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RESUMO

A ocorréncia de doencas bacterianas representa restricdo a expansdo do cultivo intensivo de
beijupird  (Rachycentron candum) em tanques-rede e sdo tratadas normalmente com
administracdo  de  antibidticos, que usados inadequadamente podem provocar O
desenvolvimento de bactérias resistentes, chegar aos peixes selvagens, outros animais e afetar
piscicultores e consumidores do produto. Objetivou-se identificar a diversidade bacteriana
Gram-negativa, potencialmente patogénica multirresistentes a antibidticos e Gram-positiva,
potencialmente probidtica frente a Vibrio spp., isoladas do intestino de beijupira cultivado
offshore sob influéncia de distintos periodos do ano. Foram coletados dez alevinos e 30
juvenis, dos quais 82,5% exibiram indicios de infeccdo bacteriana e 47,5% de nefrocalcinose.
Das 72 linhagens Gram-negativas identificadas por bioquimicos, 86,11% apresentaram
concordancia com a classificacdo molecular. Foram descritas 18 espécies, 12 géneros e cinco
familias, Aeromonaceae, Neisseriaceae, Pseudomonadaceae, Vibrionaceae e
Enterobacteriaceae, sendo a Utima mais representativa (63,88%). As espécies mais frequentes
foram Enterobacter cloacae (27,78%) e Photobacterium damselae subsp. damselae (25%),
maior patdgeno do beijupird. 95,83% dos isolados foram resistentes a penicilina (6,25 g),
62,50% a ampicilina (10pg) e 15,28% a enrofloxacina (5 pg). 69,44% foram multirresistentes
aos antibidticos e a linhagem com maior indice de resisténcia maltipla a antimicrobianos
(MAR) foi da espécie E. cloacae (0,8571). Com relacdo as bactérias Gram-positivas, foram
isoladas 53 linhagens classificadas em 13 espécies, pertencentes as familias Enterococcaceae,
Paenibacillaceae, Staphylococcaceae, Streptococcaceae e Bacillaceae, sendo a Ultima mais
representativa na qual inclui Bacillus cereus, a espécie mais frequente (39,62%). 16,98% dos
isolados apresentaram atividade antibacteriana, produzindo halos de inibicdo que variaram de
9,33 + 0,58 a 28,77 = 0,25 mm, frente ao Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus e V.
alginolyticus.  As  espécies com atividade antibacteriana  foram  Staphylococcus
piscifermentans, S. lugdunensis, Bacillus spp., Enterococcus spp., E. faecium e Lactococcus
lactis subsp. lactis. E. faecium (33,33%) foi a espécie mais representativa, incluida no género
Enterococcus spp. responsdvel pelos maiores halos de inibicdo especialmente frente ao V.
vulnificus. O periodo do ano ndo influenciou significativamente (P > 0,05) na diversidade
bacteriana intestinal do beijupira, na multirresisténcia das Gram-negativas, nem no numero de
Gram-positivas com propriedades antimicrobianas. O intestino do R. canadum inclui bactérias
Gram-negativas potencialmente patogénicas para animais aquaticos e humanos, com elevadas
taxas de multirresisténcia aos antimicrobianos testados, Gram-positivas patogénicas
oportunistas para humanos e linhagens com atividade antimicrobiana frente a vibrios. As
espécies Gram-positivas identificadas sdo consideradas probioticas para outras espécies de
peixes e ap0Os os resultados encontrados nesse estudo, potenciais probidticas para beijupira
como alternativa profilatica e/ou terapéutica frente as vibrioses.

Palavras-chave: Rachycentron canadum, cobia, bacterioses, antibiograma, probidtico, rRNA
16S
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ABSTRACT

Bacterial diseases restrict the expansion of intensive sea cage cobia (Rachycentron canadum)
farming. They are usually treated with antibiotics, which in excess may lead to bacterial drug-
resistance. Antibiotic residue can also reach the wild fish or other animals, fish farmers and
fish consumers. In this study it was aimed to identify, by biochemical and molecular tests,
potentially pathogenic Gram-negative bacteria multi-resistant to antibiotics and potentially
probiotic Gram-positive bacteria isolated from farmed cobia intestine in different periods of
the year. Ten fingerlings and 30 juveniles were collected, of which 82.5% showed evidence of
bacterial infection and 47.5% of nephrocalcinosis. Biochemical and molecular identification
results agreed in 86.11% of the 72 Gram-negative strains isolated. There were identified 18
species, 12 genera and five families, Aeromonaceae, Neisseriaceae, Pseudomonadaceae,
Vibrionaceae and Enterobacteriaceae, the last one being more significant (63.88 %). The most
frequent species were Enterobacter cloacae (27.78%) and Photobacterium damselae subsp.
damselae (25%), greater pathogen to cobia. Antibiogram showed that 95.83% of the strains
were penicillin resistant (6,25 pg), 62.50% ampicillin resistant (10 ug) and 15.28%
enrofloxacin resistant (5 ug). Antibiotic multi-resistance was detected in 69.44% of the strains
tested and E. cloacae achieved the highest MAR rate (0.8571). Regarding Gram-positive
bacteria, 53 strains were obtained and classified in 13 species of the families Enterococcaceae,
Paenibacillaceae, Staphylococcaceae, Streptococcaceae e Bacillaceae. Bacillus cereus was the
most frequent species (39.62%) and Bacillaceae the most representative family. Antibacterial
activity was observed in 16.98% of the strains, which produced inhibition zones ranged from
9.33 £ 0.58 to 28.77 + 0.25 mm against Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus and V.
alginolyticus. Species presenting antibacterial activity were Staphylococcus piscifermentans,
S. lugdunensis, Bacillus spp., Enterococcus spp., E. faecium and Lactococcus lactis subsp.
lactis. Of these, E. faecium was the most significant species (33.33%) producing the largest
inhibition zones especially against V. vulnificus. Period of year was not significant (P > 0.05)
for cobia’s intestinal bacterial diversity, multidrug resistance of Gram-negative, or to the
quantity of Gram-positive with antimicrobial properties. Intestine from R. canadum contains
Gram-negative bacteria multi-drug resistant and potentially pathogenic to aquatic animals and
humans, and Gram-positive bacteria with antimicrobial activity against vibrios, which must
be considered as a prophylactic and/or therapeutic alternative against vibriosis in cobia
farming.

Keywords: Rachycentron canadum, cobia, bacteriosis, antybiogram, probiotic, 16S rRNA
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1. INTRODUCAO

A piscicultura marinha apresenta taxas de crescimento superiores a 17% ao ano em
todo o mundo (FAO, 2015b) e o beijupira, Rachycentron canadum (Linnaeus, 1766) é um
candidato promissor que pode alcancar de 4 a 6 kg no primeiro ano de cultivo, tem carne de
excelente qualidade, alta fecundidade, facilidade de desova e boa adaptacdo ao ambiente de
cultivo (BENETTI et al., 2010). No Brasil, estd presente em todo o litoral e ha iniciativa de
pesquisadores de instituicbes publicas em S&o Paulo, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do
Norte, Rio de Janeiro, Maranhdo, Ceard e Rio Grande do Sul, e esfor¢os de empresas privadas
para estabelecer a técnica de cultivo no pais (HAMILTON et al., 2013).

Dentre as dificuldades encontradas para cultivar o beijupira no Brasil, € possivel citar
escassez de laboratérios de diagnostico, prevencdo, controle das enfermidades e pesquisas
sobre doencas desse peixe (CAVALLI et al, 2011). A ocorréncia de doencas bacterianas
determina grandes prejuizos econbmicos, restricdo a expansdo do cultivo intensivo em gaiolas
e as vibrioses, fotobacterioses, micobacterioses, pseudomonoses, furunculoses e
estreptococoses ja acometem o beijupira, sendo controladas rotineiramente com administracao
de antibiéticos (MCLEAN et al., 2008; FIGUEIREDO e LEAL, 2008).

A via de administragdo antimicrobiana mais comum na aquicultura é adicionada a
racdo, porém grande parte das drogas ndo metabolizadas pelos animais vai para &gua nas
fezes. Estima-se que 75% dos antibioticos administrados para peixes Sao excretados
(BURRIDGE et al,, 2010), o que pode favorecer o desenvolvimento de bactérias resistentes,
reduzir a efetividade do tratamento, causar efeitos colaterais nos peixes cultivados, chegar a
outros organismos aquaticos, afetar piscicultores e consumidores finais (FORTT et al., 2007,
ROMERO et al, 2012). As consequéncias do antibidtico residual podem ser atenuadas se
terapias alternativas sustentaveis como vacinas, extratos de plantas e/ou probidticos forem
utilizadas na prevencao das bacterioses (VERSCHUERE et al., 2000; ROMERO et al., 2012).

Compreender as relagBes bactéria-hospedeiro, bactéria-ambiente e hospedeiro-
ambiente é importante para controlar agentes e prevenir doencas na piscicultura. A microbiota
do trato grastrointestinal dos peixes revela importantes informacGes acerca da digestéo,
nutricdo e controle de doencas (NAVARRETE et al, 2008). Dentre as abordagens
moleculares utilizadas para estudar a diversidade bacteriana associada ao peixe esta a analise

da sequéncia de nucleotideos do gene rRNA 16S, um método simples, habitualmente usado,
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que fornece assinaturas Unicas e se baseia na identificacdo do genoma, tornando possivel a
classificacdo e identificacdo de bactérias desconhecidas (TORTORA etal.,, 2012).
Objetivou-se reunir informacGes acerca da diversidade bacteriana potencialmente
patogénica multirresistentes a antibidticos e potencialmente probidtica frente a Vibrio spp.,
isolada do intestino de beijupira cultivado em sistema offshore sob influéncia de distintos

periodos do ano.



16

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Beijupira: biologia e aquicultura

Rachycentron canadum (Linnaeus, 1766), conhecido no Brasil como beijupira,
bijupira, pirambijd, cacdo de escamas ou peixe rei (FREIRE e CARVALHO-FILHO, 2009) e
internacionalmente como cobia, € um peixe teledsteo marinho pertencente a ordem
Perciformes da familia Rachycentridae. Pelagico e migratério pode ser encontrado tanto em
ambientes costeiros como em alto mar de oceanos tropicais, subtropicais e sazonalmente em
aguas temperadas (SHAFFER e NAKAMURA, 1989). Sua distribuicdo (Figura 1) abrange

uma area que favorece a aquicultura da espécie (FAO, 2015a).

Fonte: www.sciencefish.com

Figura 1. Distribuicdo mundial do beijupira, Rachycentron canadum
(Linnaeus, 1766).

O peixe (Figura 2) tem o corpo alongado, subcilindrico, com pequenas escamas
embutidas na pele grossa. Possui duas faixas prateadas ao longo do corpo, ligeiramente
onduladas anteriormente. A parte dorsal tem coloragdo marrom escuro, a lateral marrom
palido ou amarelado e o ventre branco. Possui cabecga larga e achatada, boca grande terminal
com projecdo maxilar inferior, dentes viliformes e pequenos olhos (FAO, 2015a; SHAFFER e
NAKAMURA, 1989).

Carnivoros, 0s beijupirds alimentam-se de invertebrados bentbnicos, crustaceos e
pequenos peixes 0sseos. Sdo solitarios, mas na época de desova podem formar grupos ou

associarem-se a peixes maiores, tubardes, raias e tartarugas marinhas (ARENDT et al., 2001;
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KAISER e HOLT, 2005). A maturacéo ¢ relatada nos machos de 1-2 anos e nas fémeas de 2-3
anos. A desova ocorre nearshore e offshore onde as fémeas liberam ovos de 1,4 mm de
diametro, que fecundados e vidveis sdo fortemente pigmentados, flutuantes, desenvolvem e

eclodem em aproximadamente 24 horas (FAO, 2015a).

Fonte: Barros (2012)

Figura 2. Alevinos de beijupiras coletados de bercarios

instalados em Ipojuca/PE.

Os peixes adultos selvagens atingem até 2 m de comprimento, 68 kg, toleram
variacdes térmicas de 16 a 32°C, com preferéncia a aguas acima de 20°C (KAISER e HOLT,
2005) e vivem em faixas de salinidade entre 22 e 44 (RESLEY et al., 2006). N&o apresentam
dimorfismo sexual externo, e a fémea costuma ficar maior que o macho. As faixas laterais sdo
mais acentuadas nos juvenis e obscurecem nos adultos. A média de vida € de 12 anos, mas ha
registro de beijupird com 15 (SHAFFER e NAKAMURA, 1989; FAO, 2015a).

De origem Tupi-Guarani, ‘“beij0” significa fécula de mandioca torrada (tapioca) e
“pira” de peixe. O Peixe beiju, de carne tdo boa quanto o beiji, possui carne branca de
excelente qualidade, textura firme e macia, rica em proteinas, altos niveis de acidos graxos
insaturados, vitamina E e aminoacidos (CHANG, 2003). A textura é pouco afetada pelo
congelamento (GONCALVES et al., 2014) e o segredo do sabor estd no teor de gordura, o
gual ¢ maior em peixes cultivados que em selvagens (CHUANG et al, 2010). Essa
caracteristica da carne explica a procura dos restaurantes e a apreciacdo de consumidores
quando o peixe é servido como sushis e sashimis (MIAO et al., 2009).

Acrescentada a qualidade da carne, o beijupird apresenta outras caracteristicas que o
diferencia e o torna um candidato para aquicultura, entre elas, sua elevada taxa de crescimento
(alcanca de 4-6 kg no primeiro ano de cultivo) (CORIOLANO e COELHO, 2012), alta
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fecundidade, facilidade de desova em cativeiro (ARNOLD et al., 2002), boa adaptacdo a
tanques e gaiolas (HOLT et al, 2007) e conversdo alimentar relativamente baixa (BENETTI
et al., 2010) de aproximadamente 1,5:1 em Taiwan (FAO, 2015a).

Beijupira foi cultivado primeiramente na Asia em Taiwan no ano de 1993 em sistema
de gaiolas em alto mar (LIAO et al., 2004). Atualmente a provincia produz 1.993 toneladas do
peixe e ha registro de producdo na Coldmbia (150 t), Vietnd (645 t), Panama (980 t) e China
(39.627 t), maior produtor da espécie (FAO, 2015b). O cultivo em escala comercial é mais
intenso nos paises Asidticos, mas ha iniciativas na Australia, llhas Marshall, Estados Unidos,
Porto Rico, Bahamas, Belize, Republica Dominicana, México e Brasil (BENETTI et al.,
2010; CAVALLI et al.,, 2011; NUNES et al.,, 2014a). Apds duas décadas a producdo mundial
chegou a quase 44 mil toneladas (Figura 3) (FAO, 2015b).
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Fonte: FAO (2015b)

Figura 3. Maiores produtores mundiais do beijupira, Rachycentron canadum.

Os principais sistemas de cultivo de beijupird utilizam gaiolas e tanques-rede de
diferentes formas e tamanhos instaladas em mar aberto, baias ou enseadas. S&o construidos
para suportar condicbes adversas do mar para criagdo e manejo da espécie e é uma tendéncia
mundial para o desenvolvimento da maricultura (NHU et al., 2011). A expansdo da atividade
de maricultura no Brasil geraria empregos e renda, elevaria a produtividade das &reas
costeiras, e estimularia a cadeia produtiva do pescado, diminuindo a pressao extrativista sobre
0s recursos explorados (BENETTI etal., 2010; CORIOLANO e COELHO, 2012).
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O Brasil pode se beneficiar da tecnologia de cultivo utilizada no exterior para cultivar
instituicbes publicas e empresas privadas para estabelecer a técnica de cultivo no pais
(SAMPAIO et al, 2010; CAVALLI et al., 2011; HAMILTON et al., 2013). Projetos sdo
desenvolvidos em S&o Paulo, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro
(CAVALLI e HAMILTON, 2009), Maranhdo, Ceara (NUNES, 2014) e Rio grande do Sul
(SAMPAIO et al., 2011).

A piscicultura marinha ainda é rudimentar no Brasil. O beijupira além de ser uma
espécie pouco encontrada no comércio, devido a sua baixa captura pela pesca (Figura 4) e
pouca popularidade, hd grandes dificuldades em todas as areas do ciclo produtivo, por se
tratar de uma atividade relativamente recente. A pesca extrativa no pais ndo alcangou 1500 t
nos ultimos anos, e apesar de projetos de engorda no pais, a producdo nao superou 49 t em
2009 (CAVALLI etal, 2011; HAMILTON etal., 2013).
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Figura 4. Producdo de pesca extrativa do beijupira, Rachycentron canadum, no

Brasil.

Dentre as dificuldades encontradas para cultivar o beijupird no Brasil € possivel citar
auséncia de laboratdrios altamente qualificados na producdo de juvenis e dietas especificas,
falta de seguro contra incidentes em alto mar, insuficiéncia de marketing na promo¢do do
peixe e caréncia de mdo de obra especializada na area, sobretudo na de sanidade. Ha escassez

de laboratérios de diagnbstico, prevencdo, controle das enfermidades e pesquisas que
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envolvam doencas do peixe (CAVALLI e HAMILTON 2009; CAVALLI et al, 2011;
HAMILTON et al., 2013).

Em Pernambuco, o setor privado cessou investimentos para cultivar beijupira, apos
execucdo de projeto piloto pioneiro em 2009 (Figura 5a), entre outros motivos, pelo
aparecimento das enfermidades pouco ou quase desconhecidas causadas por patdgenos
especificos que suscetibilizam o peixe, notadamente nas primeiras fases de desenvolvimento
(CAVALLI et al, 2011; ANDRADE et al,, 2014). As doencas, especialmente as bacterianas,
representam grandes perdas econ6micas para aquicultura e restricio a expansdo do cultivo
intensivo em gaiolas (MCLEAN et al., 2008; CORIOLANO e COELHO, 2012).

Em 2009, a Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) instalou quatro
tanques-rede de 1.200 m® em alto mar a 10 km da costa (Figura 5b), pelo “Projeto Cagdo de
Escama: cultivo de beijupird pelos pescadores artesanais do litoral de Pernambuco”, com
objetivo principal de capacitar pescadores e adaptar a tecnologia de cultivo as condicdes
brasileiras de forma sustentavel. A equipe enfrentou dificuldades no que se refere as areas de
nutricdo e sanidade, todavia, o projeto foi importante como base para diversos estudos
cientifficos e envolveu pesquisadores de diferentes universidades ligadas a Rede de
Piscicultura Marinha (REPIMAR) (CAVALLI et al., 2011; HAMILTON et al., 2013).

Fonte: Azevedo(2012)

Figura 5. Tanques-rede flutuantes de fazendas marinhas no litoral de Pernambuco,
Empresa Aqualider Maricultura Ltda (a) e (b), Projeto Cacéo de Escama — UFRPE (C).
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Superados o0s obstaculos iniciais, 0 beijupira dispde de atributos promissores para
aquicultura e pontos em comum com espécies aquaticas cultivadas comercialmente no Brasil
(NUNES et al.,, 2014a). O peixe pode ser cultivado durante o ano todo na costa brasileira, com
excecdo da regido sul, que no inverno alcanca temperaturas abaixo de 19°C, entretanto,
mesmo nessas condices pode alcangar 4 kg em um ano de cultivo (SAMPAIO et al., 2011).
No processo de éxito da atividade aquicola marinha no Brasil é importante pesquisar
informacdes que viabilizem a adaptacdo da tecnologia estrangeira as condicbes brasileiras e
obter experiéncia em todas as areas do cultivo, sobretudo na de sanidade (HAMILTON et al.,
2013; ANDRADE, 2014).

2.2. Bacterioses em beijupira cultivado

O beijupira, assim como outras espécies recentes da piscicultura marinha, tem sido
acometido por doencas infecciosas virais, parasitirias, fungicas e bacterianas responsaveis por
grandes prejuizos econdbmicos em todas as fases de cultivo (MCLEAN et al., 2008;
CORIOLANO e COELHO, 2012 ; FAO, 2015a). Em Taiwan, segundo maior produtor da
espécie, controlar a incidéncia de organismos patogénicos € o maior desafio dessa atividade
aquicola (FAO, 2015a). No Brasil, pouco se sabe sobre as doencas do beijupira cultivado,
eficaicia das drogas, mecanismo de acdo e consequéncias nas funcdes fisiologicas e
bioquimicas do peixe (FIGUEIREDO e LEAL, 2008; CORIOLANO e COELHO, 2012).

As doencas de maior significancia em cultivo intensivo de peixes sdo causadas por
bactérias. O muco e pele de peixes marinhos contém um nimero aproximado de bactérias que
varia de 10%> Unidades Formadoras de Colénias (UFC) a varios mihdesicm® e o fluido
intestinal pode conter de 10° a 10® UFC/mL (GONCALVES, 2011). A maioria dessas
bactérias compde a microbiota normal do animal e ndo causa nenhum mal, no entanto, em
condicOes estressantes, que geralmente ocorre nas instalagdes de cultivo, os peixes podem ter
seu sistema imunoldgico comprometido e haver um desequilibrio entre as defesas naturais do
animal e as caracteristicas do micro-organismo de produzir doenga (TORTORA et al.,, 2012).

A doenca serd expressa pela anormalidade no comportamento e/ou na integridade
corpérea do peixe como resultado da interacdo entre patdgeno, hospedeiro e meio ambiente
(FIGUEIREDO e LEAL, 2008). Para manter um cultivo aquatico bem-sucedido é necessario
monitorar o ambiente, animal e manter o equilbrio da diversidade microbiana (SCHULZE et

al, 2006). A microbiota associada ao peixe reflete 0 ambiente onde o animal foi capturado, e
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quanto mais poluido o local mais diversa serd a microbiota bacteriana (GONCALVES, 2011).
O monitoramento da microbiota é importante para aplicacdo acertada de medidas profilaticas
e corretivas no combate de doencas.

Toda a superficie externa do peixe estd exposta as bactérias, que podem utilizar a pele,
linha lateral, guelras e o trato gastrintestinal como via de infeccdo (BIRKBECK e RINGO,
2005; AUSTIN, 2006). Infeccdo é a invasdo ou colonizacdo do corpo por micro-organismos
patogénicos, e pode esta presente na auséncia de doenca detectavel. A colonizacdo e
distribuicdo dos micro-organismos no corpo do hospedeiro vdo depender da disponibilizag&o
de nutrientes como fonte de energia de cada local. Os nutrientes podem ser derivados de
produtos celulares secretados e excretados, substancias em fluidos corporeos, células mortas e
alimentos do trato gastrintestinal (TORTORA et al., 2012).

A microbiota intestinal normal de peixes é bastante diversificada, e a reducdo dessa
diversidade com uso de antibioticos, por exemplo, pode facilitar a proliferacdo ou a invasdo
de micro-organismos oportunistas (BATES et al, 2006; NAVARRETE et al, 2010;
ROMERO et al., 2012). Isso acontece porque a microbiota normal do hospedeiro impede o
crescimento de micro-organismos potencialmente perigosos, fendmeno conhecido como
antagonismo microbiano ou exclusdo competitiva (TORTORA et al., 2012).

A compreensdo da relacdo entre bactérias e o trato gastrointestinal € importante para
entender a influéncia das bactérias na salde do hospedeiro (BATES et al., 2006). Ao chegar a
mucosa do trato intestinal, as bactérias oportunistas e patogénicas podem causar danos ao
intestino  (AUSTIN, 2006; SCHULZE et al., 2006), alteracbes comportamentais, reduzir a
ingestdo de alimentos, modificar a microbiota natural e afetar a relacdo benéfica hospedeiro-
microbiota (BATES et al., 2006; MCLEAN et al, 2008; ROMERO et al, 2012). Essas
alteracbes prejudicam processos importantes como a proliferacdo epitelial, promocdo do
metabolismo dos nutrientes e a resposta imune inata do peixe (BATES et al., 2006).

As doencas bacterianas que mais ameacam O beijupird sdo as vibrioses,
fotobacterioses, micobacterioses, furunculoses, estreptococoses e citrobacterioses (Tabela 1)
(MCLEAN et al, 2008; ANDRADE et al, 2014; FAO, 2015a). As caracteristicas e 0s
sintomas das doencas infecciosas e ndo infecciosas no beijupird sdo semelhantes, sendo
necessario mais de um metodo para obter o diagnostico definitivo (ANDRADE et al., 2014).
As doencas sistémicas tém altas taxas de mortalidade e causam grandes prejuizos econdmicos
na aquicultura (MCLEAN et al., 2008).

Os micro-organismos patogénicos mais estudados em beijupira fazem parte da Familia

Vibrionaeae e sdo os causadores das vibrioses e fotobacterioses. O género Vibrio é um grupo
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de bactérias Gram negativas, em forma bastonete curvo, anaertbias facultativas (MACHEN,
2008) e tém na sua maioria uma exigéncia de cloreto de sddio (AUSTIN, 2010). No beijupird,
ha relatos de isolamento de vibrios de rim, liquido amarelo de intestinos, lesGes sistémica
hemorragica e de Ulceras no estdmago de peixes moribundos e mortos (LIU et al., 2004;
RAMESHKUMAR et al., 2014).

Todas as fases do ciclo de producdo podem sucumbir a vibriose (MCLEAN, 2008),
apesar dos peixes com menos de 4 meses de idade (<500 g) parecerem mais susceptiveis com
mortalidade mais elevadas (LIN et al., 2006; MACHEN, 2008). Vérias espécies foram
isoladas de beijupiras, V. alginolyticus, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V.
anguillarum e V. ordalii (Tabela 1) e podem ser responsaveis por septicemia e mortalidade
aguda (MACHEN 2008; MCLEAN, 2008; RAMESHKUMAR et al., 2014).

Além do beijupird, os vibrios afetam outras espécies de peixes marinhos, camardes,
moluscos (LIU et al, 2004) e sdo parte significativa das infeccbes de origem alimentar em
humanos por ingestdo desses produtos crus ou mal cozidos (AUSTIN, 2010). 70% dos relatos
de surtos de gastroenterites no oriente foram associados ao V. parahaemolyticus. A dose
infectante (10° a 10° micro-organismos) pode ser alcancada de uma populacdo original de
apenas 10 micro-organismos em 3 a 4 horas (SINDERMANN, 2006). O nimero de casos de
vibriose em humano é pequeno, embora esse nimero seja mascarado pela falta de notificacbes
nas estatisticas oficiais. A transmissdo € via ferida ou ingestdo de alimento e agua
contaminada (AUSTIN, 2010).

O agente causador da fotobacteriose € Photobacterium damselae subsp. piscicida
(antigo Pasteurella piscicida e Vibrio damselae), uma bactéria halofilica em forma de haste
que pode induzir granulomas esbranquicados nos Orgdos internos de peixes cronicamente
infectados (Tabela 1) (XING et al 2013; ANDREONI e MAGNANI, 2014). E agente
patogénico de uma variedade de animais marinhos, além de peixes, crustaceos, moluscos e
cetaceos. Nos seres humanos pode causar infecgbes oportunistas que se ndo tratadas, evoluem
para a fasciite necrosante (bactérias devoradoras de carne) com resultado fatal (RIVAS et al.,
2013).

O controle da fotobacteriose na piscicultura é realizado com antibidticos, no entanto,
cepas resistentes aos medicamentos foram isoladas de beijupiras moribundos em Taiwan. As
vacinas disponiveis no mercado ndo sdo Vidveis no campo, e 0s probidticos podem ser
considerados para o controle da doenca. Os métodos moleculares sdo utilizados na
identificacdo de P. damselae subsp. piscicida e diagnostico da doenca (KU et al 2009;
ANDREONI e MAGNANI, 2014).



Tabela 1. Principais doencas bacterianas do beijupira, Rachycentron canadum, cultivado.
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Doenca Agente Sinais clinicos Referéncias
Vibrio alginolyticus Abdbémen estendido, exolftalmia, letargia, ascite Liu et al. (2004); Lin et al. (2006); McLean
Vvulnific?us ' na cavidade peritoneal, gastroenterite, et al. (2008); Machen, (2008); Geng et al.
Vibriose V. arahaen’wl ticus inapeténcia, guelras palidas, escurecimento e (2011); Andrade et al (2014),
V. Earve : y ' Ulceras na pele, hemorragia nas barbatanas, rins Rameshkumar et al. (2014); FAO, (2015a)
V. anguil%a’rumv ordali e figados palidos, baco com tubérculos brancos.
Inchaco e depdsitos granulomatoso Chang et al. (2006); Lin et al. (2006); Ku et
Fotobacteriose/  Photobacterium damselae  esbranquicado nos rins, figado e bago, ulceracdo al. (2008); McLean et al. (2008); Ku et al.
Pasteurelose/ subsp. piscicida ou da pele, infeccdo sisttmica bacteriana aguda, (2009); Xing et al. (2013); Hsu et al
Pseudotuberculose  Pasteurella piscicida necrose multifocal elou inflamacdo  (2014); Ho et al. (2013); FAO (2015a); Guo

Estreptococose

Aeromonose/
Furunculose

Citrobacteriose

Micobacteriose

Streptococcus spp.,
S. iniae

Aeromonas hydrophila

Citrobacter spp.

Mycobacterium marinum

granulomatosa no tecido.

Exolftalmia, cegueira, escurecimento e Ulceras
na pele, dano nervoso central, exoftalmia
supurativa e meningoencefalite.

Emagrecimento, apatia, lesBes  dérmicas
ulcerativas, exoftalmia, granulomas no bago,
figado, rins anterior e posterior, corag&o,

pancreas e tecidos mesentéricos, hemorragia e
septicemia.

Encistamento do agente no cérebro,
erratica, granulomas nos érgaos.

natacao

et al. (2015a)

Chang et al. (2006); McLean et al. (2008);
Andrade et al. (2014); FAO, (2015a); Guo
et al. (2015a)

Lowry e Smith (2006); MclLean et al.
(2008); Andrade et al. (2014)

Lowry e Smith (2006); McLean et al.
(2008); Andrade et al. (2014)

Lowry e Smith (2006); MclLean et al.
(2008); Andrade et al. (2014)
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Pesquisas a respeito de alternativas para controle de doencas do beijupira,
quimioterapia, uso de probidtico e funcionamento da resposta imunologica do peixe ainda
estdo em fase inicial (LIN et al, 2006; KU et al, 2008; GENG et al. 2011; SU et al., 2012;
GUO et al 2015a; FAO 2015a).

Para 0 sucesso na producdo de qualquer espécie a ser cultivada sdo requisitos
primordiais a elaboracdo de programas de biosseguranca, profilaxia, diagndsticos e tratamento
das doencas que atingem o animal. Boas praticas de criagdo e alimentacdo adequada s&o
essenciais ao bem estar dos peixes e podem prevenir o desenvolvimento das enfermidades em
piscicultura marinha (SCHULZE et al., 2006; RAMESHKUMAR et al., 2014).

2.3. Quimioterapia e resisténcia bacteriana

Quimioterapia € o tratamento de doencas que utiliza substancias quimicas, fabricadas
em laboratério (drogas sintéticas) ou produzidas naturalmente por bactérias e fungos
(antibidticos). A primeira droga sintética foi descoberta em 1910 pelo médico alemdo Paul
Ehrlich, e foi chamada salvarsan como salvagdo da sffilis. Dezoito anos depois, o médico e
bacteriologista escocés Alexander Fleming observou a acdo antibacteriana do fungo
Penicillium chrysogenum e chamou de penicilina o primeiro antibiotico, que s6 foi testado
clinicamente e produzido em grande escala em 1940 (NIKAIDO, 2009; TORTORA et al,
2012).

As substancias antimicrobianas podem ser bactericidas ou bacteriostaticas e 0 seu uso,
terapéutico, profildtico ou metafilatico. Terapéutico é o tratamento de infecgBes estabelecidas,
profildtico, uso preventivo de antimicrobianos em individuo ou grupo, e metafilatico,
tratamento de animais doentes e medicacdo de outros do grupo para evitar a doenca
(ROMERO et al., 2012; GASTALHO et al. 2014). Dentre os diferentes modos de acdo, 0s
antibacterianos podem inibir a sintese da parede celular bacteriana, sintese proteica, sintese de
acidos nucleicos, podem causar danos na membrana plasmatica, interferir na atividade das
enzimas e inibir a sintese de metabdlitos essenciais das bactérias (NIKAIDO, 2009;
ROMERO et al., 2012).

Os quimioterapicos podem apresentar um espectro restrito ou amplo espectro. Uma
droga de amplo espectro pode atingir bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e ser
vantajosa no tratamento de uma doenca causada por patdgeno desconhecido, porém, se afetar

parte da microbiota normal do hospedeiro, pode favorecer 0s patdgenos oportunistas
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(TORTORA et al, 2012). O uso continuo e excessivo de antibidticos pode promover a
selecdo de bactérias resistentes que estdo distribuidas amplamente em populacdes humanas e
outros animais (MADIGAN et al., 2010).

Em 1950, descobriu-se no Japdo que a resisténcia a uma ou varias drogas podia ser
transferida de uma bactéria para outra, entre espécies e géneros distintos (AZEVEDO, 2008).
As bactérias resistentes a multiplas drogas estdo presentes em todo mundo, com frequéncias
altas na China, India, Rlssia, New York e Sibéria. Antibioticos usados nos EUA como aditivo
em alimentacdo animal, os “promotores de crescimento”, podem chegar aos seres humanos e
causar um problema de saide publica (SNUSTAD e SIMMONS, 2008).

A resisténcia antimicrobiana é resultado da mutagdo bacteriana e aquisicdo de genes
codificantes de enzimas inativadoras da droga ou de alteragdo da proteina alvo do
antimicrobiano (NIKAIDO, 2009). Os genes de resisténcia estdo em pequenas moléculas de
DNA chamadas plasmideos R que sdo independentes do cromossomo e auto-transmissiveis
(SNUSTAD e SIMMONS, 2008). Esses plasmideos possuem dois grupos de genes, o fator de
transferéncia de resisténcia (FTR) que confere sua replicacdo e conjugacdo, e o determinante-r
que possui 0s genes de resisténcia que codificam as enzimas inativadoras de drogas ou
substancias toxicas (TORTORA et al., 2012).

Conjugacdo é uma transferéncia génica horizontal mediada pelo plasmideo, em que
uma bactéria doadora constroi tubos proteicos (pili ou fimbrias) para passagem de DNA para
bactéria receptora, no contato célula a célula. Ao incorporar o DNA, a receptora se torna
recombinante. Os genes também sdo transferidos verticalmente, aos descendentes, ou em
transferéncia horizontal por transformacdo ou transducdo. Na transformacdo, a bactéria
receptora altera a parece celular para receber grandes moléculas de DNA. Na transdugdo, o
DNA bacteriano é transferido dentro de virus bacteriofagos ou fagos (TORTORA et al,
2012). A propriedade conjugativa dos plasmideos associada aos elementos transponiveis é
uma ameaca séria a terapia antimicrobiana tradicional (MADIGAN et al., 2010).

Na piscicultura, quimioterapicos sdo utilizados de forma indiscriminada para resolver
0s problemas com doencas bacterianas (FIGUEIREDO e LEAL, 2008). A via mais comum €
misturados a racdo, no entanto, os peixes ndo metabolizam a droga efetivamente e grande
parte vai para o meio ambiente nas fezes. Estima-se que 75% dos antibidticos administrados
para peixes sdo excretados na agua (BURRIDGE et al., 2010). Além de provocar o
desenvolvimento de bactérias resistentes na aquicultura, reduzindo a efetividade do
tratamento, os quimioterapicos podem causar efeitos colaterais nos peixes cultivados (FORTT
et al, 2007; ROMERO et al., 2012).
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Na Gra-Bretanha é proibido o uso de antibidticos, principalmente em ragdes, ja que
bactérias com plasmideo R sdo frequentemente isoladas em peixes (AZEVEDO, 2008). Em
criatorios aquicolas chineses foram observadas bactérias multirresistentes, transferéncia de
resisténcia entre bactérias intestinais e ambientais, e aquisicdo de genes de resisténcia por
patdgenos oportunistas (GAO et al, 2012). Os genes de resisténcia sdo encontrados em
agentes patogénicos de peixe como Aeromonas salmonicida, A. hydrophila, Edwardsiella
tarda, Yersinia ruckeri, Photobacterium damselae e Vibrio anguillarum (DEFOIRDT et al.,
2011; ROMERO et al., 2012).

A acdo nociva dos antibidticos a salde dos peixes é pouco estudada. Ha relatos de
insuficiéncia renal aguda causada pelo antibiético nefrotdxico gentamicina em peixe zebra
(HENTSCHEL et al, 2005), alteragbes no sistema imunoldgico ocasionada por
oxitetraciclina, florfenicol, &cido oxolinico e a combinacdo de trimetoprim com sulfadiazina
em truta arco-iris (ROMERO et al, 2012), perturbacbes bioguimicas induzidas pelo
macrolideo roxitromicina em Carassius auratus (LIU et al,, 2013), e estresse oxidativo com
danos no figado de carpa comum causados pelo antibidtico metronidazol (HAN et al., 2013).

O antibiotico utilizado de forma indevida pode chegar também aos animais selvagens
em torno das areas aquicolas, contaminar o ambiente e afetar trabalhadores e consumidores
desses animais (FORTT et al, 2007; ROMERO et al., 2012). Em ambientes de cultivo no
Vietnd, a poluicdo causada pelos residuos de antibidticos foi quantificada e detectaram
sulfonamidas, além de altas frequéncias de bactérias resistentes a sulfametoxazol nos géneros
Acinetobacter spp. e Aeromonas spp. As bactérias resistentes foram encontradas em
ambientes poluidos e ndo poluidos, relacionadas com a condicdo chuvosa e transferéncia
génica horizontal dentro de uma diversa comunidade microbiana (HOA etal., 2011).

A salde de piscicultores desprotegidos pode ser afetada pelas grandes quantidades de
antibioticos utilizados no processo de medicacdo e alimentacdo dos peixes. O antibiético pode
entrar em contato com pele, sistema digestivo, vias aéreas e causar alergia, toxicidade, cancer
e resisténcia da microbiota natural do individuo (CABELLO, 2006). Shin e Cho (2013)
guantificaram e compararam Escherichia coli resistentes a antibidticos isoladas de amostras
fecais de aquicultores com um grupo controle de trabalhadores de restaurantes. Observaram
que E. coli de piscicultores foram mais resistentes que as do grupo controle, especialmente a
cefalotina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima.

A selecdo de um antibidtico para piscicultura deve ser realizada com bastante cautela e
levar em consideracdo a espécie de peixe, a resisténcia do patdgeno aos antimicrobianos, as

caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas da droga, distribuicdo tecidual e drgaos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shin%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24159534
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alvo do patogeno. Diferentes antibioticos sdo utilizados nos diversos paises e as drogas séo
aprovadas pelo 6rgdo governamental responsavel na area de medicina veterindria. Nos EUA,
por exemplo, o responsavel é o FDA (Food Drug Administration) (BURRIDGE et al., 2010;
ROMERO et al, 2012; GASTALHO et al. 2014) e na Europa, 0 CVMP (Committee for
Medicinal Products for Veterinary Use) (FIGUEIREDO et al., 2008).

No Brasil, a Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca (SEAP) do Governo Federal
criou, em 2007, um comité consultivo para apoiar o0 processo de regulamentacdo de
antibiéticos e estimulantes na aquicultura. Atualmente, os antibidticos registrados no
Compéndio de Produtos Veterinarios do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) sdo a base de florfenicol e oxitetraciclina para tratamentos terapéuticos em casos de
doencas bacterianas em aquicultura (Tabela 2) (SINDAN, 2015).

O florfenicol é um bacteriostatico sintético derivado de aminoacidos, de amplo
espectro, pertencente ao grupo dos Anfenicois. A droga liga-se a subunidade ribossomal 50S
da célula bacteriana e impede a acdo da enzima peptidil-transferase presente no ribossomo,
responsavel pelas ligacdes peptidicas entre o0s aminoacidos na sintese proteica. Sua
farmacocinética ja foi bem estudada em truta arco-iris e salmdo do Atlantico. Apresenta boa
estabilidade na agua, rapida absorcdo pelo intestino dos peixes, excelente distribuicdo tecidual
e resisténcia térmica. Pode ser incluido na racdo e submetido aos processos térmicos de
extrusdo e secagem, sem degradacdo significativa da molécula (FIGUEIREDO et al., 2007;
AQUAFLOR, 2010; TAVARES et al., 2014; SINDAN, 2015).

A oxitetraciclina também € bacteriostatica e de amplo espectro, porém € produzida
pelo actinomiceto Streptomyces rimosus, e pertence ao grupo das tetraciclinas. Sua acdo é
ligar-se a subunidade 30S, impedindo a ligacdo da enzima aminoacil-tRNA ao sitio A do
ribossomo e consequentemente a sintese proteica. Um grande numero de isolados de peixes
marinhos possui gene de resisténcia a essa droga, principalmente as do grupo aeromonas. O
antibidtico possui capacidade reduzida de transpor a barreira hematoencefélica, ndo sendo tao
eficaz contra Streptococcus iniae. N&o apresenta boa solubilidade em solu¢do fisiologica,
sendo diluido em solucBes levemente &cidas, e ndo ha informagdes seguras de resisténcia a
processos térmicos (FIGUEIREDO et al., 2008; FARIA et al., 2014; TAVARES et al., 2014;
SINDAN, 2015).

A eficicia do florfenicol e da oxitetraciclina foi testada em pacu, Piaractus
mesopotamicus, infectado por Aeromonas hydrophila. O florfenicol foi eficaz na
concentragdo de 10,0 mgkg-1 com 100% de sobrevivéncia dos peixes tratados e a

oxitetraciclina ndo foi eficaz em concentracdes de até 170,0 mg.kg-1 de racdo. Os autores atri-


https://pt.wikipedia.org/wiki/Streptomyces
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Tabela 2. Quimioterdpicos registrados no Ministério de Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para uso em aquicultura no Brasil.

Produto/ Principio L Dosagem/ ~ A
Empn tivo Indicacéo Administracio Precaucoes Caréncia
presa a ¢
Para espécies de tildpias e seus 10 mg de florfenicol por kg N&o utilizar para 14 dias apds o Ultimo
hibridos com septicemias de peixe incorporado por peixes em tratamento para
Aquaflor* 50% hemorragicas causadas por aeromonas recobrimento superficial ou reprodugcdo. Apds espécies de tilapias e
Premix / moéveis elou estreptococose  (S. como ingrediente da racdo incorpora-lo a seus hibridos. Truta
Merck Sharp & Florfenicol agalactiae), e truta arco-iris com antes dos processos de racdo administrar arco-iris - periodo de
Dohme Saude doenca da boca vermelha (Yersinia extrusdo e peletizagdo em no maximo 4 caréncia  segue a
Animal Ltda ruckeri) administrada durante 10 semanas formula: 135 + T °C da
dias consecutivos agua
Doengas causadas por bacterias Gram- Truta: 20 mg de FF-50® Apo6s incorpord-lo  Caréncia de 10 dias no
Ff-50 positivas e/ou Gram-negativas em truta  por kg de peixe por dia; a racdo, utilizar organismo do peixe e
(Florfenicol 50% arco-iris  (Oncorhynchus mykiss) e Tilapia: 40 mg de FF-50® dentro de 6 meses de 05 dias na agua
Po Oral) Florfenicol Tilapia do Nilo por Kg de peixe por dia;
Farmacologia Em (Oreochromis niloticus) Incorporado  na  ragéo
Aquicultura durante 10 dias
Veterinaria Ltda consecutivos

Tm-700
Phibro Salde
Animal
Internacional
Ltda

Oxitetraciclina

Crustaceos, Lagostas: Infecgdes por
Aerococcus viridans; Salmonideos:
Doenca ulcerosa

(Haemophilus piscium), furunculose
(Aeromonas salmonicida), septicemia
hemorrégica (A. liquefaciens) e doenca
por pseudomonas.

Crustaceos, Lagostas: 3,220
kg de TM-700/t de
alimento via ragdo durante
7 a 14 dias. Salmonideos e
Bagre: 11,85 g de TM-700/
kg de peso vivo/dia

Via racdo durante 10 dias

A ragdo com TM-
700 devera ser
administrada

como Unico
alimento durante
0 periodo de
tratamento

Crustaceos, lagostas:
Abate - 30 dias.
Salmonideos: Abate -
21 dias.

Bagres: Abate - 21 dias

Fonte: (SINDAN, 2015)


http://www.cpvs.com.br/cpvs/dadoslab.aspx?codempresa=355
http://www.cpvs.com.br/cpvs/dadoslab.aspx?codempresa=355
http://www.cpvs.com.br/cpvs/dadoslab.aspx?codempresa=355
http://www.cpvs.com.br/cpvs/dadoslab.aspx?codempresa=244
http://www.cpvs.com.br/cpvs/dadoslab.aspx?codempresa=244
http://www.cpvs.com.br/cpvs/dadoslab.aspx?codempresa=244
http://www.cpvs.com.br/cpvs/dadoslab.aspx?codempresa=244
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buiram a ineficicia dessa Ultima droga nas concentragdes 100, 140 e 170 mg.kg-1 ao baixo
consumo e sobra de racdo medicada, causado pela baixa palatabilidade da droga e
consequentemente  permanéncia dos sinais  clinicos  caracteristicos ocasionados pela
aeromonas (CARRASCHIET etal., 2011).

Em beijupira, a oxitetraciclina (0,01 mg.kg' de peso vivo) via intramuscular foi
utilizada na aclimatacdo de exemplares selvagens capturados no litoral Pernambucano, para
analise de desempenho reprodutivo (PEREGRINO, et al, 2014) e o Aquaflor 50 Premix (20
mg por kg de peixe ao dia), incorporado a racdo, foi utilizado como profilaxia no periodo de
aclimatacdo de alevinos no Ceara, porém foi relatado que o antibidtico ndo interferiu na
sanidade dos animais (NUNES et al. 2014b).

E relevante mencionar que uma industria de criacdo de animais que utiliza antibioticos
em excesso e outros produtos quimicos para controlar doencas bacterianas é uma industria em
crise permanente. Essa necessidade, em geral, é resultado das deficiéncias nos métodos de
criacdo e condicOes de higiene que favorecem o estresse dos animais, infecgdes oportunistas e
a sua disseminacdo. O bem-estar dos peixes cultivados deve ser levado em consideracdo e o
correto seria eliminar ou limitar o uso ndo terapéutico de antibidticos (BURRIDGE et al.,
2010; DEFOIRDT etal.,, 2011; ROMERO etal., 2012; GASTALHO et al. 2014).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que abordagens preventivas para
controlar doencas seja preferéncia no lugar de dispendiosos tratamentos pos-infeccGes. Ha
uma crescente pressao politica e ambiental para diminuir o uso de antibidticos e outros
produtos quimicos na aquicultura, estimulando alternativas sustentaveis. A utilizacdo de
vacinas e bactérias antagonistas que controlam agentes patogénicos por exclusdo competitiva
tem sido bem sucedida na prevencdo de surtos de doengas na aquicultura (SCHULZE et al.,
2006).

2.4. Alternativas ao uso de antibioticos na piscicultura

Alternativas aos antibidticos que previnam infecgdes bacterianas e/ou as tratem em
peixes S0 urgentemente necessarias e alvo cada vez mais rotineiro de pesquisadores. Os
estudos abordam de forma integrada o patégeno, hospedeiro e ambiente na busca de métodos
eficazes, sustentaveis e de longo prazo (PRIDGEON e KLESIUS, 2012).

Durante cerca de 30 anos, vacinas para peixes sdo utilizadas no controle eficaz de

doencas bacterianas e provocam uma queda significativa no uso de antibidticos na
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piscicultura, sobretudo na indUstria de salmdo. Vacina comercial para pelo menos 18
infeccbes  bacterianas foram  desenvolvidas e utilizd-las  beneficia principalmente o
consumidor final que ndo é atingido por residuos quimicos e bactérias resistentes. No entanto,
esses profilaticos sdo geralmente licenciados para espécies especificas de peixes e, portanto
ndo podem ser usados para proteger outras espécies, mesmo que 0 patdgeno seja 0 MesmMo
(PRIDGEON e KLESIUS, 2012).

Na fabricacdo de uma vacina geralmente utiliza-se bacterinas, que sdo bactérias mortas
ou atenuadas administradas para aumentar a imunidade do individuo as mesmas espécies
bacterianas (PRIDGEON e KLESIUS, 2012). Os peixes podem ser imunizados via injecéo,
intraperitoneal, por imersdo ou pela administragdo oral. Apesar das vacinas injetaveis
provocarem respostas rapidas e duradouras, na pratica, os métodos ndo injetaveis sdo mais
vidveis na aquicultura. Por imersdo, a imunizacdo atinge milhares de peixes num curto
periodo de tempo e as vacinas orais pela facil administracdo, também se tornaram alternativa
usual (FIGUEIREDO e LEAL, 2008).

Estudos de formulacdo de vacinas para beijupira sdo essencialmente voltados na
prevencdo de vibrioses e fotobacterioses. A combinacdo de trés bacterinas de V. alginolyticus,
V. parahaemolyticus e P. damselae subsp. piscicida inativados foi utilizada para o peixe e
induziu anticorpos especificos, aumentou a sobrevivéncia, e preveniu doenca ap6s desafio em
laboratorio e fazenda de cultivo (LIN et al, 2006). Em outro experimento, o efeito da
bacterina viva atenuada de P. damselae subsp. piscicida foi avaliada no mesmo peixe e
produziu menor mortalidade em laboratdrio e apesar de ndo apresentar efeitos conclusivos em
campo, 0s beijupirds se mantiveram resistentes a fotobacteriose durante cultivo em gaiolas
(KU et al., 2008).

A vacina comercial contra V. anguillarum e V. ordalii foi utilizada para avaliar a
resposta imunoldgica de beijupird e provocou aumento nos niveis de anticorpos do peixe ao
longo do experimento (MACHEN, 2008). Guo et al. (2011) combinaram bactérias inativadas
de P. damselae subsp. piscicida com produtos extracelulares e adjuvantes e obteve éxito na
resposta de anticorpos e prevencdo do patdgeno. Guo et al. (2015b) administraram células de
P. damselae subsp. piscicida inativadas via intraperitoneal em beijupird, e observou atraso no
desenvolvimento da fotobacteriose, menor mortalidade e comprovacdo de protecdo de longa
duracéo contra a doenca.

A vacinologia em peixes no Brasil ainda é uma area recente, tanto no campo cientifico
como para a industria aquicola (FIGUEIREDO e LEAL, 2008). Em 2011, a Secretaria de

Defesa Agropecuaria do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em
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parceria com Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA) autorizaram o registro da primeira
vacina em peixes para uso comercial no Brasi. A vacina contra infeccdo por
Streptococcus agalactiae é destinada a Tilapia do Nilo. Segundo o Departamento de
Monitoramento e Controle da Pesca e Aquicultiura do MPA, a vacina representou um avango
na sanidade aquicola no controle da importante ameaca a tilapicultura (MPA, 2015).

Plantas medicinais com potentes propriedades antimicrobianas podem ser usadas com
seguranca na aquicultura no tratamento de doencas bacterianas. Alem de eficazes, atenuam
efeitos colaterais associados aos antimicrobianos sintéticos. Algumas espécies de plantas
como Anchusa strigosa, Hammada scoparia, Achillea fragrantissima, Pulicaria crispa,
Loranthus acaciae, Ochradenus baccatus, Reseda stenostachya (ABUTBUL et al.,, 2005),
Azadirachta indica, Nuphar lutea, Nymphaea alba, Stachys annua, Genista lydia, Vinca
minor, Fragaria vesca, Filipendula ulmaria, Helichrysum plicatum, Datura metel, Lanata
camara, Solanum torvum, Curcuma longa, Cinnmommum verum, Eupatorium odoratum
(PANDEY et al, 2012), Eclipta alba, Lonicera japonica (SHANKAR MURTHY e KIRAN,
2013) Aloe barbadensis, Withania somnifera e Momordica charanti ja foram testadas contra
patdgenos de peixes com resultados satisfatorios (PANNU et al., 2014).

Os extratos das plantas A. indica, A. barbadensis, W. somnifera e M. charantia foram
testados in vitro, individualmente ou em combinagcdo com Lactobacillus sporogenes, contra A.
hydrophila, Cellobiococcus spp., E. aerogenes, E. cloacae,K. pneumoniae, Salmonella spp.,
Shigella spp., Streptobacillus spp., Streptococcus spp., P. fluorescens e S. aureus. Os
patbgenos eram resistentes aos antibidticos nitrofurantoina, amoxicilina,  bacitracina,
cefalotina, eritromicina, novobiocina, vancomicina, ampicilina, oxacilina e colistina, mas
foram inibidos pelos extratos, com destaque para W. somnifera com os melhores resultados
frente a E. aerogenes (PANNU et al., 2014).

Plantas ou extrato de ervas sdo facilmente biodegradaveis, baratos, de facil preparagéo
e 0s metabdlitos como taninos, alcaldides e flavondides sdo 0s responsaveis por inibirem os
patdgenos (PANNU et al., 2014). O uso de alho em aquicultura pode promover o crescimento,
estimular o apetite, melhorar o sistema imunitario, atuar como antiestresse, e agir como
agente profilatico e terapéutico no controle de doencas bacterianas. Guo et al. (2015a)
analisaram a atividade antibacteriana in vitro do Allium sativum e seu efeito adicionado a
racdo na resisténcia de doencas causadas por P. damselae subsp. piscicida e S. iniae em
beijupira e observaram maior ganho de peso e menor mortalidade dos peixes frente aos dois

patdgenos.
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Partindo do pressuposto que a maioria dos micro-organismos associados ao peixe nao
¢ patogénica, em alguns casos benéfica e outros casos essencial (MADIGAN et al., 2010), o
uso de micro-organismos indcuos também aparece como alternativa sustentavel na
substituicdo do antibidtico na aquicultura (ROMERO et al., 2012). Os probidticos, do termo
latino “pro” (para) ¢ do grego “bios” (vida) sdo organismos ViVOS que, quando administrados
em guantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (REID et al., 2003).

Para aquicultura a definicio modificada por Verschuere et al. (2000) permite uma
aplicacdo mais adequada do termo probidtico, pois leva em consideracdo caracteristicas
especificas dos organismos aquaticos. Segundo esse autor ‘“Probidtico ¢ um complemento
microbiano vivo que tem um efeito benéfico sobre o hospedeiro, alterando a comunidade
microbiana associada ao intestino do animal e ao ambiente, que garante uma melhor
utilizacdo do alimento e do seu valor nutricional, além de melhorar a resposta do hospedeiro a
doengas ¢ a qualidade do ambiente em que ele vive”.

E importante ressaltar que os probiGticos ndo podem ser patogénicos para 0
hospedeiro, outros organismos aguaticos ou consumidores humanos, e devem estar livres de
genes de resisténcia a antibidticos, sendo necessdrio garantia de seguranga alimentar e
ambiental. A maior parte dos estudos sobre probidticos é composto de relatérios da aplicacdo
de uma Unica espécie bacteriana. E preciso levar em consideracdo que as condicdes do meio
estdo em constante mudanca e influenciam as linhagens (VERSCHUERE et al, 2000;
CHAPMAN et al., 2011).

Os mecanismos de acdo dos probidticos na aquicultura foram extensivamente
revisados (BALCAZAR et al., 2006; GOMEZ et al., 2007; KESARCODI-WATSON et al.,
2008; NAYAK, 2010; PRADO et al, 2010). A acdo antagonista das bactérias probidticas
frente aos patdgenos pode ser pela producdo de compostos antimicrobianos; pela competicéo
por nutrientes ou pelos mesmos sitios de adesdo; por alteracdo do metabolismo do pat6geno,
influenciando a atividade enzimatica; ou pela modulacdo da resposta imune do hospedeiro,
aumentando niveis de anticorpos e atividade de macréfago (CALLAWAY et al, 2008;
NAYAK , 2010).

Os compostos inibitorios produzidos pelas bactérias benéficas sdo proteinas chamadas
bacteriocinas que inibem ou matam outras espécies de bactérias estreitamente relacionadas ou
ndo. Seu espectro de acdo é mais restrito do que antibidticos e os genes que as codificam sdo
encontrados em um plasmideo ou transposon. A colicina é um exemplo de bacteriocina capaz
de formar canais na membrana celular para extravasamento de ions potassio e protons, vitais a

célula afetada. Outro grupo de colicinas sdo as E2 (endonuclease) e E3 (ribonuclease), essa
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ultima inativa os ribossomos ao clivar sitios especificos no rRNA 16S. A nisina A é uma
bacteriocina produzida por bactérias laticas com valor comercial, utilizada para preservar
alimentos (MADIGAN et al., 2010).

O probidtico é favoravel ao hospedeiro principalmente quando o ambiente aquicola é
afetado por algum estresse, como temperatura, teor de oxigénio dissolvido, pH inadequado,
niveis elevados de ion-ambnia ou elevada turbidez (FERREIRA et al, 2012). As bactérias
probidticas sdo administradas adicionadas a racdo e podem reduzir ou eliminar a incidéncia de
micro-organismos patogénicos no intestino, 0 que é extremamente importante para o sistema
imunoldgico da mucosa intestinal, para o aumento da absorcdo dos nutrientes, e desta forma,
para melhoria do desempenho do animal (BALCAZAR et al., 2006).

O numero crescente de pesquisas (Tabela 3) a respeito de probioticos na piscicultura
mostra o interesse em compreender sua fungdo, eficAcia e 0s riscos do seu uso como
alternativa profildtica na aquicultura. Algumas espécies probidticas ja sdo utilizadas com
sucesso para controlar infecgdes bacterianas em instalagfes de aquicultura, porém, estudos
devem ser realizados para avaliar os mecanismos de acdo e interacfes probiotico-hospedeiro,
probiotico-patdgeno, além do impacto sobre o meio ambiente e a microbiota natural
(DEFOIRDT et al.,, 2011; ROMERO etal., 2012).

Além das alternativas aos antibidticos supracitadas, hd muito que se aprofundar em
relacio ao uso de compostos antimicrobianos de alta especificidade aos agentes na
piscicultura. A fagoterapia (uso de bacteriéfagos), 0s &cidos graxos de cadeia curta,
polihidroxialcanoatos inibidores de crescimento, e compostos inibitdrios da expressdo de
genes de viruléncia ou das vias de transducdo de sinal dos patdgenos (quorum sensing) podem
ser considerados no controle de doengas em peixe (DEFOIRDT et al., 2007; PRIDGEON e
KLESIUS, 2012; NGUYEN, 2014).

E importante ressaltar que os técnicos e piscicultores devem sempre centrar as agoes
sanitarias no sentido de prevenir doencas na piscicultura. Em um sistema aquicola que
apresente um bom manejo nutricional e sanitrio ndo serd necessario utilizagdo de qualquer
tipo de terapia (FERREIRA et al., 2012). Na busca de prevenir os principais patdgenos sdo
necessarios estudos envolvendo as suas caracteristicas, a biologia dos hospedeiros, os fatores

ambientais que afetam o cultivo e o conhecimento da microbiota associada.
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Probidtico Efeito Espécie Referéncia
Bacillus licheniformis e Eficiéncia alimentar e crescimento Salmo caspius Krimzadeh et al. (2014)
B. subtilis

B. licheniformis e B. pumilus
B. pumilus e B. clausii

Bacillus spp., Lactobacillus
spp.e Arthrobacter spp.

B. subtilis

B. subtilis, B. pumilus e
B. licheniformis
B. subtilis,
Enterococcus faecium,
Pediococcus acidilactici e
Lactobacillus reuteri
B. subtilis,
Pseudomonas aeruginosa e
Lactobacillus plantarum
Enterobacter spp. e
E. amnigenus

Kocuria spp.

Lactobacillus delbrieckii ssp.

lactis e B. subtilis

Respostaimunoldgica e prote¢do a Aeromonas hydrophila
Crescimento e respostaimunoldgica
Crescimento e sobrevivénciade peixes infectados por A. hydrophila

Crescimento, imunidade inespecifica e prote¢do contra Vibrio harveyi
Aliviou lesdes de peixes infectados por Flavobacteriumcolumnare

Ganho de peso, eficiéncia alimentar, sobrevivéncia, imunidade e
resisténcia a Streptococcussp.

Melhores parametros da imunidade inata

Crescimento, respostaimune e resisténciaa S. iniae

Ganho de peso, eficiéncia alimentar, respostaimune inata e
proliferacdo de bactérias benéficas

Acdo imunoestimulante

Respostaimunoldgica e satde do peixe

Impacto imunoestimulante e maior resisténciaao estresse salino

Promocdo do crescimento e atividade de protecdo antioxidante

Respostaimune e protecdo contra A. hydrophila

Sobrevivéncia de peixes infectados por F. psychrophilum
Respostaimune e sobrevivéncia a V. anguillarume V. ordalii

Estimuladores locais e sistémicos sobre o sistema imunolégico

Labeo rohita
Epinepheluscoioides
Labeo rohita
Rachycentron canadum
Oreochromis niloticus
Epinepheluscoioides
Sparusaurata
Paralichthys olivaceus
Epinepheluscoioides
Centropomus undecimalis
Catlacatla
Rachycentron canadum

Oncorhynchus mykiss

Labeo rohita

Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss

Sparusaurata

Ramesh et al. (2015)
Sun et al. (2010)
Saini et al. (2014)

Geng et al. (2011)
Mohamed e Refat (2011)
Liu et al. (2012)

Cerezuela et al. (2012)

Cha et al. (2013)
Purwandari e Chen (2013)
Noffs et al. (2015)

Sangma e Kamilya (2015)
Garrido-Pereira et al. (2014)

Giannenas et al. (2015)

Giri et al. (2015)

Burbank et al. (2011)

Sharifuzzaman e Austin
(2010a); (2010b)
Salinas el al. (2008)



http://www.wageningenacademic.com/author/Cerezuela%2C+R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sangma%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26616655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamilya%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26616655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giannenas%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25411048
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Probiético

Efeito

Espécie

Referéncia

Lactobacillus pentosus

L. plantarum

L. plantarume
B. megaterium
L. plantarume
L. delbrueckii ssp.bulguricus
Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus sakei

Lactococcus lactis e
L. plantarum
L. lactis ssp. lactis

Paenibacillus polymyxa

Pediococcus pentosaceus
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas spp.

Shewanella putrefaciens

Vagococcus fluvialis
Virgibacillus proomii e
Bacillus mojavensis
Zooshikella ssp.

Crescimento, respostaimunolégica e resisténcia a Edwardsiella tarda
Crescimento, imunidade e resisténcia a A. hydrophila

Crescimento, respostaimune e resisténcia a Pseudomonas fluorescens
Imunoestimulante e biocontrole natural contra A. hydrophila

Crescimento, eficiéncia alimentar, imunuestimulante e protecdo contra
Aeromonas ssp.
Crescimento e respostaimune inata

Crescimento e resisténcia & A. hydrophila
Parametros imunoldgicos e sobrevivénciaa A.hydrophila

Melhor estruturaintestinal e imunidade da mucosa

Sobrevivéncia, parametros hematoldgicos e imunidade frente a E. tarda
Peso e respostaimunolégica frente a A. veronii

Util aditivo imunoestimulantes contraS. iniae

Crescimento e respostaimune

Crescimento, eficiéncia alimentar, respostaimune e protecdo contra
A. hydrophilaeV. harveyi

Crescimento, sobrevivéncia e protecdo contra P. damselae subsp. piscicida
Crescimento e condicGes de saude

Respostaimune inata e resisténciaa A. hydrophila

Efeito imunoestimulante, menor mortalidade e resisténcia contra
Flavobacteriumpsychrophilum

Crescimento e protecdo contra P. damselae subsp. piscicida

Melhor taxa de crescimento e estado nutricional

Sobrevivéncia de peixes infectados por V. anguillarum

Melhor taxa de crescimento, sobrevivéncia e sadde do microambiente
intestinal do hospedeiro

Melhor respostaimune inata e resisténciaa S. iniae

Anguilla japonica
Labeo rohita
Oreochromis niloticus
Hibrido Clariassp.
Cyprinuscarpio

Acipenser baerii
Catlacatla

Barbus grypus

Oreochromis niloticus
Oplegnathusfasciatus
Lutjanus peru

Paralichthys olivaceus

Acipenser baerii
Cyprinuscarpio
Rachycentron canadum
Pagrus major

Labeo rohita
Oncorhynchus mykiss

Solea senegalensis

Dicentrarchus labrax
Dicentrarchus labrax

Paralichthysolivaceus

Lee et al. (2013)

Giri et al. (2013)
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Resumo
Bacterioses representam prejuizos econdémicos e restricdo a expansdo da piscicultura
marinha. Objetivou-se identificar bactérias potencialmente patogénicas isoladas do
intestino de beijupirds cultivados, Rachycentron canadum, durante dois periodos do
ano, por testes bioquimicos e moleculares, avaliando-se o perfil de resisténcia frente a
sete antimicrobianos. Foram coletados dez alevinos e 30 juvenis, dos quais 82,5%
exibiram indicios de infeccdo bacteriana e 47,5% de nefrocalcinose. Dos 72 isolados
bacterianos identificados por testes bioquimicos 86,11% apresentaram concordancia
com a classificacdo molecular. Foram 18 espécies, 12 géneros e cinco familias, sendo

Enterobacteriaceae a mais representativa (63,88%). As espécies mais frequentes foram a
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Enterobacter cloacae (27,78%) e Photobacterium damselae subsp. damselae (25%),
maior patdgeno do beijupird. 95,83% dos isolados foram resistentes a penicilina
(6,25g), 62,50% a ampicilina (10pg) e 15,28% a enrofloxacina (5 pg). 69,44% dos
isolados foram multirresistentes aos antibioticos e a linhagem com maior indice MAR
(0,8571) foi da espécie E. cloacae. Os resultados representam desafio a sanidade do
peixe cultivado, preocupacdo com a disseminacdo de resisténcia no meio ambiente e
risco a saude dos piscicultores e populagdo humana consumidora. O intestino do
beijupird inclui bactérias Gram-negativas potencialmente patogénicas para animais
aquaticos e humanos, com elevadas taxas de multirresisténcia aos antimicrobianos

testados, e sua ocorréncia independe de mudancas climaticas.

Palavras-chave: Rachycentron canadum, bijupira, antibiograma, multirresisténcia

antimicrobiana, rRNA 16S

Introdugédo

O beijupird, Rachycentron canadum (Linnaeus, 1766) é candidato em potencial
para piscicultura marinha. Ele pode alcancar de 4 a 6 kg no primeiro ano de cultivo,
possui excelente qualidade da carne, alta fecundidade, facilidade de desova e boa
adaptacdo ao ambiente de cultivo (Benetti et al., 2010). No Brasil, esta presente em todo
o litoral e ha iniciativa de instituicdes publicas em S&o Paulo, Bahia, Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Rio de Janeiro, Maranhdo, Ceard e Rio Grande do Sul, e de empresas
privadas para estabelecer a tecnologia de criacdo do peixe no pais (Cavalli et al., 2011).

Dentre as dificuldades relatadas para cultivar o beijupird no Brasil, encontra-se a

escassez de laboratorios de diagndstico, prevengdo e controle das enfermidades e
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pesquisas sobre doencas desse peixe (Cavalli et al., 2011). Doencas bacterianas como
vibrioses, fotobacterioses, micobacterioses, pseudomonoses, furunculoses,
estreptococoses e citrobacterioses representam prejuizos econdmicos e restricdo a
expansdo do cultivo de beijupird em tanques-rede offshore (Mclean et al., 2008).

De modo geral, infeccGes bacterianas séo controladas com administracdo de
antibidticos, no entanto grande parte das drogas vai para 0 meio ambiente nas fezes.
Estima-se que 75% dos antibidticos administrados aos peixes S&0 excretados
contaminando a agua (Burridge et al., 2010). Os residuos de antibioticos liberados no
ambiente de cultivo podem provocar o desenvolvimento de bactérias resistentes, causar
efeitos colaterais nos peixes, chegar a outros organismos aquaticos, afetar piscicultores
e consumidores finais (Romero et al., 2012).

O estudo foi realizado com o objetivo de identificar bactérias Gram-negativas,
potencialmente patogénicas, do intestino de beijupirds cultivado coletados durante duas

estacdes do ano, avaliando-se a resisténcia e multirresisténcia a antimicrobianos.

Material e métodos

Os procedimentos experimentais, discriminados no projeto de protocolo
23082.008952/2010, foram conduzidos de acordo com a Resolugdo n.876 de 2008 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Coletas e amostras
Foram realizadas coletas mensais durante oito meses de cultivo, consistindo de

duas coletas de peixes na fase de alevinos no laboratorio, antes do povoamento em
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tanques-rede (1200 m?) offshore (08°09°18,48”°S e 034°48°41,52°W) e seis de juvenis
na fase de engorda. O estudo foi realizado em periodo de estio (novembro a fevereiro) e
chuvoso (marco a julho), a densidade de estocagem dos animais foi de 3 peixes/im?,
alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial nacional (40% proteina e 8%
lipidios) experimental para a espécie.

Foram capturados cinco peixes por coleta, totalizando 40 animais, 0s quais
foram transportados vivos, com aeracdo constante até o momento do exame clinico,
procedimentos de anestesia, pesagem, medida do comprimento, eutandsia, necropsia e
retirada do intestino. Para anestesia utilizou-se benzocaina (100 mg/L) e a eutanasia foi

por seccdo medular (Neiffer e Stamper, 2009).

Isolamento e estocagem das bactérias

As andlises microbiologicas foram realizadas no Laboratorio de Sanidade de
Animais Aquaticos (LASAg) da UFRPE. Cada intestino foi dissecado, macerado,
inoculado em Caldo Triptona de Soja (TSB) e incubado a 36°C por 24 h. As culturas em
TSB foram estriadas em agar MacConkey e em Tiossulfato-Citrato de Sais Biliares
(TCBS) e as placas foram incubadas a 36°C por 24 h (Balcazar et al., 2008). As
colbnias bacterianas foram descritas, purificadas, estocadas em caldo TSB glicerinado

(25%) e armazenadas em ultrafreezer a -80°C para posteriores procedimentos.

Identificacdo bioquimica e antibiograma
A triagem e agrupamento das bactérias foi realizada pela coloragdo de Gram e a
identificacdo bioquimica utilizando-se o sistema APl (BioMeérieux, Franca), APl 20E e

0 APl 20NE. O antibiograma foi pelo método de difusdo em discos de antibioticos em
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agar Mueller Hinton, conforme o protocolo do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012). Foram testados sete antibidticos, gentamicina (10Lg),
tetraciclina  (30pg), enrofloxacina  (30pg), florfenicol (15pg), penicilina  (6,25pg) e

ampicilina (10 pg) e cloranfenicol (30pg).

Extracdo, purificacdo e quantificacdo do DNA bacteriano

A extracdo e purificacdo do DNA bacteriano foi realizada segundo protocolo
fornecido pelo kit PureLink™ Genomic DNA Kits (Invitrogen). O DNA genomico foi
guantificado por método de fluorometria, utilizando equipamento fluorémetro Quibit

(Fluorometer/Invitrogen) e o kit Quant-iT"™ dsDNA BR Assay Kit (2 - 1000ng).

Amplificacdo e sequenciamento do gene rRNA 16S

O gene rRNA 16S foi amplificado utilizando os primers P1 (8-27f 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e P2 (1520-1541r: 5-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3) (Mmanda et al, 2014), preparados em um
volume final de 30ul contendo 0,3uM de cada primer, 15 ul de 2x GoTaq Master Mix
PCR SyberGreen (Promega), ~ 10 ng de DNA bacteriano e agua ultrapura. A reacdo em
termociclador (Techne) foi iniciada a 95°C durante 120 s, seguida de 35 ciclos de 95°C
durante 40 s, 55°C por 40 s, 72°C por 90 s, terminando a 72°C por 600 s.

O produto da PCR (1400-1500 bp) foi corado com Blue green loading dye (LGC
Bio) e submetido a eletroforese em gel de agarose (1,5% p/v) e tampdo 1XTAE (40 mM
de Tris-acetato; 1 mM de EDTA). Os amplicons foram purificados (kit PureLink PCR

Purification Kit - invitrogen), quantificados, ajustados nas concentracdes entre 10 e 40
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ng/ul e sequenciados (ABI PRISM® 3500 Genetic Analyser) no Laboratério Central —

LABCEN/UFPE.

Analise de dados

Os resultados dos Kkits APl foram analisados pelo programa apiweb
(https//apiweb.biomerieux.com). A multirresisténcia  antimicrobiana  (MAR)  foi
caracterizada pelo indice (MAR > 0,2) (Krumperman, 1983). Para andlise dos
cromatogramas utilizou-se as ferramentas Pregap4 e Gap4 do software STADEN 1.6 e 0
software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para alinhar sequéncias de
nucleotideos homologas no NCBI (http//blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Para julgamento da
influéncia dos periodos do ano (estio e chuvoso) na diversidade bacteriana (nUmero de
espécies) e na multirresisténcia (MAR>0,2), empregou-se dois testes de proporgdo

(P<0,05), funcdo prop.test do software R Core Team versdo 2015.

Resultados e discussao

Na analise microbioldgica, 72 linhagens bacterianas foram isoladas (41 do
TCBS e 31 do MacConkey), das quais 86,11% foram identificadas igualmente pelos
kits do sistema APl e por sequenciamento. Algumas espécies discordantes foram
classificadas no bioquimico como Aeromonas spp. e geneticamente eram Vibrio spp.

Por possuirem comportamento fenotipico semelhante, ha estudos em que foram
ressaltadas as diferencas entre Aeromonas spp. e Vibrio para auxiliar no diagnéstico de
doencas causadas por espécies patogénicas desses géneros (Park et al., 2011), além de
testes moleculares que foram desenvolvidos para distinguir os géneros de forma rapida e

precisa, especialmente na area de clinica humana (Mendes-Marques et al., 2013).
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As 72 linhagens Gram-negativas constituiram 18 espécies inseridas em 12
géneros e cinco familias (Tabela 1), sendo Enterobacteriaceae a familia mais
representativa com 63,88% dos isolados. Em relacdo as espécies mais frequentes,
Enterobacter cloacae e P. damselae subsp. damselae juntas somaram 52,78% dos

isolados.

Tabela 1. Frequéncias de bactérias Gram-negativas isoladas do intestino de beijupirg,

Rachycentron canadum, cultivado em Pernambuco, Brasil.

- Frequéncia Periodo do Fase do
Familia Blast NCBI Fa Fr o ano peixe
Aeromonaceae Aeromonas hydrophila 2 2,78 Estio Engorda
Enterobacter cloacae 20 27,78  Estio/chuvoso Bercério/engorda
Enterobacter spp. 5 6,94 Estio/chuvoso Engorda
Enterobacter ludwigii 1 1,39 Chuvoso Engorda
Escherichia coli 2 2,78 Chuvoso Engorda
Klebsiella oxytoca 1 1,39 Chuvoso Engorda
Klebsiella pneumoniae 8 11,11  Estio/chuvoso Bergéario/engorda
Enterobacteriaceae SSp. pseumoniae
Klebsiella spp. 1 1,39 Chuvoso Engorda
Morganella morganii 2 2,78 Chuvoso Engorda
Providencia stuartii 2 2,78 Chuvoso Engorda
Proteus mirabilis 1 1,39 Chuvoso Engorda
Proteus penneri 2 2,78 Chuvoso Engorda
Plesiomonas shigelloides 1 1,39 Chuvoso Engorda
Neisseriaceae Chromobacterium 1 1,39 Estio Engorda
violaceum
Pseudomonadaceae Pseudomonas spp. 1 1,39 Estio Engorda
Photobacterium 18 25 Estio/chuvoso  Bercério/engorda
damselae subsp.
Vibrionaceae damselae
Vibrio alginolyticus 2 2,78 Estio Bercéario
Vibrio spp. 2 2,78  Estio/chuvoso Bergario/engorda

Blast: Basic Local Alignment Search Tool; NCBI: National Center for Biotechnology Information; Fa:
Frequéncia absoluta; Fr (%): Frequéncia relativa

As espécies relatadas neste trabalho, com excegdo de E. coli, Klebsiella spp.,
Providencia spp. e Chromobacterium spp. foram isoladas por Duarte et al. (2014) em
peixes de A&gua doce cascudo (Hypostomus auroguttatus) e em bagre-pintado

(Pimelodus maculatus). Os autores também relataram a Enterobacteriacea como familia
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mais representativa. A semelhanca entre as microbiotas dos peixes de diferentes
ambientes sugere que a colonizacdo de algumas espécies de bactérias no intestino desses
animais € pouco afetada pela salinidade.

Todas as espécies identificadas nesse estudo sdo patdgenos oportunistas para
organismos aquaticos e/ou para humanos, e podem estar relacionados com as alteragdes
e lesbes observadas no exame clinico e na necropsia dos 10 alevinos (139,30 + 31,52 g;
27,13 = 1,46 cm) e 30 juvenis (456,77 + 264,46 g; 37,29 £ 6,05 cm). Apesar de nao
possuirem anormalidades na pele, nas nadadeiras e nos opérculos, 47,5% dos peixes
apresentaram opacidade de cérnea e 30% anemia das branquias. No exame interno
foram observados com maior frequéncia, focos esbranquicados nos rins, figado anémico

e sinéquias no saco pericérdico (Tabela 2).

Tabela 2. Lesdes externas e internas observadas em

beijupiras cultivados em Pernambuco, Brasil.

Bxame Orgéos Lesbes Fr (%)
Olhos Opacidade ocular 475
Externo  Branquias  Anémicas 30
Mandibula  Deformidade 25
Esplenomegalia 5
e Aderéncia 5
Anémico 30
Congesto 10
. Hemorragico 12,5
Figado Pontos brancos 10
Friavel 5
Aderéncia 10
Interno Friavel 2,5
RiM Pontos brancos _ 5
Focos esbranquicados 47,5
Aderéncia 5
Pontos brancos 12,5
Coracéo Ectépico 25
Aderéncia 15
Intestino Aumgnta}do &9
Aderéncia 5

Fr (%): Frequéncia relativa de animais com a leséo
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Com excegdo dos focos esbranquicados nos rins, as lesdes descritas sao
semelhantes aos achados de necropsia relatados em beijupirds doentes ou mortos por
infeccdo bacteriana (McLean et al., 2008; Rameshkumar et al., 2014; Shimada et al
2014). Os o6rgdos anémicos com pontos brancos e aderéncia dos 6rgdos podem ser
consequéncias, por exemplo, de vibrioses, fotobacterioses e/ou furunculoses (McLean et
al, 2008; Rameshkumar et al., 2014; Shimada et al 2014), enquanto que a opacidade
ocular pode estar associada a estreptococose, que segundo Guo et al. (2015a) é lesdo
caracteristica desta enfermidade.

Em ordem de incidéncia, as espécies P. damselae subsp. damselae, agente da
fotobacteriose, V. alginolyticus causador de vibriose e A. hydrophila responsavel pela
furunculose em peixes, estdo entre os patdgenos mais isolados de beijupirds doentes,
moribundos ou mortos (McLean et al., 2008; Rameshkumar et al., 2014; Shimada et al
2014).

P. damselae subsp. damselae, maior patdgeno do beijupira, foi a segunda
espécie mais frequente (25%), isolada nas duas fases do peixe, durante todo periodo do
experimento. E possivel que esse agente tenha uma relacdo estreita com o intestino do
beijupira e esteja presente em altas frequéncias mesmo em peixes assintomaticos.
Segundo Tortora et al. (2012), os peixes podem conviver com patdgenos sem que eles
causem doenca, porém em condicdes estressantes, 0 que geralmente ocorre nas
instalacbes de cultivo, o sistema imunologico do peixe pode ser comprometido e haver
um desequilibrio entre as defesas naturais do animal e as caracteristicas do micro-
organismo de produzir doenga.

A presenca de Vibrio spp. (5,56%) e Aeromonas spp. (2,78%) no intestino

sugere que também colonizaram outros 6rgaos do peixe com frequéncias provavelmente
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maiores, ja& que os Orgdos de eleicdo dos dois grupos bacterianos sdo principalmente rins
e figado. Esses oOrgdos de eleicdo foram analisados por Nascimento et al. (2014) que
observaram vibrios em 27,03% e aeromonas em 40,54% dos mesmos peixes utilizados
no presente estudo.

A aderéncia do coracdo observada em 15% dos animais é sugestiva de
pericardite e segundo Geng et al. (2011) e Rameshkumar et al. (2014) pode estar
associada a infeccdo por Vibrio spp. A presenca de pontos brancos no baco, figado, rins,
coracdo e pancreas podem ser consequéncia de infeccdo por A. hydrophila em beijupiras
de acordo com os relatos de McLean et al. (2008).

47,5% dos animais apresentaram focos esbranquicados de consisténcia firme e
aspecto pétreo ou arenoso nos rins, descricdes que sdo compativeis com as de célculos
renais ou nefrocalcinose. Os focos apareceram a partir da quarta coleta, quando os
animais ja estavam no periodo de engorda em alto mar e coincidiram com a mudanca da
racdo administrada, o que pode explicar a possivel origem dos célculos.

Segundo Benetti et al. (2010) e Klosterhoff et al. (2015), a nefrocalcinose é uma
doenca multifatorial comumente relatada em beijupirds, que pode ser associada ao
desequilibrio de calcio e magnésio na dieta, a fatores genéticos e ambientais e a
exposicdo prolongada ao didxido de carbono. Os mesmos autores sugeriram que
nefrocalcinose foi a causa da morte de beijupirds na fase de engorda, ao observarem
calculos nos rins e obstrucdo da uretra em peixes mortos.

O periodo do ano (estio ou chuvoso) ndo influenciou significativamente (P >
0,05) na diversidade bacteriana associada ao intestino do beijupira. E possivel que uma
vez que os tanques de estocagem deste estudo estavam situados distantes da costa, em

torno de 10 km, tenha reduzido a possibilidade de interferéncia climatica, e/ou a
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composicdo microbiana do intestino de peixes seja resultado de pressdes seletivas
especfficas no hospedeiro, como afirmou Duarte et al. (2014).

Em relacdo a resisténcia antimicrobiana, as linhagens bacterianas foram testadas
frente a sete drogas e classificadas, quanto a susceptibilidade, como sensivel,
intermediaria ou resistente ao antibidtico utilizado (Tabela 3). 95,83% dos isolados

foram resistentes a penicilina (6,25pg) e 45 (62,50%) a ampicilina (10pg).

Tabela 3. Antibiograma de bactérias isoladas do intestino de beijupira cultivado e

Pernambuco, Brasil.

Antibidticos
Familia n  Amp Clo Gen Ff Eno Tet Pen
10)g 30 30 30 S 30 10U
Aeromonaceae 2 1R S S S S S R
Enterobacteriaceae 46 31R51 1R5 1R1I 3R 11IR 3R 2l 43R
Neisseriaceae 1 R S S S S R R
Pseudomonadaceae 1 S S S S S S R
Vibrionaceae 22 12R S 1R 1l S S 1R R

n: nimero de isolados, Amp: ampicilina, Clo: cloranfenicol, Gen: gentamicina, FIf: florfenicol,
Eno: enrofloxacina, Tet: tetraciclina, Pen: penicilina, S: sensivel, I: intermediaria e R: resistente.

A resisténcia aos dois antibioticos [B-lactimicos pode ser devido as
caracteristicas intrinsecas das bactérias Gram-negativas. Esse grupo de bactérias possui
uma membrana externa que impermeabiliza muitas moléculas de diferentes classes de
antibidticos eficazes para Gram-positivas. Espécies isoladas no presente estudo como
Klebsiella spp., Proteus spp., E. coli, Povidencia spp. e Morganella spp. foram descritas
como resistentes naturais a grupos especificos de antibioticos por Cox e Wright (2013) e
Olaitan et al. (2014).

A resisténcia das espécies E. cloacae (63, 63%), K. pneumoniae, M. morganii,

P. stuartii e P. penneri a enrofloxacina (5 pg), antibidtico de uso exclusivo veterinario,
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também foi relativamente alta (15,28%) se considerar que no Brasil apenas
antimicrobianos a base de florfenicol e oxitetraciclina sdo registrados para tratamentos
terapéuticos em casos de doencas bacterianas em aquicultura.

69,44% das linhagens apresentaram indice de multirresisténcia antimicrobiana
(MAR) maior que 0,2 (Tabela 4). Os vibrioniceos, que inclui 0s maiores patdgenos do
beijupira, apresentaram indice MAR (0,2857), com resisténcia principalmente a
ampicilina e penicilina, diferentemente dos resultados de Ku et al. (2009) que
detectaram multirresisténcia de P. damselae subsp. damselae a amoxicilina,

cloranfenicol e oxitetraciclina em estudos com beijupira realizados em Taiwan.

Tabela 4. Multirresisténcia de bactérias isoladas do intestino de beijupira

cultivado em Pernambuco, Brasil.

Familia N Indice MAR
0 0,1428 0,2857 0,4285 0,5714 10,8571
Aeromonaceae 2 - 50% 50% - - -
Enterobacteriaceae 46 4,35% 21,74% 52,17% 15,22% 4,35% 2,17%
Neisseriaceae 1 - - - 100% - -
Pseudomonadaceae 1 - 100% - - - -
Vibrionaceae 22 - 36,36% 63,64% - - -

n: nimero de isolados, MAR: indice de multirresisténcia a antimicrobianos, MAR>0,2:
bactérias multirresistentes

A espécie com maior indice MAR (0,8571) foi E. cloacae, uma linhagem
resistente a todos os antibidticos com excecdo do cloranfenicol (30 pg). E importante
ressaltar que E. cloacae foi a espécie mais frequentemente isolada (27,78%) dos
beijupiras na fase de engorda no periodo de estiagem, e representa um risco no que se
refere a disseminacdo de multirresisténcia antimicrobiana, pois segundo Gao et al.
(2012), a transferéncia de resisténcia pode ocorrer entre bactérias intestinais, ambientais

e patdgenos oportunistas no ambiente de cultivo.
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Nesse experimento, os periodos do ano ndo influenciaram significativamente (P
> 0,05) no nimero de bactérias multirresistentes. Esse resultado € discordante dos
relatados por Hoa et al. (2011), que encontraram frequéncias altas de Aeromonas spp. e
Acinetobacter spp. resistentes relacionadas a condicdo chuvosa em ambientes de cultivo
no Vietnd. E possivel que a variagdo dos parametros ambientais e fisico-quimicos do
cultivo ndo tenha sido suficiente para influenciar a microbiota multirresistente associada
ao peixe.

A multirresisténcia a antimicrobianos e transferéncia de resisténcia no ambiente
de cultivo é um problema que pode inviabilizar tratamentos de bacterioses, afetar a
salde de piscicultores e consumidores finais do produto, principalmente os apreciadores
de comida crua ou levemente cozida. Shin e Cho (2013) compararam E. coli isoladas de
fezes de piscicultores com as de um grupo controle de funcionarios de restaurantes, e
relataram que as E. coli dos piscicultores foram mais resistentes a antibidticos que as do
grupo controle, especialmente a cefalotina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprima.

Para evitar o aumento de bactérias resistente nos animais e ambientes de cultivo
€ necessario que acOes preventivas sustentaveis sejam prioridade no controle de doencas
e haja a diminuicdo do uso de antibidticos na piscicultura. Alternativas aos antibioticos
estdo sendo estudadas para beijupird (Ku et al., 2008; Machen, 2008; Guo et al., 2011,;
Geng et al, 2011; Xing et al, 2013; Garrido-Pereira et al., 2014; 2015a, 2015b), e
podem representar uma evolugdo no que se refere a sanidade do animal.

O intestino do beijupird inclui bactérias Gram-negativas potencialmente
patogénicas para animais aquaticos e humanos, com elevadas taxas de multirresisténcia
aos antimicrobianos testados, independentes de fatores climaticos que representam um

desafio a sanidade do peixe cultivado.
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Resumo
Dada importancia de se estudar alternativas sustentaveis no controle de patogenos na
piscicultura em substituicdo aos antibioticos, objetivou-se identificar bactérias com
propriedades antimicrobianas frente a Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus e V.
alginolyticus, isoladas do intestino de 40 beijupiras (10 alevinos e 30 juvenis) cultivados
em sistema offshore. Foram isoladas 53 linhagens, classificadas em 13 espécies,
pertencentes as familias Enterococcaceae, Paenibacillaceae, Staphylococcaceae,
Streptococcaceae e Bacillaceae, sendo essa Ultima a mais representativa. A espécie mais

frequente foi Bacillus cereus (39,62%). Das 53 linhagens 16,98% apresentaram
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atividade antibacteriana, produzindo halos de inibicdo que variaram de 9,33 = 0,58 a
28,77 + 0,25 mm. As espécies com atividade antibacteriana foram Staphylococcus
piscifermentans, S. lugdunensis, Bacillus spp., Enterococcus spp., E. faecium e
Lactococcus lactis subsp. lactis. A espécie mais frequente foi E. faecium (33,33%)
incluida no género responsavel pelos maiores halos, especialmente contra V. vulnificus.
O periodo do ano ndo influenciou significativamente (P > 0,05) na diversidade das
espécies encontradas, nem no numero de bactérias com propriedades antimicrobianas. O
intestino  do  beijupird, Rachycentron canadum, compBe bactérias Gram-positivas
patogénicas oportunistas para humanos e espécies com atividade antimicrobiana frente a

vibrios que podem ser consideradas potenciais probidticas para beijupird no controle de

vibrioses.

Palavras-chave: Rachycentron canadum, probidtico, bacteriose, antagonismo, rRNA

16S

Introducédo

O beijupira, Rachycentron canadum, relne caracteristicas comuns as espécies
aquaticas cultivadas comercialmente no Brasil e representa uma promessa para a
piscicultura marinha no pais. O peixe pode ser cultivado durante o ano todo na costa
brasileira, e sazonalmente na regido sul, podendo alcancar de 4 a 6 kg em um ano de
cultivo (Sampaio et al, 2011). Como recente candidato a piscicultura, hd dificuldades
para cultiva-lo relatadas nas areas de diagndstico de doencas, prevencdo, controle de

patdgenos e pesquisas sobre sanidade do peixe (Cavalli et al., 2011).
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As infecgBes bacterianas representam restricdo a expansdo da maricultura, e 0s
patdgenos comumente relatados em beijupirds sdo da Familia Vibrionaeae, responsaveis
por doencas graves como vibrioses e fotobacterioses (Machen, 2008). Todas as fases do
ciclo de producdo podem sucumbir a vibriose, e espécies como V. alginolyticus, V.
harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. anguillarum e V. ordalii ja& foram
isoladas de rins, intestinos, lesbes sistémica hemorragica e Ulceras no estdmago de
beijupiras moribundos e de mortos (Liu et al., 2004; Mclean, 2008; Rameshkumar et al.,
2014).

O tratamento das bacterioses na piscicultura € normalmente realizado pela
administracdo de antibioticos, que utilizados de forma inadequada podem contaminar 0s
ambientes aquaticos e outros animais, persistir no produto final e chegar ao consumidor
humano, além de contribuir para o desenvolvimento de bactérias resistentes. Por esse
motivo, hd o interesse técnico e cientifico de buscar alternativas para prevenir e
controlar patogenos, e a utilizagdo de produtos a base de micro-organismos Vivos, 0S
probioticos, pode ser considerada (Figueiredo e Leal, 2008, Romero et al., 2012).

Sabendo que entre os mecanismos de acdo dos probidticos esta a acgdo
antagonista frente aos patdgenos pela producdo de compostos antimicrobianos
(Callaway et al., 2008; Nayak , 2010), o estudo foi realizado com o objetivo de
identificar bactérias isoladas do intestino de beijupird cultivado com atividade

antibacteriana frente a espécies patogénicas de Vibrio spp..

Material e métodos

Coletas e amostras
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Foram oito meses de coletas, dos quais dois foram de beijupirdas na fase de
alevinos em laboratério e seis de juvenis na fase de engorda depois do povoamento em
tanques-rede offshore (08°09°18,48°S e 034°48°41,52’W). O estudo foi realizado em
periodo de estio (novembro a fevereiro) e chuvoso (marco a julho) e os animais estavam

submetidos as condicGes descritas na Tabela 1 (Savay-da-Silva, 2015).

Tabela 1. Condi¢Ges de cultivo offshore de beijupird em Pernambuco, Brasil.

Parametros Periodo seco Periodo chuvoso
Indice pluviométrico (mm) 201,80 £ 116,84 562,85+ 192,99
Temperatura do ar (°C) 26,83 = 4,40 25,18 £ 3,75
Temperatura da agua (°C) 29,34 £ 0,52 26,68 £ 0,51
Oxigénio dissolvido (mg.L™) 6,23+ 1,72 7,24 + 0,07
pH 6,55 + 0,22 8,65+ 0,10
Salinidade 36,41 + 1,05 36,28 £ 0,88
Volume til dos tanques 1200m3
Densidade de estocagem 3 peixes /m?
Composicdo da racédo 40% proteina e 8% lipidios
Arragoamento Duas vezes ao dia

Foram capturados cinco peixes por coleta, totalizando 40 animais, 0s quais
foram transportados vivos, com aeracdo constante até o momento do exame clinico,
procedimentos de anestesia, pesagem, medida do comprimento, eutandsia, necropsia e
retirada do intestino. Para anestesia utilizou-se benzocaina (100 mg/L) e a eutanasia foi
por seccdo medular (Neiffer e Stamper, 2009).

Os procedimentos experimentais, discriminados no projeto de protocolo
23082.008952/2010, foram conduzidos de acordo com a Resolugdo n.876 de 2008 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

Isolamento das bactérias do intestino
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O intestino de cada animal foi macerado, inoculado em Caldo Tripticase de Soja
(TSB) e incubado a 36°C por 24 h. Posteriormente, indculos do caldo foram estriados
em placas contendo Agar Man-Rogosa-Sharpe (MRS), que foram incubadas a 36°C por
24-48h (Balcdzar et al., 2008). Ap6s o desenvolvimento das bactérias, as diferentes
coldnias foram purificadas, submetidas a coloracdo de Gram, estocadas em caldo TSB
glicerinado (25%) e armazenadas em ultrafreezer a -80°C. As analises microbioldgicas
foram realizadas no Laboratorio de Sanidade de Animais Aquéaticos (LASAQ) da

Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE.

Testes de antagonismo frente a Vibrio spp.

As bactérias isoladas foram confrontadas in vitro frente a trés espécies de vibrios
patogénicos para peixes, Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), Vibrio vulnificus
(ATCC 27562) e Vibrio alginolyticus (IAL 1957). O teste de antagonismo foi realizado
pelo método “bloco de gelose™ descrito por Stern et al. (2006), em que cada isolado foi
suspenso em solu¢do salina 0,85%, referente a escala de MacFarland 0.5, semeado na
superficie do dgar MRS e incubado por 24 h a 36°C. Apo6s desenvolvimento, discos do
agar MRS (~ 6 mm de diametro) foram assepticamente cortados e colocados invertidos,
com a parte impregnada pela bactéria testada, na superficie de agar Mueller-Hinton
recém semeado com o patdgeno, para incubacdo por 24 h a 36°C.

A atividade antibacteriana foi indicada pelas zonas claras ao redor dos discos de
agar, que foram mensuradas (mm) com o auxilio de paquimetro. Todos os testes foram

realizados em triplicata com controle negativo do meio MRS.

Amplificacdo e sequenciamento do gene rRNA 16S



114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

73

Para extragdo e purificacdo do DNA bacteriano utilizou-se kit PureLink™
Genomic DNA Kits (Invitrogen), e a quantificacdo do DNA foi realizada utilizando
equipamento fluordmetro Quibit (Fluorometer/Invitrogen) e o kit Quant-iT™ dsDNA
BR Assay Kit (2 - 1000ng).

O gene rRNA 16S foi amplificado utilizando os primers P1 (8-27f 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)) e P2 (1520-1541r: 5-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3) (Mmanda et al, 2014), preparados em um
volume final de 30ul contendo 0,3uM de cada primer, 15 ul de 2x GoTaq Master Mix
PCR SyberGreen (Promega), ~ 10 ng de DNA bacteriano e agua ultrapura. A reacdo em
termociclador (Techne) foi iniciada a 95°C durante 120 s, seguida de 35 ciclos de 95°C
durante 40 s, 55°C por 40 s, 72°C por 90 s, terminando a 72°C por 600 s.

O produto da PCR (1400-1500 bp) foi corado com Blue green loading dye (LGC
Bio) e submetido a eletroforese em gel de agarose (1,5% p/v) e tampdo 1XTAE (40 mM
de Tris-acetato; 1 mM de EDTA). Os amplicons foram purificados (kit PureLink PCR
Purification Kit - invitrogen), quantificados, ajustados nas concentracdes entre 10 e 40
ng/ul e sequenciados (ABI PRISM® 3500 Genetic Analyser) no Laboratério Central —

LABCEN/UFPE.

Anélise de dados

Para analisar os cromatogramas provenientes do sequenciamento utilizaram-se
as ferramentas Pregap4 e Gap4 do software STADEN 1.6 e o software BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) para alinhamento dos nucleotideos com sequéncias
homologas no NCBI (http//blast.ncbi.nim.nih.gov/). A influéncia dos periodos do ano

(estio e chuvoso) na diversidade bacteriana (nimero de espécies) e no numero de
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bactérias com atividade antibacteriana foi avaliada por dois testes de proporgdo
(P<0,05) utilizando o software R Core Team wversdo 2015. Para avaliar a atividade
antibacteriana (diferencas entre os halos de inibicdo) foi empregada a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (P<0,05), utilizando o mesmo software

R.

Resultados e discusséo

Cinquenta e trés linhagens bacterianas Gram-positivas foram isoladas do
intestino de beijupird em meio Man Rogosa Sharpe (MRS), com desenvolvimento de 13
espécies, de acordo com a identificacio molecular baseada no sequenciamento de
nucleotideos do gene rRNA 16S e suas regides hipervariaveis. As 13 espécies foram
classificadas em cinco géneros e cinco familias distintas (Tabela 2). 77,36% dos
isolados foram da familia Bacillaceae, a qual pertence o Bacillus cereus, espécie mais
frequente nessa pesquisa (39,62%), segquida do Bacillus spp. (18%).

Espécies do género Bacillus spp. também dominaram a microbiota intestinal do
peixe marinho garoupa (Epinephelus coioides), em estudo realizado por Sun et al.
(2009) na China. No entanto, os autores ndo isolaram a espécie B. cereus e relataram a
abundancia do Bacillus pumilus, que no presente estudo foi a espécie com menor
frequéncia (1,89%) entre os Bacillus. Com exce¢do do Brevibacillus spp., quatro dos
cinco géneros isolados dos beijupiras foram comuns aos das garoupas analisadas por
Sun et al. (2009), que identificaram espécies homdlogas como Lactococcus lactis e

Enterococcus faecium.
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Tabela 2. Frequéncias de bactérias Gram-positivas isoladas do intestino de 40

beijupiras, Rachycentron canadum, cultivados em Pernambuco, Brasil.

Frequéncia Periodo do

Familia Blast NCBI
Fa@s Fr ) ano
Bacillus cereus 21 39,62  Estio/chuvoso
Bacillus licheniformis 2 3,77 Estio
Bacillaceae Bacillus pumilus 1 1,89 Chuvoso
Bacillus safensis 3 5,66 Estio
Bacillus spp. 10 18,87 Estio/chuvoso
Bacillus thuringiensis 4 7,55  Estio/chuvoso
Enterococcus faecium 3 5,66  Estio/chuvoso
Enterococcaceae Enterococcus gallinarum 1 1,89 Chuvoso
Enterococcus spp. 1 1,89 Chuvoso
Paenibacillaceae Brevibacillus borstelensis 3 5,66  Estio/chuvoso
Staphylococcaceae Staphylococcus lugdunensis 1 1,89 Chuvoso
Staphylococcus piscifermentans 1 1,89 Estio

Streptococcaceae  Lactococcus lactis subsp. lactis 2 3,77 Chuvoso

Blast: Basic Local Alignment Search Tool; NCBI: National Center for Biotechnology Information; Fa:
Frequéncia absoluta; Fr (%): Frequéncia relativa.

Espécies do género Bacillus spp. também dominaram a microbiota intestinal do
peixe marinho garoupa (Epinephelus coioides), em estudo realizado por Sun et al.
(2009) na China. No entanto, os autores ndo isolaram a espécie B. cereus e relataram a
abundancia do Bacillus pumilus, que no presente estudo foi a espécie com menor
frequéncia (1,89%) entre os Bacillus. Com exce¢do do Brevibacillus spp., quatro dos
cinco géneros isolados dos beijupiras foram comuns aos das garoupas analisadas por
Sun et al. (2009), que identificaram espécies homdlogas como Lactococcus lactis e
Enterococcus faecium.

As espécies isoladas nesse estudo sdo bactérias benéficas ou comensais, indcuas
para 0S peixes, outros animais aquaticos e/ou humanos, com excecdo de algumas
linhagens patogénicas oportunistas para humanos como B. cereus, responsavel por
doencas veiculadas a alimentos, infecgfes locais e sistémicas (Schoeni e Wong, 2005;

Bottone, 2010), Enterococcus faecium, agente de infeccGes graves em individuos
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imunocomprometidos (Schaik et al., 2010) e Staphylococcus lugdunensis, causador de
endocardites e infeccBes cutaneas superficiais (Bocher et al. 2009).

Linhagens ndo patogénicas de B. cereus (Li et al, 2015; Subharanjani et al.,
2015) e E. faecium (Sarra et al., 2013; Abumourad et al., 2014) séo reconhecidos na
literatura por possuirem caracteristicas probidticas. As espécies identificadas como B.
pumilus (Sun et al, 2009; Yang et al., 2014), B. licheniformis (Kumari et al., 2014,
Azarin et al., 2015), B. thuringiensis (Bagde et al., 2009; Reneshwary et al., 2011), E.
gallinarum (Sorroza et al., 2013; Roman et al, 2015), S. piscifermentans (Hajar e
Hamid, 2013) e Lc. lactis subsp. lactis (Heo et al., 2012) foram isoladas anteriormente
de outras espécies de peixes e possuem efeitos probidticos para peixe e camarao.

O periodo do ano ndo influenciou estatisticamente (P > 0,05) na diversidade das
espécies encontradas, nem no ndmero de bactérias com propriedades antimicrobianas.
De acordo com Savay-da-Silva (2015), apesar de variarem, os parametros ambientais e
fisico-quimicos do sistema offshore encontraram-se em conformidade com os limites
sugeridos na literatura para criagdo do beijupira, e possivelmente, ndo interferiram na
criacdo dos animais. Infere-se que a variacdo desses parametros no periodo do
experimento, também ndo tenha sido suficiente para modificar a microbiota associada
ao peixe e/ou a composicdo microbiana do intestino desses animais seja resultado de
pressoes seletivas especificas no hospedeiro, como afirmado por Duarte et al. (2014).

Com relacdo aos testes de antagonismo, as bactérias se comportaram de formas
diferentes e produziram distintos halos de inibicdo, que variaram de 9,33 + 0,58 a 28,77
*+ 0,25 mm (Tabela 3). Dos 53 isolados, 16,98 % provocaram efeito antagbnico frente

aos vibrios testados, dos quais oito inibiram todos os vibrios. O grupo mais frequente
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foi Enterococcus spp. (44,44%), responsavel pelos maiores halos, especialmente contra
V. vulnificus.

As bactérias com atividade antimicrobianas desse estudo devem ser consideradas
para testes in vivo, individualmente ou associadas, com possivel éxito, uma vez que sao
autoctones e se enquadram no perfil de probidtico descrito por Ferreira et al. (2012), que
consideraram um produto de boa qualidade, bactérias que essencialmente sobrevivem as
condices adversas do trato gastrintestinal, colonizam o intestino, ndo sdo patogénicas
ao animal nem ao ser humano, tém atividade antagbnica as bactérias indesejaveis e

promovem beneficios comprovados ao hospedeiro.

Tabela 3. Atividade antibacteriana de bactérias isoladas do intestino de beijupirg,

Rachycentron canadum, frente a Vibrio spp.

Diametro médio dos halos de inibigdo

Espécie (mm) + DP
Vp A% Va
Staphylococcus piscifermentans 10+ 0bCD 14,17 £ 0,29 aF 139 + 1,21 aABC
Bacillus spp. OcE 12,37 £0,32 aG 11,13 £0,12 bC
Enterococcus faecium 11,87 £1,03 bBC 244 £0,36 aD 12,60 £ 0,27 bABC
Enterococcus faecium 9,33 +£0,58 cD 24+0aD 1283 +0,29 bABC
Enterococcus faecium 10,17 £ 0,29 cCD 26,13 + 0,15 aB 12,17 + 0,29 bABC
Enterococcus spp. 1533 £144 bA 28,77 +025 aA 1517 + 0,58 bA

Lactococcus lactis subsp. lactis 10,50 + 0,50 cCD 25,13 + 0,23 aC 11,67 £ 0,29 bBC
Staphylococcus lugdunensis 13,67 + 1,15 bAB 2057 £ 0,12 aE 14,17 + 1,76 bAB
Lactococcus lactis subsp. lactis 9,83 £0,29 cCD 25,13 +0,06 aC 14+ 1,73 bAB

DP: Desvio padrdo; Vp: Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802); W: Vibrio vulnificus (ATCC
27562); Va: Vibrio alginolyticus (IAL 1957); Letras mindsculas diferentes na mesma linha
diferem significativamente (P<0,05) os didmetros dos halos entre as bactérias patogénicas; letras
mailsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente (P<0,05) os didmetros dos
halos entre potenciais probidticos.
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Os Enterococcus spp. e Lactococcus spp. que juntos representaram 66,66% das
linhagens com atividade antimicrobiana, na sua maioria sdo bactérias inofensivas e
algumas sdo capazes de estimular o sistema imunologico de peixes, segundo Gatesoupe
(2008) e Vijayabaskar e Somasundaram (2008). Esses géneros fazem parte do grupo de
bactérias 4acidas lacticas que compdem a microbiota natural de peixes e j& sdo
conhecidas por produzirem metabdlitos inibitorios, como por exemplo, as bacteriocinas.

As linhagens de Lc. lactis ssp. lactis conferiram atividade antimicrobiana frente
aos trés vibrios testados, com maior atividade frente a V. vulnificus. Sua agdo
antagonista in vitro também foi observada por Balcéazar et al. (2007a), quando relataram
halos maiores que os descritos nesse estudo (> 15 mm) contra V. anguillarum. O Lc.
lactis ssp. lactis com melhores halos no teste de antagonismo no presente estudo foi
utilizado por Silva (2014), em teste in vivo, adicionado a racdo e fornecido a beijupiras
cultivados em sistema de recirculacdo experimental. O autor observou influéncia
benéfica sobre a sobrevivéncia, crescimento, peso, fator de conversdo alimentar e
parametros hematologicos desses peixes quando desafiados com V. parahaemolyticus.

Os resultados observados por Silva (2014) no teste in vivo, além de confirmarem a
atividade antimicrobiana do Lc. lactis subsp. lactis observada in vitro no presente
estudo, demonstraram outros efeitos benéficos ao hospedeiro que o diferencia como
potencial probidtico para beijupird. Para Balcazar et al. (2007b), Lc. lactis subsp. lactis
também é um potencial probidtico para truta marron (Salmo trutta), ao observarem
modificacdo da microbiota intestinal do peixe com estimulo da resposta imunolégica.

Em relacdo as espécies que representam risco aos humanos, quando consideradas
para probiotico é apropriada a investigacdo da viruléncia, patogenicidade e resisténcia

antimicrobiana das linhagens em questdo, e se necessario, uso da engenharia genética
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para garantir linhagens seguras a manipulagdo humana. E. faecium ja vem sendo testado
como probidtico por Abumourad et al. (2014), que comprovaram o0s efeitos
imunoestimulantes e promocdo do crescimento em tilapia (Oreochromis niloticus)
desafiadas com Aeromonas hydrophila.

Embora 76,92% das espécies identificadas no estudo serem reconhecidas na
literatura como probiodticos, nem todas apresentaram compostos antibacterianos nos
testes de antagonismo, isSO porque 0s probidticos possuem outros mecanismos de acao,
ndo testados neste estudo, que conferem beneficios aos hospedeiros, como a modulagdo
da resposta imune e competicdo por nutrientes ou pelos mesmos sitios de adesdo do
patdgeno, que independem da producdo de substancias inibitorias (Callaway et al.,
2008; Nayak , 2010).

Segundo Lallo et al. (2007), apesar do B. cereus ndo apresentar atividade
antibacterina frente aos patdgenos, foi capaz de atenuar o crescimento de Aeromonas
hydrophila por exclusdo competitiva, de acordo com pesquisa in vitro e in vivo com
peixe ornamental, enquanto que o B. pumilus, em estudo realizado por Sun et al. (2009),
embora ndo tenha inibido V. parahaemolyticus, produziram halos de inibicdo de
11,1+0,8 mm contra V. alginolyticus.

Estudo da composicdo microbiana intestinal com atividade antagonista frente a
patbgenos de peixes também foi estudada no peixe de agua doce curimbata
(Prochilodus argenteus) por Silva et al. (2005). Mesmo em salinidades diferentes do
presente estudo, o0s autores encontraram resultados semelhantes quando detectaram
propriedades antibacterianas in vitro de Lc. lactis frente a V. alginolyticus e V.
vulnificus, e de E. faecium frente a V. vulnificus. As frequéncias das espécies também

foram semelhantes, no entanto o E. faecium de curimbatd ndo inibiu V. alginolyticus,
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diferente das linhagens de E. faecium isoladas de beijupird que produziram halos acima
de 20 mm.

Os estudos relacionados ao uso do probidtico no cultivo de beijupira sédo
crescentes e traduzem o interesse em compreender a funcdo, eficacia e os riscos do uso
dessa alternativa profilatica na aquicultura (Xing et al, 2013; Garrido-Pereira et al,
2014). Assim como nesse estudo, autores avaliaram a acdo de bactérias com
propriedades antimicrobiana frente a vibrios em beijupird, porém utilizando probidticos
comerciais ou bactérias isoladas de outras espécies de peixes ou de camardo (Geng et
al., 2011).

O intestino do beijupira compde bactérias Gram-positivas patogénicas
oportunistas para humanos e espécies com atividade antimicrobiana frente a vibrios, que
ocorrem independente da influéncia climatica e sdo potenciais probidticas para beijupira

como alternativa profilatica e/ou terapéutica contra vibrioses.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O intestino do beijupira compde uma diversificada microbiota que inclui bactérias
Gram-negativas potencialmente patogénicas para animais aquaticos e humanos, com elevadas
taxas de multirresisténcia aos antimicrobianos testados, Gram-positivas patogénicas
oportunistas para humanos e bactérias com atividade antimicrobiana frente a vibrios. As
espécies patogénicas representam desafio a sanidade do peixe cultivado, preocupacdo com a
disseminacdo de resisténcia no meio ambiente, e risco a salde de piscicultores e populacao
humana consumidora. As espécies com propriedades antibacterianas sdo consideradas
probioticas para outras espécies de peixes, e a partir desse estudo podem consideradas em
formulacbes de um probidtico para beijupira, como alternativa profilatica e/ou terapéutica

contra vibrioses.
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7. APENDICES

Apéndice A
Lesdes externas e internas em beijupira

.y W s -
Lesdes externas em beijupira (a) Opacidade de cérnea, (b) Deformidade mandibular;
Lesdes internas (c) Figado anémico, (d) Sinéquias pericardicas, (e) e (f) Caélculos renais

ou nefrocalcinose.
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Apéndice B
Sequenciamento do gene rRNA 16S

Tabela 1. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene rRNA 16S extraido de
bactérias Gram-negativas isoladas do intestino de beijupira cultivado.
Espécie BLAST - NCBI

Aeromonas hydrophila YL17, complete genome
Sequence ID: gb|CPO07518.1] Length: 4806266 Number of Matches: 10

. Range 1: 220100 to 240522 GenBank Graphics ¥ Next Match
Aeromonas hydrophlla Score Expect Identities Gaps Strand
2625 bits(1421) 0.0 1427/1433(99%) 0/1433(0%) Plus/Plus

Features: chemotaxis protein CheV
rRNA-165 ribosomal RNA

Chromobacterium violaceum strain 968 165 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence

- Sequence I0: gb|HM449690.1] Length: 1474 Number of Matches: 1
Chromobacterium
- Range 1: 64 to 1474 GenBank Graphics
VIOIaceum Score Expect Identities Gaps Strand
2599 bits(1407) 0.0 1409/1411{99%) 0/1411(0%) Plus/Plus
Enterobacter cloacae strain RPR-CCFL3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gblKR611993.1] Length: 1511 Number of Matches: 1
EnterObaCter Cloaca Range 1: 22 to 1451 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2577 bits(1395) 0.0 1409/1420(99%) 2/1420(0%) Plus/Plus

Enterobacter ludwigii gene for 165 ribosomal RNA, partial sequence, strain: AF13
sequence ID: dbj|LC015543 1| Length: 1442 Humber of Matches: 1
P See 1 mare title(s)

Enterobacter ludwigii

Range 1: 6 to 1405 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
2542 bits(1376) 0.0 1388/1400(99%) 0/1400(0%) Plus/Plus

Enterobacter sp. SR19 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence I0: gblKFE96099 1| Length: 1454 Number of Matches: 1

Enterobacter sp.

Range 1: 14 to 1446 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
2606 bits(1411) 0.0 1422/1433(99%) 0/1433(0%) Plus/Plus

Escherichia coli strain SF-166, complete genome
Sequence ID: gb|CP012633.1] Length: 4910962 Number of Matches: 7

ESCherIChIa COII Range 1: 4732687 to 4725116 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
2623 bits(1420) 0.0 1425/1430(99%) 0/1430(0%) Plus/Minus

Klebsiella oxytoca DNA, complete genome, strain: JKo3
sequence 10: dbjlAP014951 1] Lenath: 5944658 Number of Matches: §

K|6b5|e”a Othoca Range 1: 224269 to 225694 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
2579 bits(1396) 0.0 1411/1426(99%) 0/1426(0%) Plus/Plus

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae strain ATCC 43816 KPPR1, complete genome
Sequence ID: gb|CP009208.1] Length: 5374834 Number of Matches: 8

KIebSIe"a pneumonlae Range 1: 2377249 to 2378681 GenBank Graphics ¥ Next Match
1 Score Expect Identities Gaps Strand
Ssp' pseumonlae 2610 bits(1413) 0.0 1424/1433(99%) 1/1433(0%) Plus/Minus

Features: ANA-165 ribosomal RNA

Klebsiella sp. GR9 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence 1D: gb|[DQ100465.1] Length: 1453 Number of Matches: 1

KlebSIe"a Spp Range 1: 23 to 1442 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2571 bits(1392) 0.0 1407/1420(99%) 1/1420(0%) Plus/Plus

Morganella morganii subsp. morganii KT 165 ribosomal RNA, complete sequence
Sequence ID: refilNR_102517 1| Length: 1531 Number of Matches: 1

Morganella morgant Range 1: 40 to 1484 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand

2630 bits(1424) 0.0 1431/1436(99%) 1/1436(0%) Plus/Plus
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. Photobacterium damselae subsp. damselae gene for 163 rRNA, partial sequence, strain: 04Ya311
PhOtObaCterlum sequence ID: dbjlAB5T1870.1] Length: 1512 Humber of Matches: 1
damselae SUbSp. Range 1: 46 to 1494 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
damselae 2665 bits(1443) 0.0 1446/1449(99%) 0/1449(0%) Plus/Plus
Plesiomonas shigelloides strain NCIMB 9242 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
Sequence ID: reflNR_044827 1| Length: 1499 Number of Matches: 1
Plesiomonas » See 2 more titlels)
Shige"oides Range 1: 48 to 1482 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2630 bits(1424) 0.0 1431/1436(99%) 1/1436(0%) Plus/Plus

Proteus mirabilis

Proteus mirabilis strain B1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gblKC344360.1] Length: 1530 Number of Matches: 1

Range 1: 50 to 1482 GenBank Graphics

Score Expect
2632 bits(1425) 0.0

Identities Gaps Strand
1429/1433(99%) 0/1433(0%) Plus/Plus

Proteus penneri

Proteus penneri gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: NBRC 105705
Sequence ID: dbj|ABEB2277 1| Length: 1468 Humber of Matches: 1

Range 1: 28 to 1465 GenBank Graphics

Score Expect

Identities Gaps Strand
2639 bits(1429) 0.0

1435/1438(29%) 0/1438(0%) Plus/Plus

Providencia stuartii strain FDHR1-1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence I0: gblKT216580.1] Length: 1465 Number of Matches: 1

Providencia Stuartii Range 1: 36 to 1464 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2628 bits(1423) 0.0 1426/1429(99%) 0/1429(0%) Plus/Plus
Pseudomonas sp. K2DN344 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence 1D: gblKT308224 1| Length: 1500 Mumber of Matches: 1

PSeudomOnaS Sppl Range 1: 63 to 1469 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2540 bits(1375) 0.0 1391/1407(99%) 0/1407(0%) Plus/Plus

Vibrio alginolyticus NBRC 15630 = ATCC 17749 chromosome 1, complete sequence
Sequence ID: gblCP006718.1] Length: 3334467 Number of Matches: 10

Vibrio a|gin0|yticus Range 1: 1055085 to 1057351 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
2398 bits(1298) 0.0 1334/1367(98%) 0/1367(0%) Plus/Minus
Features: rpyp-165 ribosomal RNA
Vibrio sp. QY20 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gblKP676705.1] Length: 1430 Mumber of Matches: 1
VlbrlO Spp. Range 1: 208 to 1255 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
1842 bits(997) 0.0 1023/1048(98%) 0/1048(0%) Plus/Plus

Tabela 2. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene rRNA 16S extraido de

bactérias Gram-positivas isoladas do intestino de beijupira cultivado.

Espécie

BLAST - NCBI

Bacillus cereus

Bacillus cereus strain GD15 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gblKF928771.1] Length: 1513 Humber of Matches: 1

Range 1: 48 to 1496 GenBank Graphics

Score Expect

Identities Gaps Strand
2669 bits{1445) 0.0

1447/1449(99%) 0/1449(0%) Plus/Minus

Bacillus licheniformis strain APT40 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gb[KC519412.1| Length: 1453 Number of Matches: 1

Bacillus licheniformis

Range 1: 2 to 1442 GenBank Graphics
Score Expect
2619 bits(1418) 0.0

Identities Gaps Strand
1429/1440({99%) 0/1440(0%) Plus/Minus
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Bacillus pumilus strain ML568 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gblKCG92176.1| Length: 1489 Number of Matches: 1

BaCIIIUS pumlluS Range 1: 16 to 1464 GenBank Graphics
Score

Expect Identities

Gaps Strand
2665 bits(1443) 0.0

1446/1449(99%) 0/1449(0%) Plus/Plus

Bacillus safensis strain OU93 16S ribosomal RMA gene, partial sequence
Sequence ID: gblKR140378.1| Length: 1474 Number of Matches: 1

Bacillus safensis

Range 1: 29 to 1471 GenBank

Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2651 bits(1435) 0.0 1439/1443(99%) 0/1443(0%) Plus/Plus
Bacillus sp. FJAT-22379 16S ribosomal RMA gene, partial sequence

Sequence ID: gb|KP728958.1] Length: 1452 Number of Matches: 1
BaCIIIUS Spp' Range 1: 7 to 1446 GenBank Graphics

Score Expect Identities
2656 bits(1438) 0.0

Gaps Strand
1439/1440(99%) 0/1440(0%) Plus/Plus

Bacillus thuringiensis strain 53-3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gblK.J496381.1] Length: 1539 Number of Matches: 1

Bacillus thuringiensis

Range 1: 50 to 1494 GenBank

Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2658 bits(1439) 0.0 1442/1445(99%) 0/1445(0%) Plus/Plus
Brevibacillus borstelensis strain NBRC 15714 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
sequence ID: reflNR_113799.1] Length: 1461 Number of Matches: 1
Brevibacillus > See 1 more title(s)
borstelensis Range 1: 28 to 1460 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2636 bits(1427) 0.0 1430/1433(99%) 0/1433(0%) Plus/Plus
Enterococcus faecium strain AT15 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: gblKP137385.1] Length: 1555 HNumber of Matches: 1
Enterococcus faecium Range 1: 51 to 1504 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2678 bits(1450) 0.0 1452/1454(99%) 0/1454(0%) Plus/Plus
Enterococcus gallinarum strain FUA3375 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence
sequence ID: gblJM102572 1| Length: 1472 Number of Matches: 1
Enterococcus
ga"inarum Range 1: 9 to 1459 GenBank Graphics _
Score Expect Identities Gaps Strand
2673 bits(1447) 0.0 1449/1451(99%) 0/1451(0%) Plus/Plus
Enterococcus sp. w17 165 ribosomal RNA gene, partial sequence -
Sequence ID: gb|KP198609.1] Length: 1474 Humber of Matches: 1
Enterococcus Spp Range 1: 11 to 1467 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2684 bits(1453) 0.0 1456/1457(99%) 1/1457(0%) Plus/Minus
Lactococcus lactis subsp. lactis MR17 16S ribosomal RNA gene, complete sequence
L t I t_ Sequence ID: gblAFA93058 1] Length: 1542 Number of Matches: 1
actococcus lactis
. Range 1: 52 to 1492 GenBank Graphics
SUbSp- IaCtIS Score Expect Identities Gaps Strand
2639 bits(1429) 0.0 1437/1441(99%) 1/1441(0%) Plus/Plus
Staphylococcus lugdunensis N920143 complete genome
Staphylococcus Sequence ID: emb|FREBT0271.1| Length: 2595888 MNumber of Matches: 5
- Range 1: 2424017 to 2425461 GenBank Graphics ¥ Mext Match
IugdunenSIS Score Expect Identities Gaps Strand
2654 bits(1437) 0.0 1441/1445(99%) 0/1445(0%) Plus/Minus
Staphylococcus piscifermentans strain CIP103958 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Seq 10: reflNR_116436.1] Length: 1516 Humber of Matches: 1
Staphylococcus > See 1 more title(s)
pisciferm entans Range 1: 49 to 1494 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
2656 bits(1438) 0.0 1443/1446(99%) 1/1446(0%) Plus/Plus




Tabela 3. Parte dos cromatogramas provenientes de sequenciamento do gene rRNA 16S extraido de bactérias potenciais
probidticas isoladas do intestino de beijupira, Rachycentron canadum.

Espeécie Cromatograma

A10GF_C03_03

Bacillus spp.

G CGBCOBBGET CC AT L AT AL GTBACAGC CGE RGC CBCCT T T CAATTTCOAALCEATEGERETTE A
10 200 190 180 170 160 150

1/ 94C_R_B0O5_02

Enterococcus faecium LXWI\MMN\MWW MAAMWANMMMMM/\N

CCGCGGCG_GC GATCCGCGAT ACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGEC
150 180 170 180 180 200

/14GF_C04_03

enverococsus bR v v aad At A s i

SCGGCG__GC_CGG_C.—G.—C___CG_CC.—__GCCG.——G.—__CCC_.—-C_GC_GCC_ CCCGTAGGE#A
0 370 360 350 330 320

1/ 104C_F_ED7_05

atocoes acts st et o ol oo ool ool lpenli

CTGACCGAGCAACGCCGCLCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGAT GTAAAACTCTGTTGGTAGAGA
360 370 380 350 400 410

+/103C_R_DO7_04

stspyosscus coress o Vg O st

AC G GCTAGC TCCAAAT G GT TACT CCA CCSGY__CGGG_G__foffC_C_CG_GG_G_GACGGG
50 60 70 100
/BGF_C02_03
Staphylococcus piscifermentans
AGTTAGC GGCG GACGGGTGEG AGTAACAC  GTGEGGGTAACCTGCCCATAAGACT GGG AT AACTCCG
50 70 a0 S0 100 110

< >
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8. ANEXO - Normas para publicacdo no Brazilian Journal Microbiology

Brazilian
BJ M Journal of
Microbiology
ISSN 1517-8382 versdo impressa
ISSN 1678-4405 versao online

INSTRUCOES AOS AUTORES

Escopo da revista
Submissdo de um artigo
Publicacdo do artigo
Preparo do artigo

Escopo da revista

A

partir do dia 01/01/2015 o Brazilian Journal of Microbiology (BJM) aceitara

manuscritos que versem sobre genoma de microrganismo sequenciado recentemente. Eles
serdo publicados na secdo “"Genome Announcement”. O objetivo desta secdo é permitir
que autores do sequenciamento informem aos leitores do BJM sobre um genoma que esta
disponivel e qual seria o interesse para a comunidade cientifica. O publicacdo nédo
impedira a futura publicacdo de um artigo cientifico completo no BJM ou em outra
revista.

Escopo da se¢do “Genome Announcement” no BIJM:

A

Os autores da publicacdo deverdo ser 0s mesmos ou na sua maioria dos contidos no
depdsito da sequéncia do genoma;

A sequéncia do genoma deve estar disponivel para o publico no DDBJ / EMBL /
NCBI dados GenBank (http//www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), no momento do envio
do manuscrito para 0 BJM. O ndmero de acesso valido no GenBank para 0 genoma,
deve ser claramente indicado no manuscrito;

As sequéncias completas de plasmideos circulares serdo aceitas sem lacunas;

As sequéncias de nucleotideos que se refere o “announcement” , deve cobrir pelo
menos 95% do tamanho do genoma esperado para 0 organismo;

Serdo considerados para publicacdo depositos completos feitos no GenBank e gapped
cromossomos (scaffolded) do genoma. Para tais depositos é preferivel ter uma
anotacdo funcional.

O manuscrito enviado para a se¢cdo “Genome Announcement” deve conter no maximo
500 palavras no corpo do texto e um resumo de 150 palavras;

Os autores devem indicar claramente a origem da cepa microbiana, a importancia de
ter sequenciado o genoma e 0s beneficios que o campo da microbiologia.

O texto deve conter a metodologia utilizada no sequenciamento, incluindo o ndmero e
tamanho das leituras geradas, métodos de montagem utilizado, as medidas tomadas
para gerar os scaffolds e para fechar o genoma, quando aplicavel. Além disso,
informar quais métodos serdo utilizados para anotacéo e curadoria se for o caso.

revista Brazilian Journal of Microbiology, editada pela Sociedade Brasileira de

Microbiologia, publica artigos originais, e trabalhos de revisdo que cobrem todos os
aspectos da Microbiologia. Nao sdo cobradas taxas para publicacdo de artigos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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As seguintes categorias de artigos sdo aceitas para publicagdo no Brazilian Journal of
Microbiology:

o Artigos Originais: reportam resultados cientificos originais que ainda ndo tenham
sido publicados em outro periddico;

o Artigos de Revisdo: abordam temas ligados a microbiologia em geral e de amplo
interesse da &rea.

Seu manuscrito deve ser escrito em inglés claro e compreensivel.

Se vocé tiver davidas sobre o nivel de inglés do seu texto, vocé pode optar por ter o seu
manuscrito editado profissionalmente por um nativo da lingua inglesa ou por um servigo
de editoracdo cientffica antes da submissdo do seu manuscrito. Todos o0s servicos devem
ser organizados e pagos pelo autor, e 0 uso de um desses servicos ndo garante a aceitacao
ou preferéncia para publicacdo do manuscrito. No caso de o autor ser um nativo da lingua
inglesa, por favor, substituir o certificado de Inglés por uma carta de justificativa.

E um prazer aceitar o seu trabalho para ser publicado na Revista Brasileira de
Microbiologia. No entanto, sd serd publicada uma vez revisada a versdo final do texto em
Inglés. Por favor, envie o texto revisado e o certificado emitido pelo " American Journal

Experts "

* American Journal Experts: http//www.JournalExperts.com?rcode=BSM1

SECOES

Microbiologia Industrial:

Fermentacdo Bacteriana

« Biossintese e bioconversdo de produtos naturais, como: antibidticos; xenobioticos e
macromoléculas produzidas por bactérias.

e Aspectos moleculares de biotecnologia bacteriana.

Fermentacdo Fungica

« Biossintese e bioconversdo de produtos naturais, como: antibioticos; Xenobibticos e
macromoléculas produzidas por fungos.

o Aspectos moleculares de biotecnologia fungica.

Microbiologia de Alimentos:
Tecnologia de Alimentos
« AplicacBes de microrganismos (bactérias e fungos) na producédo de alimentos.

Seguranca e Qualidade dos alimentos
o Doencas de origem alimentar.

o Deterioracéo de alimentos.

e Ecologia microbiana em alimentos.

Microbiologia Médica:
Patogénese Bacteriana
« Bases genéticas, bioguimicas e estruturais da patogénese bacteriana.


http://www.journalexperts.com/?rcode=BSM1
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Patogenicidade de Fungos
o Bases genéticas, bioquimicas e estruturais da patogénese fungica.

Microbiologia Clinica:
Bacteriologia
o Estudos sobre bactérias de importancia médica.

Micologia
o Estudos sobre fungos de importancia médica.

Virulogia
o Estudos sobre virus de importancia médica.

Microbiologia Ambiental:

Ecologia Microbiana

e Ecologia de grupos microbianos naturais; diversidade microbiana de ambientes
naturais, como agua, solo, sedimentos e organismos superiores.

o Interagdes microbianas.

Biotecnologia

o Aspectos ambientais de salde publica.

« Biodegradacdo.

o Biorremediacéo.

o Consideracbes ambientais para microrganismos geneticamente modificados.

Fisiologia de Fungos
o Bioquimica de fungos, biofisica, metabolismo, estrutura celular, respostas a fatores de
estresse, crescimento, diferenciacdo e outros processos relacionados.

Fisiologia de Bactérias
« Bioquimica de bactérias, biofisica, metabolismo, estrutura celular, respostas a fatores
de estresse, crescimento, diferenciacdo e outros processos relacionados.

Genética e Biologia Molecular de Fungos
o Genética de fungos, biologia molecular, regulacdo génica, replicacdo e reparo de
DNA, proteomas e transcriptomas

Genética e Biologia Molecular de Bactérias
o Genética de bactérias, biologia molecular, regulacdo génica, replicacdo e reparo de
DNA, proteomas e transcriptomas

Genética e Biologia Molecular de Virus
o Genética de virus, biologia molecular, regulacdo génica, replicacdo e reparo de DNA,
proteomas e transcriptomas

Microbiologia Veterinaria

o Doencas de animais

« Controle e/ou tratamento de animais
o Diagnostico de patdgenos de animais
o Patdgenos veterinarios ou zoonoticos
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Ensino de Microbiologia
o Estratégias de ensino em microbiologia
o Novas ferramentas de ensino em microbiologia

Submissdo de um artigo

Um artigo para ser submetido ao Brazilian Journal of Microbiology ndo deve ter sido
previamente publicado (exceto na forma de resumo) nem ter sido submetido em qualquer
outro periédico.

As instrugBes para submissdo online estdo disponiveis neste site.

Todos os autores serdo informados por mensagem eletronica a respeito da submissao
eletrbnica. A mensagem também questionard se todos 0s autores concordam com a
submissdo. Auséncia de resposta serd considerada como concordancia a submissao.

A responsabilidade pela exatiddo do contetdo do manuscrito € de inteira responsabilidade
dos autores.

Publicacdo do artigo

Os artigos sdo aceitos para publicacdo apés terem sido revisados de forma critica por pelo
menos dois revisores, indicados pelos editores.

As sugestbes e recomendacfes dos revisores e editores serdo encaminhadas
eletronicamente ao autor para correspondéncia, o qual devera retornar o artigo revisado aos
editores na data estipulada, pelo sistema online. O autor para correspondéncia devera
explicar ou comentar as alteracGes introduzidas no texto.

O autor para correspondéncia receberd uma mensagem eletrdnica sempre que houver
alteracdo do status do artigo.

Nao é necessario ser associado da Sociedade Brasileira de Microbiologia para submeter
artigo para publicacdo.

Todos 0s cientistas, brasileiros ou estrangeiros, sdo convidados a submeterem artigos para
publicacao.

ETICA

O(s) autor(es) devem informar, no texto do artigo, se 0 projeto de pesquisa foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa de sua Instituicho, em consoante a Declaracio de
Helsinki  (http//Awww.ufrgs.br/HCPA/gppa/helsins.htm).  Nos trabalhos experimentais que
envolvem animais, as normas estabelecidas no "Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals™ (Institute of Laboratory Animal Resources, National Academy of Sciences,
Washington, D. C. 1996), e os "Principios Eticos na Experimentacéo Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA -
http//www.cobea.org.br/index.php?pg=Principios%20Eticos) devem ser respeitados.

Preparo do artigo

O Artigo devera ser submetido como um uUnico arquivo em WORD. Este arquivo deve
conter texto, figuras, tabelas, etc. Serdo aceitas apenas submissfes de artigos redigidos em
inglés.

Para artigos originais, o arquivo em WORD deve conter:


http://www.ufrgs.br/HCPA/gppg/helsin5.htm
http://www.cobea.org.br/index.php?pg=Principios%20Eticos
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o Titulo

e Autores e Afiliagbes

e Resumo (200 a 250 palavras)
o 3ab palavras-chave

e Introdugéo

o Material e Métodos

e Resultados

o Discussoes

o Agradecimentos (opcional)

o Referéncias

Para artigos de reviséo, o arquivo em WORD deve conter:
o Titulo

e Titulo resumido

o Resumo (200 palavras)

e 3ab palavras-chave

o Texto

o Agradecimentos (opcional)

o Referéncias

Os artigos devem ser digitados com espaco duplo, margens de 3 cm e numerados
sequencialmente. As linhas das paginas do artigo devem ser numeradas. Os editores
recomendam que antes da submissdo o artigo seja lido de forma critica por alguém fluente
em lingua inglesa. Os artigos escritos com inglés de baixa qualidade ndo serdo aceitos.

Artigos Originais e Artigos de revisdo deverdo conter até, no méaximo, 20 paginas,
incluindo referéncias tabelas e figuras.

Abreviaturas e simbolos devem seguir as recomendacdes da IUPAC-IUB Comission
(Comission on Biochemical Nomenclature, Amendments and Corrections). As unidades de
medida devem seguir o Sistema Internacional de Unidades.

SUGESTOES DE REVISORES
Os autores poderdo enviar sugestdes de revisores para avaliagdo dos artigos. Deverdo
constar as seguintes informacdes: nome; e.mail e Instituicdo de Origem.

USO DE EXTRATOS DE PLANTAS EM EXPERIMENTOS MICROBIOLOGICOS
Artigos que apresentarem estudos com extratos de plantas, ou extratos de outras substancias
complexas, serdo aceitos apenas apds identificacdo dos compostos.

Os autores podem precisar, ou desejar, fazer uso de servicos de edicdo de linguas para
melhorar a qualidade do inglés e, portanto, a qualidade final do texto. Este tipo de
assisténcia é recomendada antes mesmo da submissdo dos artigos ou, no caso de solicitacao
pelos revisores, antes do artigo ser definitivamente aceito para publicacdo. Autores que nao
sdo nativos de lingua inglesa que desejem assisténcia na escrita em inglés podem considerar
as sequintes sugestoes:

e American Journal Experts: http//www.JournalExperts.com?rcode=BSM1
e Joanne Roberts: joroberts@uol.com.br
e ATO Tradugdes: www.atotraining.com.br



http://www.journalexperts.com/?rcode=BSM1
mailto:joroberts@uol.com.br
http://www.atotraining.com.br/
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e Prof. Julian D. Gross, University of Oxford, Oxford Biomedical Editors:
julian.gross@pharm.ox.ac.uk
« BioMed Proofreading LLC: http//www.biomedproofreading.com

ORGANIZACAO

O Titulo deve ser conciso, ndo conter abreviacdes e indicar claramente o tema do artigo.
Expressdes como "Effects of’, "Influence of’, "Study on", etc, devem ser evitadas. Os
cuidados na escolha das palavras do titulo sdo importantes, pois sdo usadas em sistemas
eletronicos de busca.

O Resumo deve resumir o conteido bésico do artigo. Ele deve ser representativo do texto.
Nao deve conter referéncias, tabelas nem abreviagdes pouco usuais. Sdo de grande
importancia, pois serdo lidos por muitas pessoas que ndo tém acesso ao artigo completo.

A Introducdo deve oferecer informacGes que possibilitem ao leitor avaliar adequadamente
os resultados apresentados no artigo sem que obrigatoriamente tenha que recorrer a
literatura corrente. No entanto, a introducdo ndo deve ser uma extensa revisdo de literatura.
Deve informar claramente as justificativas e os objetivos do artigo.

Os Materiais e Métodos devem proporcionar informacGes suficientes para que outros
pesquisadores possam reproduzir o trabalho. A repeticdo de detalhes de procedimentos que
ja tenham sido publicados em outros artigos deve ser evitada. Se um método publicado for
modificado, tais modificacbes devem estar claras no artigo. Fontes de reagentes, meios de
cultura e equipamentos (empresa, cidade, estado e Pais) devem ser mencionadas no texto.
Nomes que sdo marcas registradas devem ser claramente indicados. Subtitulos podem
deixar este topico mais facil de ler e entender.

Os Resultados devem, por meio de texto, tabela e/ou figuras dar os resultados dos
experimentos. Se o0 item Discussdo for incluido, evite interpretacbes extensas dos
resultados, pois isto devera ser feito na discussdo. Se os Resultados e Discussfes forem
redigidos concomitantemente, entdo os resultados devem ser discutidos no local mais
apropriado do texto. Tabelas e figuras devem ser numeradas em algarismos arabicos. Todas
as tabelas e figuras devem ser mencionadas no texto.

O local aproximado das tabelas e figuras no texto deve ser indicado.
O item Discussao deve discutir os resultados em funcdo da literatura citada.

As Referéncias devem ser redigidas em ordem alfabética e comecar pelo Ultimo nome do
primeiro autor. Todos os autores devem ser citados. As citagdes no texto devem ser escritas
pelo dltimo nome do primeiro autor, seguido pelo ano de publicacdo. Como exemplo, tem-
se: "... while Silva and Pereira (1987) observed that resistance depended on soil density" ou
"It was observed that resistance depended on soil density (Silva and Pereira, 1987)." Para a
citacdo de dois ou mais artigos do mesmo autor, liste em ordem cronolégica sendo que 0s
anos devem ser separados por virgula (exemplo: Freire-Maia et al., 1966a, 1966b, 2000;
Hene 2010; Padonou et al, 2012). Os nomes dos periddicos devem ser abreviados de
acordo com o BIOSIS. Todas as referéncias incluidas na lista final devem ter sido citadas no
texto e todas as referéncias mencionadas no texto devem aparecer na lista final.

Exemplos:


mailto:julian.gross@pharm.ox.ac.uk
http://www.biomedproofreading.com/
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a. Artigos de Periddicos
Brito DVD, Oliveira EJ, Darini ALC, Abdalla VOS, Gontijo-Filho PP (2006) Outbreaks
associated to bloodstream infections with Staphylococcus aureus and coagulase-
negative Staphylococcus spp in premature neonates in a university hospital from Brazil.
Braz J Microbiol37:101-107.

b. Artigos ou Capitulos de Livro
Franco BDGM, Landgraf M, Destro MT, Gelli DS, (2003) Foodborne diseases in
Southern South America. In: Miliotis, M.D., Bier, J.W.(eds). International Handbook of
Foodborne Pathogens. Marcel Dekker, New York, USA, 733-743.

c. Livros
Montville TJ, Matthews KR (2005) Food Microbiology - an introduction. ASM Press,
Washington, D.C.

d. Patentes
Hussong RV, Marth EH, Vakaleris DG. January 1964. Manufacture of cottage cheese.
U.S. Pat. 3, 117, 870.

e. Teses e Dissertagdes
Santos MVB (2005) O papel dos anticorpos contra 0s componentes da parede celular de
Paracoccidioides brasiliensis na evolugdo da doenca experimental. S&o Paulo, Brasil,
110p. (M.Sc. Dissertation. Instituto de Ciéncias Biomédicas. USP).

f.  Comunicagdes em Eventos (Simpdsios, Conferéncias, etc)
Silveira TS, Martins JL, Abreu FA, Rosado AS, Lins UGC (2005) Ecology of
magnetotatic multicelular organisms in  microcosms. XXIII Congresso Brasileiro de
Microbiologia, Santos, SP, p. 272.

g. Publicactes na Web
Abdullah MAF, Valaitis AP, Dean DH (2006) Identification of a Bacillus thuringiensis
Cryll Ba toxin-binding aminopeptidase from the mosquito Anopheles quadrimaculatus.
BMC Biochemistry. http//www.biomedcentral.com/1471-2091/7/16

h. Webpage
U.S. Food and Drud Administration. 2006. Enjoying Homemade Ice Cream without the
Risk of Salmonella Infection. Awvailable at: http//Awww.cfsan.fda.gov/~dms/fs-
eqgs5.html.  Accessed 26 May 2006.

As citagbes do tipo “personal communication” ou "unpublished data” devem ser evitadas,
embora se reconhecam que, eventualmente, elas possam ser usadas. Nestes casos, elas
devem ser citadas no texto e ndo na lista final de referéncias. As referéncias que consistem
de artigos que foram "aceitos para publicacdo™ ou "no prelo" sdo aceitaveis. No entanto, as
referéncias dos artigos que sdo "submetidos"” ou "em preparacdao” ndo sdo aceitas.

AGRADECIMENTOS: Esta secdo € opcional. Ela reconhece a assisténcia financeira e
pessoal recebida para execucdo do trabalho.

TABELAS: devem ser inseridas no texto de acordo com que sdo citadas e numeradas
seqUencialmente por algarismos arabicos. O titulo deve ser colocado acima da tabela e deve


http://www.biomedcentral.com/1471-2091/7/16
http://www.cfsan.fda.gov/~dms/fs-eggs5.html
http://www.cfsan.fda.gov/~dms/fs-eggs5.html
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ser curto, porém representativo, com descricdo completa da informacdo contida na tabela.
Cabecalhos e rodapés devem ser concisos, com colunas e linhas cuidadosamente
centralizadas. Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducdo. Por favor, abra
o link abaixo para ver 0s requisitos necessarios para se obter a resolucdo adequada.
(http//Awww. ncbi.nlm.nih.gov/pmec/about/image guality table.html)

FIGURAS: devem ser inseridas no texto de acordo com que sdo citadas e numeradas
seqlencialmente por algarismos ardbicos. Os dados que foram apresentados em tabelas ndo
devem ser repetidos na forma de figuras. As legendas devem ser colocadas abaixo das
figuras. Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducdo. Por favor, abra o link
abaixo para ver 0S requisitos necessarios para se obter a resolucdo adequada.
(http/Awww. ncbi.nim. nih.gov/pmc/about/image _quality table.html)

FOTOGRAFIAS: Devem ter qualidade suficiente para garantir boa reproducdo. Por favor,
abra o link abaixo para ver 0s requisitos necessarios para se obter a resolucdo adequada.
(http//Awww. ncbi.nlm.nih.gov/pmec/about/image quality table.html)

Conflitos de Interesses

E politica do periddico Brazilian Journal of Microbiology que qualquer pessoa envolvida
no processo de publicagdo (autores, revisores, membros do corpo editorial e assistentes)
deve estar isenta de conflitos de interesses que possam influenciar negativamente o parecer,
a objetividade e a lealdade a seus autores. O BJM reconhece que qualquer conflito de
interesse detectado deve ser prontamente comunicado e rapidamente resolvido. Conflitos de
interesses em publicacbes podem ser definidos como condicdes nas quais um individuo
possui conflito ou competicdo de interesses que podem resultar em decisOes editoriais
tendenciosas. Os confiitos de interesses podem ser potenciais, percebidos ou factuais.
ConsideracBes pessoais, politicas, financeiras, académicas ou religiosas podem afetar a
objetividade de diferentes formas.

DIREITOS AUTORAIS

Os autores dos manuscritos aprovados deverdo encaminhar para BJM (Fax: 55 11-3037-
7095; bjm@sbmicrobiologia.org.br), previamente a publicacdo, a declaracdo de
transferéncia de direitos autorais, assinada por todos os co-autores (ver formulario abaixo)
ou por pelo menos um dos autores que concorda em informar 0s outros autores.

Transferéncia de "'Direitos Autorais"'

"O(s) autor(es) abaixo assinado(s) afirmam que o artigo € original, que ndo infringe os
direitos autorais ou qualquer outro direito de propriedade de terceiros, que ndo foi enviado
para publicagdo em nenhuma outra revista e que ndo foi publicado anteriormente. O(S)
autor(es) confirma(m) que a versdo final do manuscrito foi revisada e aprovada por ele(s).
Todos 0s manuscritos publicados tornam-se propriedade permanente do Brazilian Journal
of Microbiology e ndo podem ser publicados sem o consentimento por escrito de seus
Editores."
Artigo n°.
Titulo do Artigo: " "
Nome(s) do(s) Autor(es): Assinatura(s):

Data: / /
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