenicidade da bactéria ao pacu, Piaractus 
mesopotamicus e susceptibilidade antimicrobiana de F. columnare isolada de 
tilápia-do-Nilo, Oreochromis niloticus. A patogenicidade ao pacu foi avaliada 
através da infecção experimental por imersão. As características moleculares 
da bactéria foram determinadas através da técnica PCR-RFLP e 
sequenciamento de nucleotídeos com análise filogenética do gene 16S rRNA. 
A susceptibilidade à enrofloxacina (ENRO), florfenicol (FFC), oxitetraciclina 
(OTC), tianfenicol (TAP) e suas combinações foram avaliadas pelos métodos 
da microdiluição em caldo e teste de sinergismo, respectivamente. Como 
resultado, após a infecção experimental, colônias rizóides foram isoladas do 
rim cranial do pacu, após a realização da técnica da Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR) para o gene 16S rDNA, confirmando tratar-se de F. 
columnare. Após análise por PCR-RFLP com a endonuclease Hae III, 
confirmou-se que a cepa pertence ao genomovar II. A análise filogenética do 
gene 16S rRNA demonstrou que a cepa de F. columnare está intimamente 
relacionada ao grupo genético tailandês (GG4), sendo esta a primeira 
ocorrência desta linhagem no Brasil. Para o teste de susceptibilidade aos 
antimicrobianos, a cepa foi classificada como tipo selvagem para todos os 
antimicrobianos testados. Em relação ao sinergismo entre os antimicrobianos, 
encontramos sinergismo entre tianfenicol e a enrofloxacina (ΣFIC = 0,5), 
atividade aditiva com a combinação de florfenicol com tianfenicol (ΣFIC = 0,75) 
e antagonismo na combinação de oxitetraciclina com enrofloxacina. Os 
resultados deste estudo são 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 são 
eficientes contra ela. 
 
Palavras-chave: Flavobacterium columnare, Piaractus mesopotamicus, PCR-
RFLP, filogenia, patogenicidade, atividade antimicrobiana. 
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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 III demonstrated to belong to 
genomovar II, 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 (ΣFIC = 0.5), 
additive activity with the combination of florfenicol with thiamphenicol (ΣFIC = 
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. 
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1. INTRODUÇÃO 

A aquicultura no Brasil apresentou grande expansão nos últimos anos, 

com aumento representativo desde 2010, praticamente dobrando a produção 

até 2018, demonstrando participação expressiva na produção de peixes no 

continente sul-americano, ocupando a segunda posição, atrás apenas do Chile 

em volume produzido e exportado. A atividade demonstra elevado potencial de 

crescimento, principalmente nos países em desenvolvimento, auxiliando no 

desenvolvimento social direto, através do abastecimento alimentar de milhões 

de famílias brasileiras, como fonte importante de proteínas e subsistência 

(IBGE, 2019).  

A Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação 

(FAO) reconhece o potencial da aquicultura brasileira como importante 

fornecedora de proteína para a segurança alimentar, e que poderá contribuir 

significativamente para o acesso completo a alimentos com qualidade 

adequada para a população global  (Food and Agriculture Organization, 2018). 

Todavia, apesar do potencial brasileiro para produção de organismos aquáticos 

e as expectativas de expansão do setor, a realidade é diferente, uma vez que 

com a intensificação da atividade, o número de perdas por doenças 

bacterianas é muito grande, aliado ao número elevado de cepas altamente 

resistentes aos antimicrobianos disponíveis 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 características produtivas 

(Bernardino & Colares de Melo, 1989), com produção estimada em 11,5 mil 

toneladas (IBGE 2019), sendo uma das principais espécies produzidas na 

América Latina (Valladão et al., 2018), com expansão para países asiáticos e 

se tornando uma importante espécie de produção para a aquicultura global 

(FAO, 2010; Lin et al., 2015). 

A Flavobacterium columnare, agente etiológico da columnariose é uma 

das bactérias que causam maior impacto nos diferentes sistemas de produção 

em todo o mundo. A bactéria apresenta a morfologia de bacilo longo, Gram 
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negativo, pertencente ao filo Bacteroidetes, considerada uma bactéria 

oportunista, presente tanto na microbiota da água como nos tecidos e ovos de 

peixes e de outros animais aquáticos (Barker et al., 1990). Esta bactéria é 

responsável por inúmeras perdas econômicas no setor aquícola, acometendo 

tanto peixes de produção como selvagens, principalmente nas formas jovens, 

(Figueiredo et al., 2005). Surtos da bactéria costumam ocorrer após estresse, 

como elevada densidade populacional, qualidade da água inadequada, 

excesso de matéria orgânica ou lesões causadas na superfície 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 brânquias provoca hiperplasia, 

congestão e necrose, causando asfixia (Declercq et al., 2013; Pilarski et al., 

2008; Sebastião et al., 2015).  

O Laboratório de Microbiologia e Parasitologia de Organismos 

Aquáticos, do Centro de Aquicultura da Unesp – CAUNESP, Jaboticabal, SP, 

através do atendimento à piscicultores brasileiros demonstrou que a 

columnariose é a doença 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, responsável por elevadas taxas de mortalidade 

(Wagner et al., 2002) e perdas econômicas anuais avaliadas em 

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

 A ampla distribuição apresentada pelo patógeno promove a 

diversificação 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 hibridização 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 três grupos genéticos, com perfis de restrição distintos após 

digestão com a endonuclease HaeIII (genomovars I, II e III) (Triyanto & 

Wakabayashi, 1999). Depois disso, muitos estudos envolvendo a diversidade 

genômica de F. columnare foram realizados e subgrupos em genomovares 
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foram estabelecidos (Evenhuis et al., 2016; B. R. LaFrentz et al., 2014) sendo 

esta classificação utilizada como base para estudos envolvendo caracterização 

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 avanços na genética de F. columnare, poucos são 

os estudos que comparam a patogenicidade e resistência 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 região 

sudeste do país, através de análises filogenéticas e sequenciamento do gene 

16S rRNA, bem como avaliar a susceptibilidade desta cepa frente a 

oxitetraciclina, florfenicol, tianfenicol e enrofloxacina, assim como a combinação 

destes antimicrobianos em pares através do teste de sinergismo e comprovar a 

patogenicidade da bactéria, através da infecção experimental por imersão com 

em pacu. Este estudo é inédito no Brasil e promoverá maior conhecimento 

sobre a cepa circulante, bem como das moléculas antimicrobianas para 

potencializar o seu controle e estabelecer medidas para sua prevenção na 

piscicultura. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Filo Bacteroidetes 

O filo Bacteroidetes compreende bactérias dos mais diversos habitats, 

como ambiente terrestre, aquático e do trato gastrointestinal de diferentes 

organismos, sendo o filo predominante encontrado na microbiota dos seres 

vivos (Mark & Zhu, 2013). A nomenclatura do filo foi modificada diversas vezes 

nos últimos anos. Primeiramente, foi denominado de Cythofaga-Flexibacter-

Bacteroides (CFB), que mostra a grande diversidade de grupos bacterianos 



4 
 

que o compunham (Thomas et al., 2011). Hoje o filo é denominado de 

Bacteroidetes, apresenta espécies comuns à microbiota de diversas espécies 

de vertebrados tanto aquáticos como terrestres, em condições de estresse ou 

danos à integridade da mucosa intestinal, sendo considerados patógenos 

oportunistas  (Smith et al., 2006) que provocam doenças em humanos (Kim et 

al., 2005), animais (Hugo et al., 1999) e plantas (Liao & Wells, 1986). 

Os integrantes deste filo são bactérias Gram negativas com formato de 

bacilo, que geralmente apresentam motilidade por deslizamento, não 

necessitando de organelas como flagelos e pili para locomoção (Mark & Zhu, 

2013). A patogenicidade de algumas bactérias está ligada a esta característica 

de locomoção, pela secreção de proteínas (Sato et al., 2010) e produção de 

uma grande variedade de enzimas degradadoras de polímeros que afetam os 

componentes celulares do hospedeiro, como por exemplo, hialuronidase, 

condroitina sulfatase, heparinases, glucosidases, dentre outras (Duerden, 

1994). 

Alguns membros deste filo são patógenos de importância para a 

aquicultura mundial, acometendo peixes produzidos e selvagens (Austin & 

Austin, 2007). As espécies de maior impacto na produção de peixes são a 

Flavobacterium psychrophilum, F. columnare, F. branchiophilum, 

Tenacibaculum maritimum e Chryseobacterium scophtalmum (Bernardet & 

Bowman, 2006). 

 

2.2 Gênero Flavobacterium 

 Dentre as classes do filo Bacteroidetes, a Flavobacteria é a mais 

diversa, com 3.583 espécies de acordo com levantamento realizado por 

Thomas et al., (2011) utilizando a base de dados da NCBI (National Center for 

Biotechnologic Information). 

Muitas espécies da família Flavobacteriaceae degradam derivados 

solúveis da celulose (Bernardet & Bowman, 2006) e a atividade celulolítica 

encontrada em algumas espécies difere os gêneros Cytophaga e 

Flavobacterium, sendo o gênero Cytophaga restrito a bactérias celulolíticas 
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(Nakagawa & Yamasato, 1996). A maioria das espécies do gênero 

Flavobacterium são capazes de hidrolisar polissacarídeos, sendo possível a 

observação da liquefação do meio em volta das colônias, característica 

evidenciada no cultivo em meio sólido de F. flevense (Bernardet & Bowman, 

2006).  

Em contraste, as espécies patogênicas do gênero para peixes, como a 

F. columnare e F. psychoropilum são incapazes de hidrolisar estes 

polissacarídeos (Bernardet & Grimont, 1989). A virulência destas espécies está 

ligada à degradação de complexos ácidos e polissacarídeos, abundantes no 

tecido conjuntivo. Estas proteases são responsáveis por desencadear úlceras e 

necroses cutâneas nos peixes infectados, pois são capazes de degradar 

componentes da matriz tecidual como a elastina, colágeno, fibrinogênio, 

gelatina, fibronectina, actina, miosina, dentre outros (Ostland et al., 2000; 

Stringer-Roth et al., 2002). A presença da condroitina AC liase é utilizada para 

identificar a espécie F. columnare diferenciando-a de outros patógenos do 

gênero (Griffin, 1991). 

 

2.3 Fatores de virulência da F. columnare 

Até o momento, sabe-se que as espécies patogênicas do gênero para 

animais aquáticos, são capazes de degradar alguns complexos ácidos e 

polissacarídeos do tecido conjuntivo, como o sulfato de condroitina e ácido 

hialurônico (Bernardet & Bowman, 2006; Griffin, 1991; Stringer-Roth et al., 

2002). 

A colonização do tecido hospedeiro pela bactéria ocorre em três 

etapas, pela atração (quimiotaxia), adesão (interações físico-químicas não 

especificas entre a bactéria e tecidos do hospedeiro) e agregação (interação 

entre adesinas da superfície bacteriana e receptores presentes nas superfícies 

de outros microrganismos) (Declercq et al., 2013). 

Característica importante apresentada pela espécie compartilhada com 

outras do gênero é a capacidade de formar biofilme, produzindo e secretando 

substâncias poliméricas extraceulares ou polímeros de carboidratos. Em 
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estudo realizado por Sebastião et al., (2013) foram analisados os componentes 

da matriz de biofilme de 39 isolados de F. columnare, e foi identificada a 

presença de heteropolissacarídeos, compostos por ácido urônicos e açúcares, 

predominantemente a glicose. Estes polímeros desempenham várias funções 

que conferem à bactéria a capacidade de permanecer próxima ao hospedeiro 

em ambientes ricos em matéria orgânica, aumentando o risco de surtos 

recorrentes, como descrito por Basson et al., (2008).  

Bactérias do gênero (F. psycotrophilum) formadoras de biolfime e que 

viviam em água com resíduos de oxitetraciclina e florfenicol, adquiriram maior 

resistência a esses fármacos, como demonstrado em estudo de concentração 

inibitória mínima (CIM) (Sundell & Wiklund, 2011). 

Sabe-se que o fenômeno de variação de fase é um mecanismo que 

ocorre naturalmente em várias espécies bacterianas devido à alterações 

genômicas de ativação e desativação de genes. Quando ocorre 

aleatoriamente, forma fenotípicos variantes (Henderson et al., 1977). Observa-

se alteração nas estruturas da membrana externa de F. columnare após a 

exposição à terapia de fagos, fenômeno que tem sido relatado recentemente 

em cepas da espécie (Kunttu et al., 2011; Heidi et al., 2009; Laanto et al., 

2012). 

Subculturas realizadas com diferentes variantes de F. columnare 

evidenciaram que o fenômeno de variação de fase ocorreu entre quatro 

fenótipos variantes da bactéria de forma hereditária (Kunttu et al., 2009) e este 

fenômeno é irreversível, como demonstrado pelo Vibrio vulnificus (Hilton et al., 

2006), pois não se sabe ao certo quais mudanças no ambiente estimulam a 

ocorrência desse fenômeno.  

Estudo recente que utilizou análise transcriptômica, identificou que 

genes ligados ao cálcio aumentavam também os fenótipos formadores de 

biofilme em isolados de F. columnare (Cai et al., 2019). Estes estudos são 

importantes, pois fornecem informações sobre um fenômeno pouco estudado e 

que pode ser um diferencial na epidemiologia da espécie. 

Em ensaio de quimiotaxia por capilar em Bagres-do-canal (Ictalurus 

punctatus), foi observado que o processo de atração (quimiotaxia) da bactéria 

ocorre através do muco secretado pela pele e brânquias do hospedeiro, o qual 

estimulou maior expressão do gene gldH na bactéria e está relacionado à 
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motilidade por deslizamento. Foram observadas diferenças na proporção desta 

atração, sugerindo que este seja um importante fator de virulência (Klesius et 

al., 2008) e que este processo de quimiotaxia é específico para cada espécie 

de peixe (Lafrentz & Klesius, 2009). Outro estudo demonstrou que proteínas 

sinalizadoras, presentes no muco dos peixes também influenciam a 

quimiotaxia, aumentando a expressão de genes envolvidos no sequestro do 

ferro e estimulando a formação de biofilme em cepas de F. columnare dos 

genomovars I e II de (Lange et al., 2020). 

Com relação à adesão, esta é considerada um importante fator de 

virulência de F. columnare, uma vez que estirpes mais virulentas tem maior 

capacidade de adesão nos tecidos do hospedeiro (Decostere et al., 1999). 

A morfologia da colônia também tem relação com a capacidade de 

adesão da F. columnare. Colônias com aspecto rizoide e rugoso tem maior 

capacidade de adesão aos tecidos do hospedeiro (Kuntu et al., 2009). 

 

2.4 Epidemiologia e diversidade genética de F. columnare 

O impacto da F. columnare na piscicultura está relacionado com sua 

diversidade genética. Inicialmente, a bactéria foi classificada em três grupos 

genômicos, denominados genomovars (Triyanto & Wakabayashi, 1999). A 

classificação foi proposta por Ursing & Lalucat (1995) para agrupar espécies 

fenotipicamente idênticas, mas que compartilhavam baixo grau de hibridização 

(DNA-DNA). Para identificar a qual genomovar a cepa pertence, utiliza-se a 

técnica de PCR-RFLP com a enzima HaeIII. 

Em estudos realizados com o intuito de analisar a virulência dos três 

genomovars na infecção experimental em truta arco-íris (Oncorhynchus 

mykiss) e bagre-do-canal americano (Ictalurus punctatus), foi observado maior 

virulência nas cepas pertencentes ao genomovar II (Shoemaker et al., 2008; 

Lafrentz et al., 2012). Em estudo desenvolvido por Klesius et al., (2008) para 

investigar a quimiotaxia entre estirpes de F. columnare classificadas como 

genomovars I e II ao muco de bagres-do-canal (Ictalurus punctatus) pode-se 
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constatar que a quimiotaxia depende dos componentes do muco e difere entre 

os genomovars. 

Diversas endonucleases tem sido utilizadas para investigar a 

diversidade genética de cepas de F. columnare. Em estudo utilizando a técnica 

de PCR-RFLP e SSCP (single strand conformation polymorphism) pode-se 

constatar a existência de dois subgrupos genômicos dentro do genomovar I e 

II, o I-b e II-b (Olivares-Fuster et al., 2007). 

A elevada disseminação do patógeno em escala global na aquicultura 

eleva a taxa de diversidade genética, mesmo entre indivíduos classificados 

como pertencentes ao mesmo genomovar. Ao analisar 12 estirpes da bactéria 

isoladas de trutas-arco-íris de diferentes pisciculturas nos Estados Unidos, 

constatou-se que todas as cepas pertenciam ao genomovar I e que estas 

tinham variações em graus de similaridade, constatado por análise filogenética 

(Evenhuis et al., 2016). Estudos como estes demonstram a importância da 

utilização de técnicas moleculares de baixo custo para o monitoramento da 

diversidade genética de F. columnare. 

Mais recentemente foi identificado em estudo conduzido por Lafrentz et 

al., (2014), que utilizaram técnicas de clonagem gênica e gel de alta resolução,  

o qual pode levantar a hipótese de que alguns isolados apresentam alta 

heterogeneidade genômica, constatando a existência do genomovar I/II, com 

alto grau de heterogeneidade para o gene. Estes resultados permitiram estudos 

sobre a investigação e análise de múltiplos genes para genotipagem de cepas 

de F. columnare.  

Em abordagem epidemiológica realizada por LaFrentz et al., (2018) foi 

observada intima relação entre o hospedeiro e grupos genéticos de cepas de F. 

columnare. Ao realizar análise filogenética multiloccus com os housekeeping 

genes 16S rRNA, trpB, gyrB, dnaK, tuf, atpA e rpoD foi identificado a formação 

de quatro grupos genéticos cuja incidência varia em diferentes espécies de 

peixes, sendo o gene dnaK o que apresentou maior suporte e agrupou de 

maneira mais robusta os grupos genéticos. 
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Em estudo realizado por Ashrafi et al., (2015), foi identificada 

diversidade genômica entre isolados da Finlândia pertencentes ao genomovar 

I, como diferenças no genoma e na patogenicidade dos isolados. 

Recentemente, LaFrentz et al., (2019) padronizaram uma reação para a PCR 

multiplex que rapidamente pode distinguir os fragmentos de bandas gerados 

entre os grupos genéticos e uma rápida genotipagem de baixo custo para 

monitorar a diversidade genética de F. columnare.  

 

2.5 Pacu (Piaractus mesopotamicus) Holmberg 1887 

O pacu é um peixe nativo do Brasil, com distribuição por toda a Bacia 

do Prata e Bacia dos rios Paraná-Paraguai. Possui hábito alimentar onívoro, 

com a alimentação diversa, desde crustáceos e matéria vegetal como folhas, 

frutos e sementes (Rodrigues et al., 2016). Com a pesca extrativista, os 

estoques populacionais naturais têm sido reduzidos drasticamente, fato que 

impulsiona a criação desta espécie em todos os estados brasileiros.  

É a segunda espécie nativa mais produzida no Brasil, pois apresenta 

características produtivas desejáveis, como carne saborosa e de alto valor 

comercial. Em sistema produtivo aceita bem dietas artificiais, possui rápido 

crescimento e rendimento no processamento, com 46,73% de filé sem pele; 

16,57% de cabeça e 88,98% de rendimento de carcaça, por isso, a espécie é 

amplamente produzida em todas as regiões do Brasil (Vaz et al., 2000; Silva et 

al., 2012; Valladão et al., 2018).   

A produção brasileira de pacu em 2019 foi de 14.562 toneladas 

(PEIXEBR, 2019). Todavia, mesmo com o constante crescimento da produção 

de pacu no Brasil, a atividade apresenta entraves por problemas relacionados 

às doenças, as quais provocam danos, muitas vezes irreversíveis, aos tecidos 

dos peixes e uma elevada taxa de mortalidade, com consequentes prejuízos 

econômicos (Sebastião et al., 2015). Dentre as bactérias que acometem a 

espécie, destaca-se a F. columnare, que provoca danos à superfície corporal e 

brânquias do peixe, muitas vezes irreversíveis e que provocam o desestímulo 

da atividade. 
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3. OBJETIVO GERAL 

O objetivo deste estudo foi realizar a genotipagem de F. columnare por 

PCR-RFLP utilizando polimorfismo do gene 16S e investigar a atividade 

antimicrobiana desta cepa frente aos antimicrobianos oxitetraciclina, florfenicol, 

tianfenicol, enrofloxacina e da combinação deles, bem como verificar a 

virulência da cepa através da infecção experimental em juvenis de pacu.  

 

3.1. Objetivos Específicos 

 Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

bactericida mínima (CBM) dos quatro antimicrobianos mais utilizados na 

piscicultura brasileira para o tratamento de bacterioses. 

 Avaliar a atividade antimicrobiana da combinação do florfenicol com a 

oxitetraciclina, tianfenicol e enrofloxacina, bem como do tianfenicol com 

a oxitetraciclina e enrofloxacina e da oxitetraciclina com a enrofloxacina. 

 Realizar a genotipagem de uma cepa de F. columnare pela técnica de 

PCR-RFLP para identificar o genomovar da bactéria. 

 Elaborar a árvore filogenética a partir de amplificado do gene 16S rDNA. 

 Verificar a virulência da cepa de F. columnare através da infecção 

experimental por imersão em pacu. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Cepa bacteriana e condições de crescimento 

A cepa de Flavobacterium columnare (DV001) foi obtida de úlceras 

cutâneas de tilápia-do-Nilo com sinais clínicos característicos de columnariose. 

A bactéria foi identificada pelo Laboratório de Microbiologia e Parasitologia de 

Organismos Aquáticos do Caunesp como agente causador de surto em uma 

piscicultura localizada no estado de São Paulo no ano de 2018. A bactéria foi 

cultivada em placas contendo meio Shieh (Shieh, 1980) suplementado com 

trombamicina (Annemie Decostere et al., 1997) por 24 horas a 25ºC. Após o 

período de crescimento foi realizada a caracterização morfológica das colônias, 
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através da técnica da coloração de Gram. A bactéria foi identificada como 

bacilo Gram negativo longo e fino, sugerindo tratar-se de F. columnare. A 

identificação da espécie foi realizada através do sequenciamento do gene 16S-

23S pelo Centro de Recursos Biológicos e Biologia Genômica (CREBIO) da 

Unesp, Jaboticabal, SP. A sequência parcial da região 16S-23S foi depositada 

no Genbank sob o número de acesso MW186708. A cepa bacteriana foi 

armazenada em solução de glicerol (concentração final de 20% (v/v)) a -80ºC, 

em criotubos estéreis, identificada e estocada no banco de cepas do 

Laboratório de Microbiologia e Parasitologia de Organismos Aquáticos do 

Caunesp. 

 

4.2 Infecção experimental e dose letal (DL-50%) de F. columnare para 

Piaractus mesopotamicus 

O estudo da patogenicidade em pacus foi aprovado pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA), da Escola de Ciências Agrárias e 

Veterinárias da Universidade Estadual Paulista (Unesp), Jaboticabal, São 

Paulo, Brasil, sob o protocolo número 350 / 21. Esta aprovação foi condizente 

com os princípios éticos propostos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal.  

 Para o ensaio da DL-50%, a fim de estabelecer a dose bacteriana que 

mata 50% da população, foram utilizados 40 pacus saudáveis oriundos de 

piscicultura comercial, com peso médio de 264,8 ± 74,6 g e comprimento total 

de 23,5 ± 1,9 cm, os quais foram divididos em oito tanques (120 L), com 

aeração e renovação de água constante. Foram utilizados dois tanques para 

cada concentração (102, 104 e 106 UFC/ml), com oito peixes em cada. Os 

peixes foram aclimatados durante 15 dias às condições laboratoriais antes do 

experimento. Durante este período, foram alimentados diariamente com ração 

comercial para peixes onívoros (Laguna, Socil-ADM) na quantidade de 3% do 

peso vivo. Para o preparo das doses infectantes, a cepa foi cultivada em caldo 

Shieh por 24 horas com agitação constante de 150 rpm em agitador orbital. 

Após o período de incubação, o caldo foi centrifugado (4ºC, 1400 xg), o pellet 

formado foi lavado três vezes com PBS, diluído em PBS e a concentração 
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bacteriana foi ajustada em espectrofotômetro (Unico®) pela análise de 

absorbância do inóculo a 540 nm. Para confirmar a concentração bacteriana 

testada, diluições fator 10 de cada dose foram semeadas em meio de Shieh em 

duplicata. Deste modo, 150 ml das suspensões bacterianas a serem testadas 

foram adicionadas em 5 L de água, os peixes foram colocados neste recipiente 

contendo a bactéria por 40 minutos. Os peixes do grupo controle foram 

expostos ao PBS pelo mesmo período. Durante o período de exposição à 

bactéria, os peixes receberam aeração constante e foram brevemente imersos 

em água limpa (sem bactéria) antes de retornarem aos tanques. O 

monitoramento foi realizado por 15 dias, com a retirada dos peixes mortos ou 

até que as mortalidades apresentassem um “platô” e a mortalidade cumulativa 

para cada dose pudesse ser calculada, sendo selecionado um indivíduo 

“moribundo” para reisolamento do agente microbiano. 

.  

4.3. Identificação molecular 

4.3.1. Extração de DNA 

A cepa de F. columnare foi semeada em placas contendo meio Shieh e 

incubadas a 28ºC por 48h e o DNA extraído através do kit de extração de DNA 

da Quiagen (DNeasy Blood and Tissue Kit), conforme as instruções do 

fabricante (Qiagen, 2020). 

 

4.3.2. Reação em cadeia da polimerase (PCR)  

O DNA extraído foi avaliado em espectrofotômetro NanoDrop (Thermo 

Fisher®) para observação da concentração e mensuração da absorbância a 

230, 280 e 260 nm para estabelecimentos das relações 230/260 e 280/260 

indicando contaminantes por solventes orgânicos e proteínas respectivaente. A 

técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada utilizando o 

primer forward universal UN-20 (5’-GCCCTAGTTACCAGTTTTAC-3’) (Triyanto 

& Wakabayashi, 1999) e o primer reverso redesenhado por Darwish & Ismaiel 

(2005) R1438 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’), para obtenção de 

amplicons de aproximadamente 1.450 pb do gene 16S rRNA. Os ciclos e 
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temperatura de anelamento foram adotados de acordo com recomendações 

para o uso do kit da enzima “Platinum II” Taq Hot-Start DNA Polymerase 

(Invitrogen) sendo desnaturação inicial à 94ºC por dois minutos, 30 ciclos de 

94ºC, 60ºC e 68ºC por 15 segundos cada, após os 30 ciclos a reação é 

resfriada se mantendo por 4ºC. 

 

4.3.3. Genotipagem pela técnica PCR-RFLP 

Para identificação de marcadores moleculares, foi utilizado o método 

do Polimorfismo de Comprimento de Fragmento (RFLP) descrito em estudos 

anteriores (Darwish & Ismaiel, 2005; Evenhuis et al., 2016; Olivares-Fuster et 

al., 2007). Para tal, o produto da PCR do gene 16S rRNA foi utilizado em 

reação com endonuclease Hae III (New England, Biolabs), de acordo com 

recomendações do fabricante foram utilizadas uma unidade da enzima em 

reação à 37ºC por uma hora. O uso desta técnica demonstra perfis de bandas 

claramente distintos entre os genomovars de F. columnare (Tryianto & 

Wakabayashi, 1999). Após a reação de digestão com a endonuclease, 

fragmentos de DNA foram corados com 1 µL de florescência para DNA de fita 

dupla (dsDNA) em gel de eletroforese de agarose (Nancy-520, Sigma-Aldrich) 

e submetidos a eletroforese em gel (1,5% agarose). A eletroforese foi realizada 

a 100V por 1 hora. O gel resultante foi fotografado sob a luz UV utilizando 

scanner de gel (Loccus Biotecnologia). 

 

4.4 Análise filogenética do gene 16S rRNA de F. columnare 

Para a análise filogenética, Os eletroferogramas obtidos pelo 

sequenciamento dos amplicons (senso e antisenso) dos genes 16S rRNA de F. 

columnare. Os amplicons foram utilizados para montar uma sequência 

consenso utilizando o software BioEdit (Hall, 1999), após verificação da 

qualidade das bases sequenciadas pelo software FinchTV. A correção das 

sequências foi realizada manualmente, após análise de confiabilidade (Q ≥ 10). 

A sequência foi alinhada com sequências de F. columnare representando os 

quatro grupos genéticos para a matriz de dados com a sequência do gene 16S 
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rRNA. O estudo buscou incluir apenas sequências de isolados no qual o 

genomovar foi aferido pela técnica PCR-RFLP assim como estirpes 

caracterizadas em quatro grupos genéticos do estudo de LaFrentz, et al. 

(2018). Sequências de Flavobacterium aquatile (NR_112978) e Flavobacterium 

psychrophilum (MN653384) foram utilizadas como grupo externo. O 

alinhamento foi realizado pelo o software online Mapfft online (mafft.cbrc.jp). A 

matriz contendo sequências de F. columnare obtidas a partir da base de dados 

GenBank foi “trimada” e utilizada para análise bayesiana, com o software 

MrBayes 3.2.7 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) após verificação do modelo 

evolutivo que o grupo de sequências apresentava para o gene, utilizando a 

informação Akaikee geradas pelo software JModelTest2 (Darriba et al., 2012). 

Os arquivos gerados pela análise bayesiana foram editados e enraizados no 

software FigTree 3.2. 

 

4.5. Teste de susceptibilidade antimicrobiana 

A cepa de F. columnare foi semeada em placas contendo meio Shieh 

com o objetivo de determinar a atividade antimicrobiana in vitro (Concentração 

inibitória mínima – CIM e concentração bactericida mínima – CBM) da 

oxitetraciclina, florfenicol, tianfenicol e enrofloxacina. O Clinical Laboratory 

Standards Institute (CLSI) recomenda o uso de caldo Mueller-Hinton com 

cátions ajustados (CAMHB) para testes de susceptibilidade antimicrobiana para 

padronizar os resultados obtidos por diferentes laboratórios, entretanto, este 

não fornece condições para o crescimento de F. columnare, fato que foi 

confirmado por testes preliminares, sendo utilizado o meio diluído 1:5 

(DCAMHB) seguindo recomendações de Gieseker et al., (2016). 

Primeiramente, foi determinada a CIM dos antimicrobianos contra uma 

cepa padrão de Referência ATCC (American Type Culture Collection) E. coli 

(ATCC25922), utilizada como controle de qualidade (Darwish et al., 2008; 

Gieseker et al., 2016; Assane et al., 2019.) 

Todas as CIMs foram determinadas em placas de micro titulação de 96 

poços, estéreis e com tampa e fundo em forma de U; com base na metodologia 
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de microdiluição em caldo, como recomendado pelo CLSI (CLSI, 2014), com 

três réplicas. 

 

4.5.1. Preparo do inóculo 

Para o preparo do inóculo, seguimos a metodologia de Darwish (2008), 

com pequenas modificações, como o uso de placas contendo o meio de Shieh 

e o tempo de crescimento em estufa bacteriológica de 44-48 horas a 28º C. 

Para o preparo do inóculo, colônias de F. columnare foram transferidas para 

um recipiente contendo solução salina de 0,85% (NaCl). O conteúdo foi 

vortecado e 2 ml da porção homogênea da solução foram coletados (após os 

aglomerados celulares típicos desta espécie de bactéria serem depositados 

naturalmente no fundo) e o plaqueamento realizado em placas de Ágar Shieh.  

Estudos preliminares foram realizados para testar o tempo de cultivo 

das colônias para facilitar a decantação dos aglomerados bacterianos (clumps). 

O ajuste da concentração bacteriana do inóculo inicial de 108 UFC ml-1 foi 

realizada em espectrofotômetro (Unico®), utilizando leitura da absorbância no 

comprimento de onda de 540nm e se necessário à adição de solução salina 

estéril para ajuste. Para verificar a concentração do inóculo, foram realizadas 

diluições seriadas fator 10 em salina, o conteúdo vortecado e plaqueado, 

dispensando-se 100 ul das diluições em Agar Shieh com a contabilização das 

colônias após 48 horas. 

 

4.5.3. Soluções estoque dos antimicrobianos 

Foram preparadas soluções estoque dos antimicrobianos tianfenicol 

(TAP, lote: BCBP3008V, ≥99.0% pureza, Sigma-Aldrich), oxitetraciclina (OTC, 

lote: BCBG9599V, ≥95.0% pureza, Sigma-Aldrich), florfenicol (FFC, lote: 

MKBV1157V, ≥99.0% pureza, Sigma-Aldrich), e enrofloxacina (ENRO, lote: 

BCBM5502V, ≥98.0% pureza, Sigma-Aldrich) seguindo as recomendações dos 

fabricantes. Os antimicrobianos foram dissolvidos em água (ENRO), etanol 

(FFC e TAP) ou metanol (OTC) e diluídos em água para se obter as 
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concentrações de: 5.120 µg ml-1 (OTC e TAP), 1.280 µg ml-1 (FFC) e 1.000 µg 

ml-1 (ENRO). As soluções foram armazenadas em ultrafreezer -80º C. 

 

4.5.6. Concentrações mínima inibitória e bactericida 

Para testar a susceptibilidade da bactéria aos antimicrobianos 

selecionados, foi realizado o teste de microdiluição em caldo (Muller, 2006). 

Todas as CIMs foram determinadas em placas de micro titulação de 96 poços, 

estéreis com tampa e fundo em forma de U, com base na metodologia de 

microdiluição em caldo (CLSI, 2014), com duas réplicas. Para isto, as soluções 

estoque dos antimicrobianos foram diluídas em DCAMHB para obter-se a 

concentração final de 32 ug ml-1 para TAP e OTC, 64 ug ml-1 para FFC e 4 ug 

ml-1 para ENRO. Estas concentrações foram calculadas para serem duas 

diluições maior que a maior concentração testada no experimento, após 

diluição seriada fator 2 dos fármacos até o décimo poço da placa e inoculação 

da microplaca com 100 ul por poço do inóculo bacteriano na concentração de 

106 UFC ml-1 totalizando 200 ul por poço. Em seguida, as placas foram 

incubadas em estufa bacteriológica por 48 horas a 28ºC. Os valores de CIM 

foram determinados pela inspeção visual de cada poço da placa, sendo 

considerada como a CIM a menor concentração do antimicrobiano que sem 

crescimento bacteriano visível. 

Para determinar as concentrações bactericidas, os três poços com a 

menor concentração do fármaco, sem crescimento bacteriano visível, foram 

plaqueados em duplicata, com auxilio de alça de Henle. Depois de 48 horas de 

incubação a 28ºC em placas aguar Shieh, foi avaliado o crescimento 

bacteriano. Foi considerada CBM a menor concentração de antimicrobiano sem 

crescimento após a incubação. 

Os valores de corte epidemiológicos de CIM (ECVs) para F. columnare, 

estabelecidos pela CLSI (2020b) foram usados para categorizar a cepa como 

tipo não selvagem (NWT) ou tipo selvagem (WT) com base nos valores de 

CIMde cada antimicrobiano. Devido à falta de critérios padronizados para 

interpretar a AST de TAP contra F. columnare, critérios alternativos, baseados 
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em pontos de corte derivados de dados microbiológicos, farmacocinéticos 

(usando doses clínicas aceitas) e farmacodinâmicas foram usados para 

categorizar o isolado como suscetível (CIM≤ 8 µg ml-1) ou resistente (CIM> 8 

µg ml-1) a TAP (Assane et al., 2019). 

 
4.5.7. Teste da combinação dos antimicrobianos (sinergismo: checkerboard) 

Os antimicrobianos foram avaliados quanto à relação sinergica entre 

eles em pares, estes dados fornecem subsidios para a redução do volume de 

antimicrobianos aplicados na aquicultura. Para isto os valores de CIM 

determinados na etapa preliminar foram utilizados para realizar novas diluições 

das soluções estoque dos antimicrobianos testados, seguindo o método 

descrito por Leber (2016). Para isto, as soluções estoque dos fármacos foram 

diluídas em meio DCAMHB para obterem-se concentrações três vezes maiores 

que a maior concentração testada. O meio DCAMHB foi inoculado objetivando 

a concentração de 106 UFC ml-1 e utilizado para inocular microplacas de 96 

poços estéreis, com tampa e fundo em “U” contendo as concentrações dos 

antimicrobianos em diluição fator 2 dispostos de maneira horizontal para o 

antimicrobiano A (todas as linhas com a mesma dosagem do antimicrobiano A) 

e o antimicrobiano B diluído em sentido vertical (todas as colunas com a 

mesma concentração de B), sendo distribuídos 50 ul de cada fármaco diluído 

no respectivo poço. Em cada placa a primeira linha e a primeira coluna 

continham os antimicrobianos A e B isolados. Para identificar a atividade 

sinérgica, os limites foram determinados pela inspeção visual dos poços de 

menor concentração e que não apresentaram crescimento microbiano após 

24/48 horas. A concentração inibitória fracionada (FIC) foi calculada pela 

equação: 

𝐹𝐼𝐶𝑋 =  
𝑀𝐼𝐶 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑏𝑖𝑎𝑛𝑜 𝑥 𝑛𝑎 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜

𝑀𝐼𝐶 𝑑𝑜 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑏𝑖𝑎𝑛𝑜 𝑥 𝑖𝑠𝑜𝑙𝑎𝑑𝑜
 

O índice da FIC (FICI) dos antimicrobianos combinados foi determinado 

a partir da somatória da FIC dos antimicrobianos A e B (Leber, 2016). Os 

valores obtidos foram interpretados a partir do critério interpretativo proposto 

pela EUCAST (European Committee for Antimicrobial Susseptibility Testing) 
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(EUCAST, 2000), caracterizando as relações entre os fármacos como 

sinérgica, antagônica, indiferente e aditiva. 

 

5. Resultados 

5.1. Infecção experimental e dose letal (DL-50%) de F. columnare para 

Piaractus mesopotamicus 

O valor da DL-50% foi calculado a partir da porcentagem cumulativa de 

mortalidade de cada grupo experimental infectado. A concentração do incóculo 

bacteriano que causou a mortalidade de metade dos indivíduos (n = 4) foi de 

150 ml de inóculo com concentração aproximada de 1 x 102 UFC / ml-1 em 5 L 

de água. Os peixes infectados com a bactéria apresentaram letargia 24 horas 

após imersão na água contendo a bactéria, com aparecimento de manchas 

acinzentadas na região dorsal e congestão (Figura 1).  

A mortalidade teve início 48 horas após a imersão, atingindo o “platô” 

com a última mortalidade registrada após 96 horas. Para os peixes infectados 

com inóculos das concentrações de 104 e 106 foi observado mortalidade de  

seis e sete indivíduos respectivamente.  

Para confirmar a mortalidade dos peixes pela bactéria, foi realizado o 

reisolamento bacteriano do rim craniano e úlceras localizadas na superfície 

corporal de um pacu moribundo e o material semeado em placas contendo 

meio Shieh. As placas foram colocadas para crescimento em incubadora 

bacteriológica a 28º C por 48 horas. Após a obtenção de colônias puras 

características da bactéria, o DNA genômico foi extraído e o gene 16S 

sequenciado confirmando a infecção pela bactéria. Nenhuma mortalidade foi 

observada nos peixes do grupo controle (PBS). 
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.  

Figura 1. Piaractus mesopotamicus apresentando lesões características de 

columnariose. A - Colônização das brânquias, B, C e D manchas acinzentadas 

por toda a superfície corporal. 

 

5.2. Genotipagem pela técnica PCR-RFLP. 

Após a reação de amplificação para o gene 16S rRNA utilizando 

metodologia descrita por Darwish & Ismaiel (2005) e a visualização do produto 

amplificado com aproximadamente 1450 pb (Figura 2ª) por eletroforese gel 

agarose 1%, foi realizada a digestão com a endonuclease HaeIII (New 

England, Bio Labs), os fragmentos obtidos (Figura 2) foram visualizados por 

eletroforese gel agarose 1,5% demonstrando perfil correlato ao genomovar II. 

O perfil gerado pela reação de digestão foi comparado aos perfis dos três 

genomovars documentados por Darwish e colaboradores (2005), estudo que 

utilizou o mesmo primer reverso com a amplificação de um fragmento de 

aproximadamente 1450 pb. 
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Figura 2a. Eletroforese em gel agarose 1% com visualização de produto 

amplificado do gene 16S rRNA, utilizando os primers UN-20 (Tryianto e 

Wakabayashi (1999) e R1438 (Darwish e Ismaiel, 2005), Linha 1: marcador de 

peso molecular 1Kb Plus (Invitrogen); Linha 2 produto amplificado da cepa 

amostrada (DV001) apresentando banda de aproximadamente 1450 pb . 
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Figura 2b. Eletroforese em gel agarose 1,5% perfil de restrição gerado após 

digestão com enzima HaeIII (New England, BioLabs) utilizando amplificado do 

gene 16S, cepa demonstrou padrão de fragmentos correlato ao genomovar II. 

Linha 1 e 2: cepa DV001 (Flavobacterium columnare) Linha 3: marcador de 

peso molecular 1Kb Plus (Invitrogen). 

 

5.3. 4.4 Análise filogenética do gene 16S rRNA de F. columnare 

Sequencia parcial do gene 16S rRNA de 1318 pb de F. columnare, 

obtido com os primers UN-20 e R1438 (Darwish & Ismaiel, 2005; Triyanto & 

Wakabayashi, 1999) foi gerada pela sequencia consenso entre os amplicons 

senso e antisenso sequenciados, a sequencia foi analisada e corrigida 

manualmente com auxilio do software FlinchTV e depositada na base de dados 

do genbank sob o numero de acesso NW732243, para a construção da árvore 

filogenética (Figura 4), através de análise bayesiana, utilizando-se o “software” 

MrBayres (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). Alterações nos parâmetros para 

inferência filogenética foram adotados de acordo com informação Akaikee 

obtida através do “software” JModelTest2 (Darriba et al., 2012). Para a 

reconstrução filogenética foram selecionadas sequências do gene 16S rDNA 

de F. columnare depositadas no GenBank, abrangendo os quatro grupos 

genéticos diferentes localidades, os quais formaram quatro grandes clados com 

bootstrap >70, separando-os grupos genéticos, foi observado que a F. 

columnare deste estudo agrupou-se com o clado com cepas do GG4, formado 

prioritariamente  por isolados tailandeses, encontrados em Tilápias 

caracterizados no estudo de Dong et al., (2015). O clado formado apresentou 

bootstrap (90%). 
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Figura 4. – Árvore filogenética construída com sequência do gene 16S de F. 

columnare utilizando os primers UN-20 e R1438 (Darwish & Ismaiel, 2005; 

Triyanto & Wakabayashi, 1999) e sequencias de isolados de F. columnare 

depositadas no GenBank. Informações nos braços referem-se ao número de 

acesso do banco de dados do GenBank, ao nome da estirpe e (genomovar), 

números nos nós representam os valores de “bootstrap” para 10.000 gerações, 

modelo selecionado foi TPM3+I, Flavobacterium aquatile (NR_112978) e 

Flavobacterium psychrophilum (MN653384) foram utilizadas como grupo 

externo e enraizadas com o software FigTree v1.4.4, flecha indica a sequencia 

da estirpe estudada (DV001). 

 

5.1. Teste de sensibilidade antimicrobiana 

A concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 

mínima (CBM) dos três antimicrobianos para a cepa controle de qualidade, 

Escherichia coli (ATCC® 25922TM) em DCAMHB foi de 0,031 µg ml-1, 0,5 µg 

ml-1, 4 ug ml-1 e >8 µg ml-1 para ENRO, OTC, FFC e TAP respectivamente. Os 

valores identificados encontraram-se dentro dos publicados para o organismo 

controle de qualidade para o meio integral (CLSI, 2015; Assane et al., 2019) e o 

meio diluído DCAHB (Gieseker et al., 2012, 2016).  

A cepa apresentou susceptibilidade a TAP (Assane et al. 2019) e foi 

caracterizada como selvagem em relação aos demais antimicrobianos (FFN, 

ENRO e OTC) (CLSI 2020b). O cálculo da concentração bacteriana no inóculo 

do teste foi de aproximadamente 2,7 x 106 seguindo recomendações da CLSI, 

os valores da CIM foram os mesmos para 24 ou 48 horas de incubação e todos 

os controles apresentaram crescimento visual a partir de 24 horas a 28ºC. Os 

valores de CIM e CBM para a cepa de F. columnare em DCAMHB foram 0,062 

µg ml-1 tanto CIM quanto CBM frente a ENRO, CIM 0,062 µg ml-1 e CBM 0,125 

µg ml-1 para OTC. Os valores da CIM para TAP e FFC foram de 2 µg ml-1 e 0,5 

µg ml-1 respectivamente, apresentando atividade bacteriostática, não foi 

possível identificar a concentração bactericida para os dois antimicrobianos 

pois a mesma foi maior que a maior concentração testada (8 µg ml-1 e 2 µg ml-

1). 
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5.1.1 Teste da combinação dos antimicrobianos (sinergismo: 

checkerboard) 

Para o teste de sinergismo, os quatro antimicrobianos foram testados 

contra F. columnare, seguindo o método descrito por Leber (2016). Os valores 

mostraram efeito sinérgico (ΣFIC = 0,5) entre o TAP e a ENRO, reduzindo o 

valor da CIM em duas vezes tanto para a ENRO quanto para o TAP. Efeito 

aditivo (ΣFIC = 0,75) foi identificado na combinação de FFC e TAP e efeito 

antagônico para OTC e ENRO (Tabela 1). 
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Tabela 1. - Atividade antimicrobiana in vitro de diferentes combinações e concentrações de florfenicol (FFC), tianfenicol (TAP), 

oxitetraciclina (OTC) e enrofloxacina (ENRO) contra F. columnare.  

Cepa CIM do 

antimicrobiano 

isolado (µg ml-1) 

CIM (ug ml-1) em 

combinação 

Concentração inibitória 

fracionada (FIC)  

 Atividade 

FFC OTC FFC + OTC FFC OTC ΣFIC  

F
la

v
o

b
a

c
te

ri
u

m
 c

o
lu

m
n

a
re

 (
M

W
1

8
6
7

0
8

) 

0,031 0,496 0,031 + 0.0155 1 0,0312 1,0312 IND 

  0,031 + 0.124 1 0,25 1,25 IND 

FFC TAP FFC + TAP FFC TAP   

0,062 2 0,031 + 0.5 0.5 0,25 0,75 ADTV 

  0,031 + 1 0.5 0,5 1 IND 

  0,0155 + 2 0.25 1 1,25 IND 

FFC ENRO FFC + ENRO FFC ENRO   

0,062 0,122 0,062 + 0,0155 1 0,127 1,127 IND 

  0,062 + 0,122 1 1 2 IND 

TAP ENRO TAP + ENRO TAP ENRO   
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2 0,124 0.5 + 0,031 0,25 0,25 0,5 SYN 

  1 + 0,031 0,5 0,25 0,75 ADTV 

  2 + 0,00775 1 0,06 1,06 IND 

TAP OTC TAP + OTC TAP OTC   

2 0,062 1 + 0,031 0,5 0,5 1 IND 

  2 + 0,00775 1 0,125 1,125 IND 

OTC ENRO OTC + ENRO OTC ENRO   

0,062 0,155 0,062 + 0,031 1 2 3 ANT 

TAP: Thiamphenicol, OTC: Oxitetraciclina, ENRO: Enrofloxacina, FFN: Florfenicol, IND: Indiferente, ADTV: Aditiva, SYN: Sinérgica, 

ANT: Antagônica, critérios interpretativos dos valores de ΣFIC para caracterização da atividade de interação entre os fármacos 

foram adotados de acordo com EUCAST (European Committee for Antimicrobial Susseptibility Testing) (EUCAST, 2000). 
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6. DISCUSSÃO 

Nosso estudo foi pioneiro em comprovar a patogenicidade de F. 

columnare no pacu por imersão. Os resultados demonstraram que a DL50% foi 

alcançada com dose bacteriana muito pequena (2 UFC/ml-1), e sem o uso de 

métodos abrasivos antes da imersão em solução bacteriana, o que facilita a 

reprodução do método e garante resultados mais estáveis. Em estudo 

desenvolvido por Bader et al., (2003) comparou-se os métodos de abrasão e 

não abrasão em bagre americano (Icatalurus punctatus), antecedendo o 

desafio por imersão com F. columnare. Os autores observaram que o grupo 

que não sofreu abrasão apresentou mortalidade significantemente menor (no 

estudo foi testada a dose de 1 x 108 UFC / ml-1) com sobrevivência de 60% dos 

indivíduos. Pode-se comparar a diferença entre a dose utilizada no estudo 

acima citada e na utilizada em nosso estudo, ressaltando a virulencia elevada 

da cepa circulante em uma das espécies de peixe mais produzidas no Brasil. 

Corrobando relatos sobre o elevado potencial de virulência de cepas 

pertencentes ao genomovar II em países de clima tropical (Klesius et al., 2008; 

Shoemaker et al., 2008). 

Em estudo realizado por LaFrentz et al., (2018) foi identificado 

associações entre os GGs e tipo de hospedeiro ao realizar inferencias 

filogenéticas baseadas no gene 16S-rRNA e outros housekeeping genes. O 

estudo demonstrou a possibilidade de identificação da linhagem através de 

inferências filogenéticas.  

A árvore filogenética do gene 16S rRNA gerada por análise bayesiana 

revelou agrupamento da cepa estudada com estirpes do GG4 caracterizadas 

na Taiândia por Dong et al., (2015), apresentando bootstrap de 90%. Notou-se 

a diversificação da cepa estudada ao observar homologia com as estirpes 

(CUVET) e o restante dos isolados do GG4. Esta linhagem foi documentada 

pela primeira vez neste estudo, em um surto em tilápia-do-Nilo no Brasil, 

reforçando a especificidade de isolados do GG4 em tilápias (LaFrentz et al., 

2018). Estes resultados são de extrema importância, pois de acordo com a 

classificação proposta recentemente, sugere-se que os diferentes GGs possam 
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a vir separar-se em espécies, segundo resultados levantados por 

Kayansamruaj et al., (2017), sobre análises de diversidade genômica e 

patogenicidade entre isolados de diferentes GGs. Também foram identificadas 

diferenças no tamanho do genoma, que diferiram muito quando comparando as 

estirpes Tailândesas NK01, 1215, 1214.  

Aparentemente, o GG4 tem distribuição documentada em países 

asiáticos e latino americanos, tendo como principal hospedeiro a tilapia-do-Nilo, 

(LaFrentz et al., 2018). Através de inferência filogenética do gene 16S rRNA 

observou-se uma distância filogenética entre a cepa brasileira e de outras 

cepas do grupo genético 4, levantando a hipótese sobre o grau elevado de 

diversidade genética entre os isolados brasileiros, contudo dados sobre a 

sequências de cepas brasileiras brasileiras de F. columnare são escassos, uma 

vez que apenas sequências da cepa BZ estão depositadas na base da dados 

da NCBI. 

Nossos resultados diferem de Barony et al., (2015), que caracterizaram 

geneticamente cepas que acomentiam diferentes pisciculturas no Brasil, e 

foram identificadas com similaridade filogenética (caracterizadas como 

genomovar II) com isolados dos Estados unidos (GG2), e a nossa, com cepa 

da Tailândia e Costa Rica (GG4). Ressalta-se a importância do uso de 

ferramentas moleculares e sequenciamento de importantes genes, aliados a 

testes de susceptibilidade antimicrobiana e virulência de isolados de F. 

columnare de diferentes pisciculturas brasileiras, para o monitoramento 

epidemiológico sobre a columnariose no Brasil, buscando estratégias que 

mitiguem o impacto causado por ela nos diferentes sistemas produtivos 

brasileiros. 

A padronização dos testes de susceptibilidade antimicrobiana é 

necessária para a comparação entre os resultados obtidos em diferentes 

locais, com melhor entendimento da concentração de um determinado 

medicamento para o controle de diversas bactérias patogênicas na produção 

animal, assim como a identificação de cepas circulantes resistentes. O teste 

realizado neste estudo utilizou como controle de qualidade E. coli (ATCC® 

25922TM) e apresentou resultados dentro dos valores estabelecidos para a CIM 



29 
 

dos quatro antimicrobianos testados (CLSI, 2015; Gieseker et al., 2016; Assane 

et al., 2019) assegurando a confiabilidade do teste. Nossos resultados de CIM 

para F. columnare caracterizaram a cepa como tipo-selvagem (CLSI 2020b) 

aos três antimicrobianos testados (OTC, FFN e TAP), sendo susceptível a 

ENRO e com atividade bacteriostática para o tianfenicol e florfenicol com 

valores de CBM acima do estabelecido neste estudo. 

Foi realizado o teste de atividade sinergica in vitro contra a cepa 

estudada e como resultado, observou-se uma redução para ¼ do valor de CIM 

identificada para a ENRO e TAP com a concentração de 0,031 e 0,5 µg mL-1 

respectivamente. Atividade aditiva da combinação de FFC e TAP (ΣFIC = 0, 

75) e atividade antagônica de OTC e ENRO foram idenficadas neste estudo. 

Essas informações fornecem dados para planos alternativos para o controle de 

doenças bacterianas na aquicultura com a redução na concentração dos 

antimicrobianos utilizados e manutenção da eficácia dos mesmos (Assane et 

al., 2019).  

O estudo apresenta resultados inovadores sobre a atividade sinérgica 

in vitro de antimicrobianos com extenso uso na aquicultura mundial, entretanto 

novos estudos são necessários para verificar os riscos da propagação de 

bactérias resistentes, pelo risco da transferência horizontal de genes de 

resistência aos antimicrobianos à bactérias presentes no meio aquático 

(Kristiansson et al., 2011; Wintersdorff et al., 2016). Estudo realizado por Dong 

et al., (1999) avaliou o crescimento de inóculos bacterianos com alta 

concentração (1010 UFC mL -1) em placas contendo concentrações 

progressivas de fluoroquinolonas, simulando uma infecção aguda. Foi 

observado que em determinadas doses consideradas inibitórias as bactérias 

apresentavam um platô de crescimento e, em seguida outro pico de 

crescimento. Este platô refere-se ao estabelecimento de mutantes de primeiro 

passo como denomina o autor, sendo a concentração minima de prevenção 

destes mutantes (MPC) a menor concentração do fármaco que impossibilita o 

surgimento desta primeira população identificada no platô, e que a proporção 

do número destes mutantes de primeiro passo é distinta para cada espécie 

bacteriana.  
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Em outro estudo, realizado para mensurar valores de MPC de cinco 

antimicrobianos frente à bactéria causadora da doença respiratória em bovinos 

Mannhemia haemolytica, foi elaborado um ranking de potência de 

antimicrobianos testados, sendo identificado uma ótima relação MPC/CIM para 

a enrofloxacina, posicionando a molécula como a segunda mais potente dentre 

os cinco agentes antimicrobianos testados em relação à prevenção de 

mutantes de primeiro-passo (Blondeau et al., 2012).  

Em estirpes tailandesas de Flavobactreium columnare resistentes a 

quinolonas (QR), foi identificado que estas apresentavam mutações nos genes 

da gyrA e parC que codificam subunidades da gyrase e topoisomerase IV 

estruturas alvo das quinolonas e fluoroquinolonas. Esta aquisição de 

resistência em diferentes estirpes de F. columnare em paises asiáticos pode 

estar relacionada ao uso frequente de enrofloxacina e OXO nas pisciculturas 

(Mata et al., 2018). 

Outra ferramenta importante para avaliar a eficácia de um fármaco em 

relação à resistência aos antimicrobianos é a curva do tempo de morte que 

fornece dados complementares para analisar a dinâmica de fármacos na 

inibição do crescimento bacteriano (Foerster et al., 2015), sendo este um fator 

importante para a aquisição de resistência em populações microbianas (Liu et 

al., 2020). 

Portanto, fazem-se necessários estudos futuros para avaliar a eficácia 

de antimicrobianos em sinergia com outros visando analisar o surgimento ou 

não de mutantes resistentes, além de estudos in vivo, fornecendo informações 

que auxiliem em estratégias para atenuar os riscos de uso destas moléculas 

antimicrobianas na aquicultura. 

 Assim, este estudo foi pioneiro em caracterizar a genética da F. 

columnare circulante no Brasil, a qual foi caracterizada como pertencente ao 

grupo genético IV, bem como classificar a cepa como altamente virulenta, após 

a realização do desafio por imersão no pacu. Após a realização do teste de 

susceptibilidade aos antimicrobianos, a cepa foi classificada como tipo 

selvagem a todos os antimicrobianos testados, com sinergismo entre tianfenicol 

e a enrofloxacina, atividade aditiva com a combinação do florfenicol com 
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tianfenicol e antagonismo com a combinação da oxitetraciclina com a 

enrofloxacina.  
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