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RESUMO

Objetivou-se avaliar a ocorréncia de Aeromonas spp. em peixes e amostras de agua na regido semiérida
de Pernambuco e avaliar a frequéncia de aerolissina (aerA), enterotoxina citotéxica (act), enterotoxina
citotonica (alt) e serina protease (ahp) nesses isolados. Foram analisados 70 peixes vivos e oito mortos
com sinais clinicos de aeromoniose e 16 amostras de agua. Aeromonas spp. foram identificadas por
analises microbiolégicas (provas bioquimicas) e molecular, usando-se primers especificos para a regido
16S rRNA, e a distribui¢do dos quatro fatores de viruléncia (aerA, alt, act e ahp) foi investigada por
ensaio de PCR. Cento e cinquenta e cinco (84,7%) isolados foram confirmados como Aeromonas spp. na
analise molecular. Os genes de viruléncia mais frequentes foram act (53,55%) e aerA (51,61%). De
acordo com o tipo de amostra, observou-se maior frequéncia do gene aerA (87,5% P=0,0474) em isolados
de peixes mortos e a menor frequéncia do gene act (47,73% P=0,0002) em peixes vivos. Este estudo
demonstrou a presenca de aeromoniose no cultivo de til&pias em tanques-rede, nos municipios de Jatoba e
Petrolandia, na regido semiarida de Pernambuco. A deteccdo de aerA, act e alt pode ser utilizada na
tipagem de viruléncia de Aeromonas spp.

Palavra-chave: aeromoniose, fatores de viruléncia, Oreochromis niloticus, PCR
ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the occurrence of Aeromonas spp. from fishes and tilapia net-
cage farm water in semi-arid regions of Pernambuco and to evaluate the frequency of the aerolysin
(aerA), cytotoxic enterotoxin (act), cytotonic enterotoxin (alt) and serine protease (ahp) genes in
Aeromonas isolates. 70 live and eight dead fish with aeromoniosis clinical signs and 16 water samples
were analyzed. Aeromonas spp. isolated were identified by microbiological (biochemical evidence) and
molecular analysis using specific primers for 16SrRNA region, while the distribution of four virulence
factors, including aerA, alt, act and ahp, was investigated by PCR assay. One hundred fifty-five (84.7%)
isolates were confirmed as Aeromonas spp. by molecular analysis. The most frequent virulence genes in
isolates were act (53.55%) and aerA (51,61%). According to the kind of sample, the higher frequency of
aerA gene (87.5% P= 0.0474) was observed in isolates from dead fish and the lowest frequency of act
gene (47.73% P= 0.0002) from live fish. This study found the presence of aeromoniosis on tilapia
farming in net-cages on Jatoba and Petrolandia counties in the semiarid Pernambuco region. The
detection of aerA, act and alt can be used for virulence typing of Aeromonas spp. isolates.
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INTRODUCAO

De acordo com os dados de producdo pecuaria
fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica em 2016, a tilapia foi a espécie mais
produzida no Brasil, alcancando 47,1% de toda
producdo aquicola, atingindo 239,09 milhdes de
toneladas, com faturamento de 1,335 bilhdo de
reais (Producdo..., 2016). Apesar dos dados
animadores, os sistemas de piscicultura intensiva
adotados no Brasil ttm aumentado a incidéncia
de doencas, principalmente de origem bacteriana,
devido & maior densidade de estocagem, aos
niveis elevados de matéria orgénica e a baixa
qualidade do ambiente aquético, levando a altas
taxas de mortalidade durante surtos (Sebastido et
al., 2015). Kubitza (2013) estimou o impacto das
enfermidades sobre o custo de producdo da
tilapia em tanques-rede, nas regides Sudeste e
Nordeste, e demonstrou perdas no Sudeste entre
R$ 0,49 e 1,21/kg de peixe produzido vivo e, no
Nordeste, entre R$ 0,54 e 1,36/kg de peixe
produzido vivo, dependendo da severidade e
recorréncia das enfermidades.

As bactérias de interesse para a piscicultura sdo
consideradas oportunistas. Estdo presentes na
dgua e na microbiota dos peixes, podendo
desencadear a doenca em um hospedeiro
debilitado por estresse provocado por alteracdes
na qualidade da agua, o que geralmente esta
associado a elevada densidade de peixe, entre
outros fatores (Leira et al., 2016). Embora exista
uma gama de agentes etiolégicos com potencial
patogénico para as tilapias-do-nilo, Aeromonas
spp. e, em especial, Aeromonas hydrophila
adquiriram maior importancia pelas altas
frequéncias observadas em vérios estudos (Suhet
et al., 2011; Sebastido et al., 2015).

Vérios fatores de viruléncia foram descritos
como importantes na participagdo da patogenia
das infeccbes causadas por Aeromonas spp.,
sendo os mais estudados a aerolisina (AerA), a
enterotoxina citotoxica (Act), a enterotoxina
citotdnica (Alt) e a serina protease (Ahp). Estudos
que avaliaram a presenca dos genes codificantes
desses fatores de viruléncia (aerA, act, alt, e ahp)
observaram que g@enétipos positivos estavam
mais frequentes em isolados obtidos de peixes
doentes que de peixes sadios ou de amostras
ambientais (Li et al., 2011; Hu et al., 2012). A
disponibilidade do método analitico, como a
PCR, que permite avaliar o potencial patogénico
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das cepas de Aeromonas spp., pode aprimorar as
estratégias de controle e prevengdo de infeccGes
por essas bactérias.

Na regido semiérida do Nordeste, as cidades
banhadas pelo rio S&o Francisco concentram uma
ampla producdo de tildpias cultivadas em
tanques-rede, ndo existindo relatos sobre doencas
que acometem os cultivos. O diagnéstico da
aeromoniose muitas vezes é limitado, ja que essa
doenca nédo possui sinais clinicos
patognomdnicos (Lemos et al., 2006). Os
métodos microbioldgicos convencionais de
diagndstico requerem tempo para serem
realizados, contudo o0 wuso de técnicas
moleculares, como a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), vem proporcionando maior
rapidez e eficiéncia diagndstica (Gonzélez et al.,
2004).

Obijetivou-se neste estudo analisar a ocorréncia
de Aeromonas spp., por meio de técnicas
microbiol6gica e molecular, em peixes e agua
dos estanques, e avaliar a frequéncia de genes
que codificam fatores de viruléncia (aerA, act,
alt e ahp) em isolados circulantes em
tilapiculturas, na regido semiarida do estado de
Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de
Doengas Infectocontagiosas dos  Animais
Domeésticos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, sob licenca de nimero 117/2016,
do Comitt de Etica e Uso Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Foram visitadas duas tilapiculturas, nos
municipios de Jatob4, e duas, em Petrolandia,
totalizando quatro fazendas na regido semiarida
do estado de Pernambuco, abastecidas pelo rio
Sdo Francisco. As visitas foram realizadas nos
meses de setembro e outubro de 2015. Todas as
propriedades adotavam o cultivo intensivo em
tanques-rede, com uso de ragdo comercial, e
possuiam licencas ambientais expedidas pela
Agéncia Estadual Pernambucana de Meio
Ambiente. Para este estudo, as fazendas doaram
70 peixes vivos e 0ito peixes mortos, com pesos
entre 300g e 800g.

Durante a coleta, foi realizado exame clinico dos
peixes vivos e anotados os sinais de alteragdo.
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Para a eutanadsia, seguiu-se a metodologia
descrita por Vidal et al. (2008), utilizando-se o
anestésico  eugenol, na concentracdo de
300mg/L, durante 10 minutos, em banho de
imers&o.

Para a coleta das amostras de agua, assim como
para as diluicBes seriadas para isolamento
bacteriano, seguiu-se metodologia de Suhet et al.
(2011). Foram coletadas 16 amostras de agua
(quatro amostras por fazendas), sendo duas do
interior dos tanques-rede onde foram coletados
0s peixes e duas amostras no entorno dos
tanques-rede. O transporte dos peixes e das
amostras de agua foi feito em caixas isotérmicas
(4-10°C) contendo gelo, imediatamente ap6s as
coletas.

Apo0s a eutanasia dos peixes, foi realizada uma
incisdio na porcdo ventrolateral com o
rebatimento dos tecidos anexos até a regido das
visceras. Durante a necropsia, foram anotadas as
lesbes macroscépicas externas e internas. Para a
coleta de amostras para 0 exame microbiolégico,
suabes estéreis foram friccionados na epiderme,
nas branquias, nos rins e nos intestinos. Os
suabes foram mantidos em meio Brain Heart
Infusion (BHI), a 4°C, até o momento de seu
processamento.

Para o isolamento e a caracterizagdo bioquimica
de Aeromonas spp., foi utilizada metodologia
adaptada de Janda e Abbott (2010). As amostras
foram semeadas em 4&gar MacConkey e
incubadas por um periodo de 48h, a 28°C, em
estufa bacteriologica. As coldnias sugestivas

(com diametro entre 2 e 3mm, brilhantes,
convexas (Janda e Abbott, 2010) e ndo
fermentadoras de lactose (Matter et al., 2018))
foram submetidas as seguintes  provas
bioquimicas: catalase; hidrolise de esculina e
ureia; producdo de indol; produgdo de gas e
acido a partir da d-glicose e sacarose.

As colbnias com caracteristicas bioquimicas
compativeis com Aeromonas spp. foram
ressuspendidas em 15mL de caldo BHI e
incubadas a 28°C, por 24h. O crescimento
bacteriano foi acompanhado pela turbidez, na
escala de Mc Farland, até atingir o ndmero
aproximado de 1,8 x 10%él/mL. A extracdo de
DNA gendmico foi realizada por meio do uso do
kit comercial “Qiagen DNA Easy Blood and
Tissues”  (Qiagen®, Hilden, Germany),
adotando-se protocolo descrito pelo fabricante.

Para confirmar os isolados obtidos na
microbiologia como pertencentes ao género
Aeromonas spp., foi utilizada a técnica de PCR
convencional com base na andlise de
similaridade entre o DNA de Aeromonas spp.,
utilizando-se a ferramenta de pesquisa bésica de
alinhamento local (BLAST), disponivel na base
de dados GeneBank
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi). Foi
desenhado um par de primers especificos para o
género Aeromonas, por meio do gene 16S -
rRNA (Tab. 1). Outros genes codificantes para
fatores de viruléncia também foram incluidos
neste estudo, sendo os primers apresentados na
Tab. 1.

Tabela 1. Primers utilizados na identificacdo de Aeromonas spp. e detec¢do genética de quatro fatores de

viruléncia (aerA, act, alt e ahp)

Gene Sequéncia Amplicon  Ta(°C)* Referéncia
165 - rRNA ;ig%ﬁg;g%g%i?g?ﬁgg: 786pb 58,1°C  Estudo atual
wn TISTCMCTISACCTONAS sy o Eswnons
w  [SSAOMSCTOACCAOMOMCAS sy o (a0
ahp FO-ATTGGATCCCTGCCTA-3 911pb 55°C (Hu et al., 2012)

R 5-GCTAAGCTTGCATCCG-3

Temperatura de anelamento.
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Como controle das reacBes, foram utilizadas quadrado e comparacdo multipla de Duncan para
cepas bacterianas de referéncia cedidas pela comparacdo de diferencas estatisticas, utilizando-
Fundacdo Oswaldo Cruz: Aeromonas hydrophila se 0 pacote estatistico StatgraphicsCenturion
(ATCC 7966); Aeromonas sobria (ATCC XVI (versdo 16.1.15, Statpoint Technologies
43979); Aeromonas media (ATCC 33907) e Inc., Warrenton, Virginia); valores de P<0,05
Aeromonas caviae (ATCC 15468), bem como foram considerados significativos.

dois isolados de campo de Aeromonas

hydrophila, positivas para o gene aerA por PCR, RESULTADOS

provenientes do estudo de Oliveira et al. (2012).
Todos os peixes coletados neste estudo (78)

Em todas as reacdes de PCR, foi utilizado o kit apresentaram sinais clinicos de aeromoniose,
Promega® (PCR Master Mix) com volume final com lesbes de pele caracterizadas por areas
de 25uL, sendo 12,5uL. de GO Taq Green Master despigmentadas ou ulceradas, exoftalmia,
Mix; 1uL de cada primer nas concentraces de ascite, petéquias viscerais, hepatomegalia,
10pMol/uL; 5uL de DNA e 5,5uL de agua esplenomegalia, aumento de volume renal, rins
ultrapura tipo 1. Os perfis térmicos das reacOes fridveis e hemorragia na parede interna da
de PCRs foram os seguintes: um ciclo inicial de cavidade abdominal. No exame microbiolégico,
95°C por 10 min; 30 ciclos de 95°C por um todas as tildpias vivas e mortas apresentaram
minuto, um minuto na temperatura de coldnias compativeis com Aeromonas spp. em
anelamento de cada par de primers (Tab. 1) e um ou mais 6érgaos.
72°C por um minuto; um ciclo de extensdo final
a 72°C por 10 minutos. A eletroforese foi Os primers desenhados para a deteccdo de
realizada utilizando-se gel de agarose a 1,5%; 0s Aeromonas spp. (gene 16S - rRNA) apresentaram
produtos da PCR foram corados com BlueGreen resultados satisfatorios na amplificacdo da PCR,
(LGC®), visualizados em transiluminador e sendo confirmados 84,70% (155/183) isolados
fotodocumentados sob luz UV. Para deteccdo de como pertencentes ao género Aeromonas (Tab.
peso molecular especifico para o fragmento 2). Dos isolados confirmados como Aeromonas
amplificado pelos respectivos primers utilizados, spp., 51,61% (80/155) portavam o gene aerA. No
usou-se um marcador de peso molecular de caso do gene act, 53,55% (83/155) portavam
100pb (Invitrogen) para comparagoes. esse gene, e 11,61% (18/155) foram positivos
para o gene alt. N&o foi observada a presenca do
Na comparacdo de genes obtidos dos isolados de gene ahp em nenhum dos isolados (Tab. 2).

diferentes origens, foram aplicados os testes qui-

Tabela 2. Identificagdo molecular dos isolados de Aeromonas spp. e deteccdo genética de quatro fatores
de viruléncia nos isolados circulantes nos municipios de Jatob4 e Petrolandia, PE

Fazend Tipos das Col6nias 16S - rRNA aerA act alt ahp
azendas  mostras  presuntivas FA!  FR? FA FR FA FR FA FR FA FR
P.Vivos' 43 36 8372 13 36,11 1 278 4 11,11 0 0,00
J13 P. Mortos 2 2 100,00 2 100,00 2 100,00 O 0,00 O 0,00
Agua 4 4 100,00 2 50,00 3 75,00 1 25,00 0 0,00
P. Vivos 63 53 84,13 32 60,38 38 71,70 4 755 0 0,00
J2 P. Mortos 2 2 100,00 1 50,00 2 100,00 O 0,00 O 0,00
Agua 4 4 100,00 1 25,00 4 100,00 O 0,00 O 0,00
P. Vivos 35 29 82,86 17 58,62 10 34,48 5 17,24 0 0,00
P1 P. Mortos 2 2 100,00 2 100,00 2 100,00 O 0,00 O 0,00
Agua 4 3 75,00 1 33,33 3 100,00 O 0,00 O 0,00
P. Vivos 18 14 77,78 6 42,86 14 100,00 4 28,57 0 0,00
P2 P. Mortos 2 2 100,00 2 100,00 2 100,00 O 0,00 O 0,00
Agua 4 4 100,00 1 25,00 2 50,00 0 0,00 O 0,00
Total 183 155 84,70 80 51,61 83 53,55 18 1161 0 0,00

IFrequéncia absoluta (FA); *frequéncia relativa (FR); *fazendas dos municipios de Jatobé (J1 e J2) e Petrolandia (P1 e
P2); “peixes vivos (P. vivos) e peixes mortos (P. Mortos).

Nas quatro fazendas estudadas, a distribuicdo dos respectivamente) (Tab. 3) e observou-se
genes para os fatores de aerA e alt foi similar nos diferenga significativa (P=0,0000) na frequéncia
isolados (P=0,2627 e P=0,2875, do gene act nos isolados circulantes. A menor
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frequéncia observada foi para os isolados da P2, com 78,58% e 90%, respectivamente (Tab.
fazenda J1 (Jatoba 1; 14,29%), seguida pela 3). Esses resultados sugerem que isolados
frequéncia da fazenda P1 (Petrolandia 1; circulantes nas fazendas J2 e P2 sdo
44,12%) e finalmente pelas frequéncias de J2 e potencialmente mais virulentos.

Tabela 3. Frequéncia de genes fatores de viruléncia em isolados de Aeromonas spp. circulantes nos
municipios de Jatoba e Petrolandia, PE

Fazendas 16S - rRNA aeriA . act alt

FA FA FR FA FR FA FR
J1® 42 17 40,48 6 14,29 5 11,90
J2 59 34 57,63 44 7458° 4 6,78
P1 34 20 58,82 15 4412° 5 14,71
P2 20 9 45,00 18 90,00° 4 20,00
p-valor 0,2627 0,0000 0,2875

IFrequéncia absoluta (FA); 2 frequéncia relativa (FR); fazendas dos municipios de Jatobé4 (J1 e J2) e Petrolandia (P1
e P2). “Letras diferentes representam diferencas estatisticas significativas a= 0,05.

As frequéncias dos genes para os fatores de obtidos de peixes mortos (87,50%). Para o gene
viruléncia pelo tipo de amostra de origem néo act, as maiores frequéncias foram observadas em
mostraram diferencas significativas para o gene isolados obtidos de peixes mortos (100%) e agua
alt (P=0,3055) (Tab. 4). No caso do gene aerA, a coletada nos tanques (80%) (Tab. 4).

maior frequéncia foi observada em isolados

Tabela 4. Frequéncia de genes fatores de viruléncia em isolados de Aeromonas spp. nos diferentes tipos
de amostras

Tipos das 16S - rRNA AerA act alt

amostras FA FA! FR? FA FR FA FR
P. Vivos® 132 68 51,52%* 63 47,73 17 12,88
P. Mortos 8 7 87,50" 8 100,00° 0 0,00
Agua 15 5 33,33" 12 80,00° 1 6,67
p-valor 0,0474 0,0002 0,3055

IFrequéncia absoluta (FA); *frequéncia relativa (FR); peixes vivos (P. Vivos) e peixes mortos (P. Mortos). “Letras
diferentes representam diferengas estatisticas significativas a=0,05.

DISCUSSAO conduz & insercdlo de um  cilindro
transmembranar nas células do hospedeiro
Dong et al. (2015) afirmaram que as condig6es (Degiacomi et al,, 2013). A enterotoxina
de cultivo e estresse podem levar ao aumento no citotoxica (act), assim como a aerolisina,
nimero de casos de doencas causadas por também é uma porina e pode provocar a
bactérias residentes nos peixes ou na gua, sendo degeneragdo das criptas e vilosidades do
frequentemente observadas infec¢fes mdaltiplas intestino  delgado,  desempenhando  um
por bactérias nas quais Aeromonas spp. tém um importante papel em infec¢des por Aeromonas
importante papel. Todos o0s peixes coletados por induzir o inicio da sinalizagdo do processo de
apresentaram quadro clinico compativel com apoptose em células eucaritticas (Tomas, 2012;
aeromoniose de acordo com a descricéo feita por Grim et al., 2013; Rasmussen-Ivey et al., 2016).
Figueiredo e Leal (2008). A presenca dessa No presente estudo, foram encontradas altas
bactéria associada as lesdes foi confirmada por frequéncias genes aerA e act. Hu et al. (2012) e
PCR para a maioria dos isolados de Aeromonas Ye et al. (2013) estudaram diversos genes para
spp. obtidos dos cultivos da epiderme, das fatores de viruléncia em isolados de Aeromonas
branquias, do rim e do intestino dos peixes vivos hydrophila obtidos de peixes doentes e relataram
e mortos. altas frequéncias desses genes. Resultados
similares foram obtidos por Oliveira et al.
A aerolisina (aerA) é o membro modelo de uma (2012), que estudaram isolados de Aeromonas
superfamilia de toxinas B-porinas cuja estrutura hydrophila provenientes de peixes clinicamente
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sadios. Ainda, neste estudo, altas frequéncias dos
genes aerA (87,5%) e act (100%) foram
detectadas em peixes mortos, sendo esse
resultado ja esperado, uma vez que a doenca
pode ter sido a causa do 6bito desses peixes, 0
qual estd geralmente associado a cepas mais
virulentas. Também foi observada uma alta
frequéncia do gene act nos isolados de amostras
de &guas dos estanques (80%), sendo um aspecto
preocupante, pois demonstra o elevado potencial
patogénico de Aeromonas spp. e sugere elevada
capacidade de causar aeromoniose nas tilapias
dessa regido.

A enterotoxinacitotbnica (alt) tem mecanismos
de acdo semelhante & toxina colérica,
aumentando os niveis de AMPc e
prostaglandinas nas células epiteliais intestinais
(Tomas, 2012). Estudos anteriores mostraram
gue a patogenicidade de Aeromonas spp. €
complexa e multifatorial, podendo envolver a
atividade de diferentes genes com atuagdo
isolada ou combinada com outros genes (Galindo
et al., 2006; Sha et al., 2009). Os resultados de
Li et al. (2011) sugerem que o gene alt atua
como coadjuvante para outros fatores de
viruléncia na infeccdo por Aeromonas spp., ndo
sendo um fator de viruléncia indispensavel no
mecanismo da infec¢do, 0 que poderia explicar
as baixas frequéncias encontradas em estudo
efetuado por Ye et al. (2013) e no presente
trabalho.

A serina protease (ahp) tem sido associada a
ativacdo da aerolisina e outras enzimas com
atividade proteolitica extracelular, aumentando,
assim, a viruléncia do género Aeromonas (Li et
al., 2011). Entretanto, o gene ahp ndo ¢é
considerado essencial para a viruléncia dessa
bactéria (Rasmussen-lvey et al., 2016) e, neste
sentido, sdo compreensiveis os resultados obtidos
neste estudo, em que ndo foram observados
isolados portadores desse gene. Os resultados
obtidos por Li et al. (2011) demonstraram que 0s
incrementos na presenca dos genes para 0S
fatores de viruléncia estdo associados ao
incremento de produtos extracelulares de
atividade proteolitica, hemolitica e citotdxica. O
estudo de genes que codificam os fatores de
viruléncia permite avaliar o potencial de
viruléncia das cepas circulantes, sendo a PCR a
metodologia mais simples se comparada com
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metodologias que avaliam a expressdo e a
atividade das toxinas alvos de estudo. Os
resultados obtidos nas fazendas J2 e P2 em
relagdo ao gene act sinalizam que os isolados
circulantes  seriam  potencialmente = mais
virulentos, o que constitui um alerta para o
reforco das medidas de manejo.

Ismail et al. (2016) estudaram a associacdo entre
a qualidade da agua e as bactérias encontradas
em cultivos de tilapia nil6tica (Oreochromis
niloticus) e vermelha (Oreochromis
mossambicus) e relataram que a presenca de
bactérias patogénicas isoladas estd associada
principalmente a temperatura e a concentragdo de
amonia na agua.

As tilapiculturas visitadas neste estudo néo
utilizavam a imunoprofilaxia como método de
prevencdo dessa bacteriose, restringindo-se
apenas ao uso de medidas de manejo, como a
diminuico da taxa de estocagem em cada
tanque-rede; o acompanhamento didrio da
mortalidade de cada tanque, com retirada dos
peixes mortos e doentes quatro vezes por dia; o
isolamento em local adequado dos insumos
utilizados; a aquisi¢do de alevinos sadios e sem
sinais clinicos de aeromoniose. Por se tratar de
bactérias ubiquas do ambiente aquéatico, a
facilidade da dissemina¢do de Aeromonas spp.
pode ser agravada pelas mudancas na qualidade
da &gua associadas a viruléncia dos isolados.
Estudos sistematicos sobre a distribuicdo de
genes que codificam para fatores de viruléncia
permitem avaliar o potencial de viruléncia das
cepas circulantes em determinada fazenda ou
regido, contribuindo, assim, com 0s programas
de controle dessa doenca.

CONCLUSAO

Este estudo foi o primeiro a demonstrar alta
frequéncia de aeromoniose nos cultivos de tilapia
em tanques-rede, na regido semiarida de
Pernambuco. Foi  constatado consideravel
potencial de viruléncia das cepas de Aeromonas
spp. isoladas da agua dos tanques-rede e dos
peixes, 0 que sugere a necessidade de inclusdo de
novas estratégias de controle e profilaxia da
aeromoniose que visem ao cultivo sustentavel na
presenca dessas bactérias.
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