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RESUMO

Aeromonas spp. sdo habitantes naturais de ambientes aquaticos, podendo estar
associadas a numerosas infecgbes em humanos e animais, sendo A.hydrophila,
A.caviae e A.veronii causa da maioria das infec¢cdes humanas. Sua patogénese é
multifatorial, associada a uma grande variedade de fatores de viruléncia. No
presente estudo foram selecionadas 120 cepas sendo 56 A.caviae e 64
A.hydrophila isoladas de 2008 a 2012. Na avaliagdo fenotipica identificamos as
enzimas colagenase, elastase, hemolisina e DNAse. O teste de susceptibilidade
antimicrobiana foi realizado pelo método de difusédo em disco (CLSI 2011/12). A
Reacdo em Cadeia da Polimerase foi realizada para a deteccdo de hemolisina
(hlyA/aerA), enterotoxinas (act/alt) lipase (lip/gcat) e DNAse. DNAse foi observada
em 97,5% isolados e hemolise em 75 cepas. As enterotoxinas foram positivas em
23 e 21 cepas, respectivamente. Os genes lip(43) e gcat(45) e as enzimas
colagenase(16) e elastase(13) sao produtos elaborados por Aeromonas que S&o
capazes de degradar proteinas biolégicas complexas presentes no tecido
conjuntivo e de soro, incluindo fibrinogénio, albumina, elastina e colageno.
A.caviae foram isoladas a partir de fezes (13) e secrecdes (2). Entre estas, cinco
foram suscetiveis a todos os antimicrobianos e apresentaram capacidade de
producédo de DNAse e aerolisina (aerA). Entre as cepas de A.hydrophila, 11 eram
de origem fecal e 5 de secrecéo, pele, sangue fluido, sinovial e do pulméo, sendo
as demais de origem animal e ambiental. Foi observada a prevaléncia dos genes
hemolisina aerA e hlyA, presente em quase todos os isolados. A cepa isolada a
partir da pele se mostrou colagenase positiva, coerente com o papel atribuido a
esta enzima na infeccdo de ferimentos. A distribuicdo dos diferentes perfis
permitiu observar a prevaléncia dos perfis: hlyA, dnase, gcat, hem em 14 cepas;
aerA, dnase, lip, act, hem em nove cepas e aerA, hlyA, dnase, lip, act, hem em
oito cepas, todas de origem animal. Particularmente entre aquelas de origem
humana, diferentes perfis foram observados A totalidade das cepas apresentou
sensibilidade a nitrofurantoina, e a distribuicdo da resisténcia para as demais
drogas foi AMK 11,67%, NAL 12,5%, GEN 3,34%, SXT 7,5%, TCY 7,5%, CHL
1,67%, CAZ 2,5%, CIP 3,34%, IPM 2,5% e CTX 13,35%., incluindo 2 cepas de
A.hydrophila de origem fecal que eram multi resistentes a AMK-NAL-GEN-TCY-
CTX e AMK-NAL-GEN-SXT-TCY-CIP-CTX. Entre as cepas analisadas a presenca
de enzimas extracelulares, genes de viruléncia e crescente resisténcia
antimicrobiana em Aeromonas sao preditivos de sua relevancia apontando
inclusive a possibilidade de intercambio ambiental e mostrando sua capacidade
de transferéncia génica e relevancia em saude publica.

Palavras chave: Aeromonas, Viruléncia, Resisténcia antimicrobiana



ABSTRACT

Aeromonas spp. are natural inhabitants of aquatic environments and may be
associated with numerous infections in humans and animals, A.hydrophila, and
A.caviae A.veronii cause of most human infections. Its pathogenesis is
multifactorial, associated with a wide variety of virulence factors. The present
study selected 120 strains being 56 A.caviae and 64 A.hydrophila isolated from
2008 to 2012. In phenotypic analysis identified the enzyme collagenase, elastase,
hemolysin and DNase. The antimicrobial susceptibility testing was performed by
disk diffusion method (CLSI 2011/12). The Polymerase Chain Reaction was
performed for detection of hemolysin (hlyA / aerA), enterotoxin (act / alt) lipase (lip
/ gcat) and dnase. The dnase was observed in 97.5% isolated and hemolysis on
75 strains. The enterotoxins were positive in 23 and 21 strains, respectively.
Genes lip (43) and gcat (45) and enzymes collagenase (16) and elastase (13) are
produced by Aeromonas that are able to degrade proteins present in complex
biological tissue and serum, including fibrinogen, albumin, elastin and collagen.
A.caviae were isolated from faeces (13) and secretions (2). Among these, five
were susceptible to all antimicrobials and had a production capacity of dnase and
aerolysin (aerA). Among the strains of A.hydrophila, 11 were of fecal origin and 5
of secretion, skin, blood fluid, synovial and Ilung, and other animal and
environmental. We observed the prevalence of haemolysin aerA and hlyA gene,
present in nearly all isolates. The strain isolated from the skin, collagenase proved
positive, consistent with the role assigned to this enzyme in the infection of
wounds. The distribution of different profiles allowed to observe the prevalence of
profiles: hlyA, dnase, gcat, hem in 14 strains; aerA, dnase, lip, act, hem in nine
strains and aerA, hlyA, dnase, lip, act, hem in eight strains, all of animal origin.
Particularly among those of human origin, different profiles were observed. All the
strains showed sensitivity to nitrofurantoin, and distribution of resistance to other
drugs AMK was 11.67%, 12.5% NAL, 3.34% GEN, SXT 7.5%, 7.5% TCY, CHL 1,
67%, 2.5% CAZ, CIP 3.34%, 2.5% and CTX IPM 13.35%. including A.hydrophila
two strains of fecal origin that were resistant to multi-AMK-GEN-NAL TCY and
AMK-CTX-NAL-SXT-GEN-TCY-CIP-CTX. Among the strains analyzed the
presence of extracellular enzymes, virulence genes and increasing antimicrobial
resistance in Aeromonas are predictive of their relevance pointing including the
possibility of environmental exchange and showing their ability of gene transfer
and relevance for public health.

Key words: Aeromonas, Virulence, Antimicrobial resistance
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1. INTRODUCAO

Se avaliarmos a evolucdo do conhecimento sobre o género Aeromonas,
podemos refletir sobre o conhecimento quanto a evolucao da bacteriologia médica,
gue se estende por mais de um século. Desde seu primo isolamento em 1890,
diversos eventos discutiram inumeros aspectos do género e alguns destes, que
tiveram lugar ao longo do século passado, sdo fundamentais para a compreensao

de questdes atuais sobre este grupo de bactérias.

Ao observarmos a quantidade de vezes que o termo Aeromonas aparece
citado no banco de dados do site americano Pub Med, uma das maiores fontes de
pesquisa de artigos cientificos, € possivel perceber um aumento de importancia do
género a partir da década de 1980. No intervalo de 1944 a 1980 o termo Aeromonas

aparece citado 662 vezes, ja no intervalo de 1981 a 2013 séo 5403 cita¢des.

Aeromonas spp. sao especies bacterianas ubiquas do meio aquatico podendo
ser isoladas em aguas estuarinas, marinhas e dulcicolas, sendo também

encontradas na agua clorada (EPA, 2006).

Inicialmente, espécies de Aeromonas eram reconhecidas apenas em doencas
sistémicas de animais pecilotérmicos. Atualmente o género € considerado além de
agente relevante em infeccOes de peixes e outras espécies de sangue frio, bem
como responsavel por uma variedade de infeccbes humanas tanto em individuos
sadios quanto em imunodeprimidos, na qual sua maior prevaléncia € observada em
imunocomprometidos, ocasionando diferentes tipos de infeccdo com maior
casuistica no trato respiratorio além de septicemia. Na década de 1980, apenas
guatro espécies eram reconhecidas (Aeromonas hydrophila, A. punctata, A.
salmonicida, e A. sobria). Atualmente, o género inclui acima de 30 espécies e
finalmente o primeiro genoma completo de uma cepa de Aeromonas (ATCC 7966)
foi sequenciado. Essas conquistas sdo um testemunho ndo sé da revolucdo
gendémica molecular, mas também do quanto os conhecimentos cientificos e clinicos

sobre este género evoluiram em 117 anos (Janda; Abbott, 2010).

O primeiro caso de infecgcdo por Aeromonas foi relatado na Jamaica em 1954

em uma mulher e em 1961 uma cepa foi isolada de fezes humanas, desde entao



este patdgeno tem sido indicado como causador de doencas diarreicas- Durante os
ultimos anos o numero de estudos realizados com o género Aeromonas vem
aumentando, bem como seu reconhecimento como agentes causadores de doencas
humanas ( Von Graevenitz, 2007; Parker; Shaw, 2011).

Infeccdes humanas podem ser divididas em dois grupos: intestinais e extra
intestinais (Janda; Abbott, 1998). A. hydrophila, A. caviae, e A. veronii biovar sobria
sdo0 as mais comumente associadas com infeccoes em humanos e somam mais de
85% dos isolados clinicos pertencentes a esse género (Vila et al., 2003; Al-Benwan
et al., 2007). Avaliando a literatura é possivel observar o aumento de infeccdes de
ferimentos em pacientes imunocomprometidos, infecgcbes gastrointestinais e
inimeras associacoes com quadros de septicemia, meningite, osteomielite,
gastrenterite e peritonite bacteriana espontanea (Merino et al., 1995; Albert et al.,
2000; Choi et al., 2008).

Sao amplamente isoladas de amostras clinicas, ambientais e alimentares
onde podem se desenvolver até mesmo em baixas temperaturas e produzir toxinas,
0 que aumenta significativamente o risco de infeccao de origem alimentar (Igbinosa,
2012; Khajanchi et al., 2010).

Seu isolamento é mais elevado nos meses de verdo, particularmente em
paises do hemisfério norte. Esse aumento se deve ao fato de que espécies
mesofilas apresentam crescimento 6timo em &aguas com temperaturas mais
elevadas, levando ao aumento da concentracdo bacteriana em ambientes de agua
doce bem como nos reservatorios de abastecimento domeéstico. Em regides de clima
tropical podem ser detectadas durante todo o ano (Khardori; Fainstein, 1988;
Edberg; Browne; Allen, 2007).

Possuem ampla distribuicdo geografica, sendo capazes de determinar
infeccbes em animais e no homem (Deodhar; Saraswathi; Varudkar, 1991).
Comumente encontradas em ambientes aquéaticos sdo reconhecidas como
patdégenos eventuais de répteis, peixes e em algumas espécies de mamiferos.
Reconhecidos como patégenos emergentes, sua situacao € privilegiada quando da
ocorréncia de desastres naturais, tendo sido amplamente isoladas em sobreviventes

do tsunami que assolou a Tailandia em 2004 (Hiransuthikul et al., 2005).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1TAXONOMIA

De acordo com o relatado por Isonhood e Drake (2002), a palavra
“‘Aeromonas” deriva do termo grego aer que significa ar ou gas, e monas, que
significa unidade. O género Aeromonas compreende bacilos Gram-negativos
oxidase e catalase positivos e resistentes a 150ug do agente vibriostatico 2,4
diamino-6,7-diisopropilpteridina (0/129). S&o quimiorganotréficos e apresentam
metabolismo oxidativo e fermentativo da glicose. Ubiquitaria em ambientes aquéticos
podem ser encontradas em ambientes marinhos, lagos, rios e também em &agua
potavel (Martin-Carnahan; Joseph, 2005; Horneman et al., 2007; Janda; Abbott,
2010; Aravena-Roman et al., 2011).

O género € descrito como patdgeno de peixes, répteis e anfibios desde 1891,
entretanto Aeromonas so foram associadas a infeccdo humana ha poucas décadas
(Castro-Escarpulli et al., 2002).

Considera-se que a primeira descricdo de uma cepa de Aeromonas foi
realizada por Sanarelli em 1891, durante um estudo da imunidade em rds, em que
muitas desenvolveram septicemia que foi atribuida ao Bacillus hydrophilus fuscus.
Ao longo deste tempo, Aeromonas tém sido isoladas de agua, peixes doentes e leite
(Farmer et al., 2006). A primeira associacao de A. salmonicida com furunculose foi
descrita em 1894 por Emmerich e Weibel (Farmer et al., 2006). Desde o primeiro
isolamento até 1943, ano em que se definiu o género (Stainer, 1943), Aeromonas
foram incluidos em diversos grupos, tais como o Bacillus, Proteus, Pseudomonas,
Achromobacter ou Vibrio, entre outros. De fato, a definicAo do género Aeromonas
tem sido atribuida erroneamente a Kluyver e van Niel em numerosos livros de texto
de microbiologia, embora a Comissdo Judicial do Comité Internacional de

Bacteriologia Sistematica (1973) estabeleceu a autoria a Stainer, 1943.

Segundo Colwell et al.(1986) e Holt (1994) o género Aeromonas estaria ligado
taxonomicamente a familia Vibrionaceae (“Bergey’'s Manual of Determinative
Bacteriology”, 92 edicédo) a qual incluiria também os géneros Vibrio, Photobacterium,

e Plesiomonas.



Devido a semelhancas fenotipicas, foram consideradas membros da familia
Vibrionaceae durante varios anos (Popoff, 1984), entretanto, o avan¢o dos estudos
de hibridizacdo e da caracterizacdo da sequéncia 16S-rRNA demonstraram que
esses microrganismos sao evolutivamente diferentes do género Vibrio e da familia
Enterobacteriaceae, o que levou a proposicdo de uma familia independente — a
familia Aeromonadaceae (Cowell et al., 1986) por possuirem diversas espécies e
caracteristicas genéticas e fenotipicas proprias. Os géneros pertencentes aquela
familia sdo bacilos Gram negativos que apresentam codificacdo genética para a
sintese de enzimas citocromo oxidase, que os diferencia de outras bactérias com
caracteristicas semelhantes. A Ultima edicdo do Manual de Bergey aponta trés
géneros na familia Aeromonadaceae, incluindo Aeromonas, Oceanimonas e
Tolumonas, sendo este ultimo considerado de forma incerta (Martin-Carnahan;

Joseph, 2005).

A taxonomia de Aeromonas é muito confusa e na avaliacdo fenotipica,
inimeras caracteristicas bioquimico-metabdlicas sdo necessarias para uma
classificacao acurada (Martin-Carnahan; Joseph, 2005; EPA, 2006). Entre os fatores
gue complicam a identificacdo dessas bactérias estdo o elevado niamero de grupos
taxondmicos reconhecidos e necessidade de testes os quais ndo sao utilizados na
rotina dos laboratorios clinicos para diferenciacédo de outros grupos (Janda; Abbott,
2010).

Um esquema classico de taxonomia as divide em dois grupos: o primeiro
inclui cepas psicrofilas, com crescimento entre 22 e 28°C, o qual inclui espécies
capazes de determinar patogenia em peixes de importancia econdmica. O segundo
grupo, as mesofilas com crescimento entre 36 e 37°C (Horneman et al., 2007) entre
as guais se encontram espécies capazes de determinar infecces no homem (Hofer
et al., 2006; Janda; Abbott, 2010).

De acordo com a dultima edicdo do Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology existem 14 fenoespécies e 18 genoespécies ou HG (Martin-Carnahan;
Joseph, 2005), nem todas relacionadas a infeccdo humana. Entretanto novas
espécies vém sendo descritas e atualmente 24 séo reconhecidas: A. hydrophila, A.
bestiarum, A. salmonicida, A. caviae, A. media, A. eucrenophila, A. sobria, A. veronii
(biovar sobria e veronii), A. jandaei, A. schubertii, A. trota, A. allosaccharophila, A.

encheleia, A. popoffii, A. culicicola, A. aerequipenses, e as descritas posteriormente



ao Bergey’s Manual: A. simiae (Harf-Monteil et al., 2004), A. molluscorum (Mifiana-
Galbis et al., 2004), A. tecta (Demarta et al., 2008), A. aquariorum (Martinez-Murcia
et al., 2008), A. taiwanensis e A. sarnarelli (Alperi et al., 2009), A. piscicola (Beaz-
Hidalgo et al., 2009), A. fluvialis (ALPERI et al., 2010), A. rivuli (Figueras et al., 2010)
e A. diversa (Mifiana-Galbis et al., 2010).

Podem ser consideradas, ainda, espécies agrupadas em grupos fenotipicos
ou complexos, cuja separacdo € efetuada através da combinacdo de testes
bioquimicos convencionais: complexo A. hydrophila, complexo A. caviae e complexo
A. veronii. O primeiro € constituido por: A. hydrophila, A. bestiarum e A. salmonicida,
sendo A. hydrophila a espécie mais comumente associada a infec¢cbes humanas
(Horneman et al., 2007).

Em particular o complexo A. caviae € composto pelas espécies A. caviae, A.
media e A. eucrenophila. Sendo a primeira espécie a mais comumente associada a
infeccbes humanas, cuja gravidade esta relacionada ao seu elevado potencial de
viruléncia, especialmente em casos de sepsis e infec¢cdes oportunistas em pacientes

imunocomprometidos (Pereira et al., 2008).

Apesar da grande heterogeneidade do género, as espécies mais comumente
associadas a infec¢cdes em humanos sdo A. hydrophila, A. caviae e A. veronii biotipo
sobria (Ghenghesh et al., 2008). No Brasil estudos apontam A. caviae como a
espécie mais prevalente (Freitas et al., 1993;1998; Nojimoto et al., 1997; Hofer et al.,
2006). Isolados desta espécie apresentam importante papel como patdégenos
entéricos, principalmente em criancas. Ocasionam mais frequentemente
gastroenterite, mas podem vir a determinar diferentes infeccées no homem como de
pele e tecidos moles, septicemia, ocular, do trato respiratorio e outras (Rodrigues;
Ribeiro, 2004).

E importante ressaltar que devido a dificuldade de identificacdo desse
género, algumas espécies sao erroneamente tipadas como novas quando, na
verdade, ja foram descritas (Janda; Abbott, 2010).



2.2 ECOLOGIA

Aeromonas sdo encontradas em praticamente todos os ambientes aquaticos
como rios, lagos, lagoas de 4gua salgada ou salobra, agua potavel, subterranea,
residual e de esgoto (Horneman et al., 2007). Podem ser recuperadas a partir de
agua potavel que atende aos padrées de qualidade para organismos indicadores
(Pablos et al., 2009).

Outra caracteristica de relevancia é sua capacidade de fixacao as superficies de
estruturas ou formacdo de biofilme. Varios autores sustentam que espécies de
Aeromonas sao suscetiveis ao tratamento com cloro realizado em estacdes de
tratamento de agua para uso domestico e que a existéncia destas bactérias poderia
ser devido a presenca de biofilmes (Joseph; Carnahan, 2000), ou também a
diminuicdo nos niveis de cloro livre na agua levando, portanto, a incapacidade de
manter a concentracdo residual de cloro necessaria para eliminar estes

microrganismos (EPA, 2006).

A capacidade de formar biofilme tem papel importante na sobrevivéncia
destes microorganismos, dada a concentracdo dos nutrientes nas superficies, que
favorece sua sobrevivéncia durante stress osmotico e quimico, alem de quaisquer
condicbes inadequadas. Esta caracterisica permite associar e reconhecer sua
relevancia, particularmente na patogénese de pacientes portadores de infeccdes

pulmonares cronicas como fibrose cistica, carie dentaria entre outras.

A elevada prevaléncia de Aeromonas spp. ho ambiente pode ser vista como
ameaca a Saude Publica (figura 1). Estes microrganismos também podem ser
isolados a partir de varios alimentos (Evangelista-Barreto et al., 2006; Galindo et al.,
2006), como vegetais, leite, carne e frutos do mar (Kirov et al., 1993; Merino et al.,
1995) o que corrobora que a transmissdo aos humanos ocorre através da ingestao
de agua e alimentos contaminados, uma vez que essas bactérias ndo pertencem a

microbiota intestinal normal.



Figura 1. Fontes potenciais de colonizacdo e infeccdo por Aeromonas spp. em humanos
(adaptado de Janda; Abbott, 2010)
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Nos ultimos 20 anos, inumeros estudos vem sendo realizados para
determinar a incidencia e concentracdo de Aeromonas spp. em alimentos prontos ou
semi prontos, cujos resultados indicam sua presenca na maioria dos alimentos,
independentemente da origem geografica (Isonhood; Drake, 2002). Desde 1984, tém
sido consideradas como potenciais agentes de infec¢des alimentares (Buchanan,
1984), como exemplo cita-se surto apO0s a ingestdo de camarbes contaminados
relatado por Altwegg et al.(1991) e um surto por Aeromonas hydrophila apos

ingestao de salada contaminada em uma faculdade na China (Altwegg et al. 1991).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) vem realizando
monitoramento sobre sua ocorréncia em concessionarias de agua potavel

selecionados desde 2003. Aeromonas estad incluida na lista de candidato a



contaminante (Contaminant Candidate List — CCL) da agua pela Agéncia de
Protecdo Ambiental Americana (U.S. Environmental Protection Agency), que
recomenda aprofundar os conhecimentos e pesquisar a presenca de Aeromonas em
agua para consumo (EPA, 2006). Além disso, também esta presente na lista do FDA
(Food and Drug Administration) como patégeno presente em alimentos — Foodborne
Pathogen Microorganisms (Food and Drug Administration, 2004) e deve ser

considerado como patégeno emergente (Merino et al., 1995).

A Agéncia Ambiental do Reino Unido estabeleceu a obrigatoriedade do
isolamento e contagem através de membrana filtrante de Aeromonas mesofilas em
agua potavel em diversos estagios de tratamento e distribuicdo tendo em vista a
ampla distribuicdo e a capacidade infectante desses microrganismos (Standing
Comitee of Analysis — Evironment Agency UK, 2010).

Sua sobrevivéncia no ambiente depende de fatores fisicos e quimicos tais
como temperatura, pH, salinidade da agua e da disponibilidade de nutrientes. De
acordo com Popoff, (1984), a maioria das espécies de Aeromonas spp. crescem
numa faixa de temperatura de 5°C a 41°C, excetuando-se A. salmonicida que

apresenta a faixa de temperatura 6tima de crescimento entre 22°C e 28°C.

Os estudos de Palumbo; Morgan; Buchanan (1985), e Varnam e Evans
(1996), afirmaram que cepas de A. hydrophila, presentes em alimentos sdo capazes
de crescer em baixas temperaturas numa faixa de aproximadamente -0,1°C a

+1,2°C, desse modo, sendo garantido seu desenvolvimento na temperatura de 4°C.

Varnam e Evans (1996) apontaram 42°C como temperatura maxima de
crescimento de Aeromonas spp. e, Euzéby (2003), afirmou ser possivel a todas as
linhagens crescerem a 42°C depois de 24 a 48 horas de incubacdo. Entretanto
estudos enfatizam que a Aeromonas hydrophila € bastante sensivel ao calor sendo

inativada a 45°C (Varnam; Evans 1996).

No estudo de Palumbo et al.(2001), verificou-se que em varias reacdes
bioquimicas de cepas de Aeromonas moveis isoladas de alimentos, séo observados

resultados diferenciados de acordo com a temperatura de incubacéo.

Em Aeromonas spp. a tolerancia ao sal pode variar de acordo com as cepas e
as demais condi¢cdes do meio. Palumbo; Morgan; Buchanan. (1985) verificaram o

crescimento das cepas BA2 e BA7 de A. hydrophila, em caldo “Brain Heart Infusion”



(BHI) com 5% de cloreto de sodio (NaCl), quando incubado na temperatura 6tima de
28°C. Os autores relatam que a maioria das cepas crescem em concentracdes em
torno de 2% a 4% de NaCl, entretanto existem algumas que necessitam da presenca
de no minimo 0,3% e outras que nao necessitam desse sal para seu

desenvolvimento.

As Aeromonas spp. sao bactérias sensiveis a pH inferior a 6,0, esses
microrganismos ndo sao acido resistentes, todavia podem se adaptar a situacdes de
stress ocasionadas por acidos, produzindo proteinas defensivas. A A. hydrophila em
certos tipos de alimentos, ndo cresce quando o pH é inferior a 6,0 e 0 conteudo de
sal é de 3%. A tolerancia ao pH e a concentracdo de sal variam com a temperatura.
(Palumbo; Morgan; Buchanan, 1985)

Segundo Isonhood e Drake (2002), cepas de A. hydrophila suportam
variacOes de pH entre 5,5 a 9,0 porém, € em pH neutro ou levemente alcalino que
acontece o melhor crescimento. Garcia-Lopez et al.(2004) e Varnam e Evans (1996)
indicaram que as condi¢cdes melhores para o crescimento de Aeromonas spp. ocorre
em pH maior que 6,0 e concentracdo de NaCl menor que 4%. Existe forte correlacéo
entre o valor de pH e a tolerancia ao NaCl, de modo que pequenas mudancas nos
valores de pH podem resultar em mudancas na tolerancia ao NacCl. (Garcia-Lopez et
al., 2004; Popoff, 1984; Varnam; Evans, 1996).

A presenca de bactérias heterotréficas pode inibir o crescimento de
Aeromonas, 0 que sugere que a competicao por nutrientes € um fator limitante para
a sua manutencao no meio ambiente (Mary et al., 2001). Além disso, em condi¢des
de estresse ambiental, Aeromonas provoca sua propria morte celular, situacéo
conhecida como “fendbmeno suicida” (Namdari; Cabelli, 1989). Em 2001 Ballal et al.
mostraram que Aeromonas ndo suicidas sdo mais letais em camundongos do que as
suicidas, sugerindo uma relacdo entre fenbmeno suicida e viruléncia, entretanto

essa associa¢ao ainda nao foi comprovada.



2.3 INFECCAO

Espécies de Aeromonas spp. atualmente sdo consideradas patdgenos
emergentes, e tém sido isoladas e indiciadas como agente etiolégico em varios
processos infecciosos. Sao reconhecidas como agentes etiolégicos de uma
variedade de doencas tanto no homem quanto em animais (Guerra et al., 2007,
Janda; Abbott, 2010).

Estdo associadas com ampla variedade de infeccdes em animais de sangue
guente e frio, incluindo r&, répteis, cobras, peixes e humanos. Nas ras causa doenca
da pata vermelha. Nas cobras, lagartos e jacarés, pode provocar quadros distintos:
estomatite ulcerativa ou boca podre e pneumonia grave. Produz furunculose nos
peixes, com lesdo necrética focal em varios musculos, podendo evoluir para
septicemia fatal. Esta Ultima é caracterizada pela presenca de pequenas lesdes
superficiais, hemorragia das guelras e anus, Ulceras, abscessos, exoftalmia e
inchago abdominal. Outra patogénese é conhecida como “doenga vermelha das
barbatanas”, sendo caracterizada pela presenca de nddulos hemorragicos nas
mesmas, além de erosdo de escamas. Ha relatos de septicemia em cachorro,
dermatite e pneumonia em golfinhos, aborto em vacas, putrefacdo negra em ovos de
galinha e diarreia em porcos (George et al., 1985; Farmer et al., 1992; Janda;
Abbott, 1998; Janda; Abbott, 2010).

As doencas de peixes sdo importante fator limitante no desenvolvimento de
sistemas de aquicultura e todos 0s peixes sdo suscetiveis a infec¢cdes bacterianas,
nao sendo possivel evitar sua propagacdo, uma vez que esses microrganismos
ocorrem naturalmente no ambiente aquatico. Entre estes as Aeromonas moveis sédo
onipresentes no ambiente aquatico e um habitante normal do intestino de peixes,
sendo as septicemias causadas por Aeromonas moéveis um problema comum em
todo o mundo e em todas as espécies de peixes de agua doce (Janda; Abbott,
2010).

No homem as infec¢cbes causadas por Aeromonas podem ser divididas em:
sindromes do trato gastrointestinal, infeccbes de feridas e de tecidos moles,
septicemia e diversos outros processos infecciosos que incluem uma infinidade de

doencas menos frequentes (Janda; Abbott, 1998; Janda; Abbott, 2010) como
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infeccdes respiratdrias, urindrias (Al-Benwan et al., 2007), oculares (SohN et al.,

2007), e O6sseas (Gomez-Garcés et al., 2011).

Nem todas as espécies de Aeromonas spp. sdo encontradas com igual
frequéncia nas varias sindromes. Por exemplo, A. caviae, causa mais comum de
gastrenterite benigna autolimitada, raramente € encontrada como causa de infec¢édo
extra intestinal, especialmente septicemia. Infeccbes extra intestinais sao
usualmente secundérias a gastrenterite (ex. septicemia) ou devido a injurias
traumaticas com subsequente contato com agua contaminada (Janda; Abbott, 1998;
Janda; Abbott, 2010).

2.3.1 Infecgdes intestinais

A gastrenterite € a manifestacdo clinica mais frequente envolvendo as
espécies desse género, no qual a infeccdo de forma branda, acompanhada por
diarreia aquosa, autolimitada e de curta duracdo a forma observada na maioria dos
casos. Além deste quadro, podem ocorrer formas mais severas tanto semelhantes a
disenteria, com fezes sanguinolentas, vomitos e dores abdominais, do mesmo modo
gue infeccbes coleriformes, semelhantes a coélera e colite (Janda; Abbott, 1998;
Janda; Abbott, 2010).

A gastroenterite causada por Aeromonas pode variar de moderada a grave.
Embora estudos realizados com voluntarios apresentassem falhas quanto a
producdo de doencas, a partir de cepas portadoras de fatores de viruléncia, a
maioria das avaliacdes epidemioldgicas aponta que sua presenca esta associada a
diarreia e raramente ao estado de portador. De acordo com o relato de Champsaur
et al.(1982), a gastrenterite causada por Aeromonas spp. se caracteriza por diarreia
aquosa, que ocorre em 75% dos casos, ou por disenteria. A severidade da infeccéo
depende diretamente dos fatores de viruléncia envolvidos e do estado imunoldgico
do paciente (Ender et al., 1996)

Outros fatores de risco predisponentes as infec¢des incluem hospitalizacao,
terapia antimicrobiana, metabolizacdo do acido gastrico ou inibicdo da secrecao
acida, cirurgia gastrica e sangramento do trato gastrointestinal (Namdari; Bottone,
1991).
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Estudos com populacao de todas as idades aponta A. caviae como a espécie
mais frequentemente isolada, seguida da A. hydrophila e A. veronii. Nos paises néo
tropicais o percentual de portadores assintomaticos encontra-se em torno de 1%,
engquanto nos paises tropicais esse percentual é de 20% (Falgéas, 2003).

Borsh et al.(1974) e Sugita et al.(1995), relataram que Aeromonas spp. pode
ser encontrada na microbiota de carater transitorio, nas fezes de humanos, de
animais terrestres e aquaticos, sendo que este habitat parece ndo merecer
importdncia em salde publica, ficando a agua utlizada nas indastrias de
beneficiamento como principal responsavel pelas contaminacbes de alimentos
(Rodrigues, 2007).

Isonhood e Drake (2002) caracterizaram como grupos considerados de risco
guanto a infeccédo por A. hydrophila, as criangas, os idosos e os imunodeprimidos.
No estudo de Nojimoto et al.(1997), foram isoladas: A. caviae (7,7%); A. salmonicida
(6,6%); A. sobria (4,3%); A. hydrophila (2,2%) e A. achromogenes (1,1%), em 72

fezes diarréicas de criangcas menores de cinco anos no periodo de 1995 a 1996.

Na populacdo pediatrica, a gastrenterite causada por Aeromonas spp. €
particularmente problematica, pode-se observar indices de 2 a 20% das criancas na
populacdo mundial sofrendo de diarreia provocada apenas por espécies de
Aeromonas. Considerando ainda as criancas infectadas por Aeromonas apenas 2%

nao apresentam sintomas diarreicos (Galindo et al., 2006).

Zanella et al.(2004) avaliaram amostras de fezes de trabalhadores de aviarios
em comparacdo a amostras controle de pessoas da comunidade. As amostras do
grupo controle apresentaram resultado negativo para Aeromonas spp. Em 14,81%
das amostras dos trabalhadores foram isoladas cepas de Aeromonas: 44,4% A.
hydrophila, 33,3% A. sobria e 16,6% A. caviae. 61,1% das apresentaram 0S cinco
fatores de patogenicidade, a atividade hemaglutinante identificada em 100% dos
isolados; 83,3% apresentaram atividade hemolitica; em 66,6% foram detectadas a
atividade lipolitica e a atividade proteolitica e 61,1% eram formadores de biofilmes.
Com base nesses resultados concluiu-se que a ocorréncia de espécies patogénicas
de Aeromonas spp. nas fezes de trabalhadores de aviarios, permite considera-la

como potencial agente causador de DTA.
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Existe um crescente interesse sobre os fatores de viruléncia da A. hydrophila
e sua correlagdo com os casos de gastrenterite humana, ja que muitos desses

fatores ainda ndo foram elucidados (Garcia-Lépez et al., 2004).

2.3.2 Infecgdes extra intestinais

Na literatura estdo descritos casos de infecgcdes extra-intestinais onde
Aeromonas spp. podem ser consideradas agente etiolégico, como infeccdes
superficiais devido ao contato com aguas contaminadas, infeccbes em pacientes
com processos neoplasicos, hematoldgicos, com disfuncbes hepatobiliares e
infeccbes em pacientes com ou sem outras enfermidades, porém em menor
frequéncia séo relatados ocorréncia de meningite, infec¢cdo urinaria, endocardite,
osteomielite, amidalite e otite média (Janda; Abbott, 1995; Janda; Abbott, 1998). Em
2004, Garcia-Lopez et al. afirmaram que existe envolvimento da Aeromonas spp. em
casos de septicemia, meningite, peritonite, endocardite, alteracbes do trato

respiratoério, infec¢des oculares e sindrome urémica hemolitica.

Em 1954 foi diagnosticado o primeiro caso de septicemia por Aeromonas spp.
em um paciente de 40 anos previamente sadio, que morreu 48 horas apos o inicio
do quadro clinico. Desde entdo, o numero de casos tem aumentado
progressivamente. Contudo, nem todos os casos sao devidamente acompanhados
de dados clinicos e microbiolégicos, de modo que seja possivel estabelecer a

prevaléncia do isolamento ou definir o poder patogénico da espécie (Falgas, 2006).

Qadri et al.(1976) relatam uma meningite causada por A. hydrophila ocorrida
ap6s uma craneotomia fronto-temporal. Segundo os autores, A. hydrophila era
conhecida por causar bacteremia em pacientes sob o tratamento com agentes
imunossupressores, porém, no caso em questdo o paciente era imunologicamente

sadio.

Janda e Abbott (1998) apontam como enfermidades mais comumente
associadas aos quadros de septicemia causada por Aeromonas spp. Sao: a
leucemia, determinados tipos de cancer (40 a 50%), as enfermidades hepatobiliares
(15 a 30%), a diabetes (3 a 5%) e desordens diversas, incluindo a pancreatite,
traumatismos, anomalias cardiacas, desordens gastrintestinais, anemia e problemas

respiratérios.
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As espécies reconhecidas como causadoras de infeccdes septcémicas em
humanos séo: A. hydrophila, A. veronii bv sobria, A. veronii bv veronii, A. caviae, A.
jandaei, A. schubertii e A. trota (Carnahan et al., 1991; Khardori; Fainstein, 1988, e
Thomsen; Kristianse, 2001).

2.3.2.1 Infeccao de ferimentos

InfecgBes em ferimentos sdo a segunda maior fonte de isolados clinicos de
Aeromonas spp. no qual A. hydrophila o agente causal da maioria. Assim como a
gastrenterite, os sintomas clinicos associados com infecces em ferimentos
causadas por Aeromonas costumam variar de pessoa a pessoa, de acordo com o
estado imune do hospedeiro. Abrangem desde infeccbes superficiais moderadas
(por exemplo, celulite) a infecgbes profundas mais sérias como ectima gangrenosa e
mionecrose, que envolvem fascia, tenddes, musculos, 0ssos e juntas. Na maioria
dos casos de ferimentos infeccionados por Aeromonas spp. (82%) ocorre a entrada
da bactéria em individuos saudaveis atraves de abrasdes ou cortes, frequentemente
(43%) em associacdo com exposicao recreacional ou ocupacional a ambientes

aquaticos contaminados com a bactéria. (Galindo et al., 2006).

O solo contaminado também € uma fonte para a infeccdo de ferimentos,
totalizando um terco das infec¢cdes nos pés associados com Aeromonas. O contato
com solo ou objetos inanimados recobertos com solo contaminado é também fonte
de ferimentos infectados por Aeromonas secundarios a trauma severo. Danos que
acontecem em ambientes contaminados com a bactéria podem levar a grave
infeccdo destes ferimentos, incluindo mionecrose, gangrena gasosa sinergistica ou
infeccBes Osseas (Janda; Abbott, 1998; Galindo et al., 2006; Tena et al., 2007; Tao
et al., 2009).

Infeccbes nosocomiais associadas com Aeromonas também tém sido
reportadas, tais infeccdes sdo caracteristicamente causadas através transferéncia
da bactéria de areas infectadas para tecidos estéreis por de intervencées médicas,
tais como cirurgias. Raramente infeccdbes em ferimentos por Aeromonas se
desenvolvem em pessoas que ndo sofreram trauma e ndo possuem qualquer

doenca subjacente (Galindo et al., 2006).
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2.4 DIAGNOSTICO

S&8o caracteristicas comuns ao género: serem bacilos Gram-negativos,
oxidase positivos, ndo formadoras de esporos, que apresentam mobilidade pela
presenca de flagelo polar sendo seu metabolismo do tipo anaerébio facultativo. Em
geral sdo resistentes ao agente vibriostatico O/129 (2,4-diamino 6,7-diisopropyl
pteridina) nas concentragdes de 10 e 150ug (Horneman et al., 2007). Janda; Abbott
(2010) sugerem que a diferenciacdo de Aeromonas e Vibrio é efetuada conforme
descrito no quadro 1.

As amostras suspeitas de conter Aeromonas sdo inoculadas em meio de
enriguecimento liquido (agua peptonada alcalina — APA) e incubadas a 35-37°C
durante 18-24h. Sdo semeadas em placa de agar GSP no qual é possivel verificar a
atividade da enzima amilase que é caracteristica do género. As colbnias crescidas
em placa sdo submetidas ao teste da oxidase para diferenciar das bactérias da

familia Enterobacteriaceae e ao teste do O/129 para diferenciar de Vibrio spp.

Para diferenciacdo entre as espécies de Aeromonas spp., Palumbo et
al.(2001) descreveram a utilizacdo das provas de descarboxilagcdo da ornitina e da
lisina, diidrélise da arginina, hidrélise da esculina, producao de gas da glicose, via da

fermentacéo da glicose — Voges-Proskauer, indol e uso da arabinose.

Quadro 1: Diferenciacdo de Aeromonas spp. e Vibrio spp. (Adaptado de Janda;
Abbott, 2010).

Cresc.
Organismo 0/129 TCBS LDC* ADH* oDC*
0%NacCl
+ + -
Aeromonas + R NC . + .
Vibrio cholerae/ + S Sac+/Sac- + - +
mimicus
Outros Vibrios - S Sac+/Sac- - + -

LDC: lisina descarboxilase; ADH: arginina dehidrolase; ODC: ornitina descarboxilase, NC: ndo cresce;
Sac+: sacarose positiva, Sac-: sacarose negativa (no meio de TCBS observa-se a fermentacéo da sacarose);

+: reacao positiva; -: reacao negativa.
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Embora varias espécies sejam patogénicas, Aeromonas nao costumam ser
pesquisadas rotineiramente nos laboratoérios clinicos, o que dificulta a obtencédo de
dados epidemioldgicos.

A identificacdo de Aeromonas por sistemas comerciais frequentemente
resulta em erros. Muitas vezes ocorre classificacdo correta quanto ao género, porém
com erro quanto a espécie (O’hara, 2006). Algumas vezes € possivel observar
identificacdo cruzada com membros da familia Vibrionaceae (Park et al., 2003). Os
sistemas comerciais APl 20E e Vitek, por exemplo, apresentam limitacbes em
diferenciar corretamente as espécies de Aeromonas, classificando grande parte das
cepas como A. hydrophila (Park et al., 2003; Soler et al., 2003), assim provocando
uma superestimacdo dessa espécie como agente etiolégico de infeccdes e ao
mesmo tempo mascara a verdadeira incidéncia das outras espécies (Figueras,
2005).

Alguns autores indicam a utilizacdo de métodos moleculares na identificacao
correta desses microrganismos (Castro-Escarpulli et al., 2002; Figueras, 2005),
embora grande parte dos laboratérios clinicos, especialmente nos paises em
desenvolvimento, nao utilizem ferramentas moleculares de diagnostico na rotina de

suas analises (Ghenghesh et al., 2008).

Métodos moleculares tém sido propostos, de maneira geral na identificacao
de isolados bacterianos. Alguns autores sugerem que a identificacdo das bactérias
desse género seja realizada por meio de métodos moleculares em substituicdo aos
convencionais. Janda; Abbott (2010) consideram essa abordagem como
problematica em Aeromonas principalmente devido similaridade apresentada entre

as sequéncias de nucleotideos das espécies.

O gene que codifica 0 RNA ribossomal 16S (ou 16S rDNA) é considerado
uma ferramenta valiosa ao fornecer sequéncias caracteristicas para o delineamento
e identificacdo da maior parte das espécies de Aeromonas. A aplicacdo de tal
metodologia pode facilitar a identificacdo desse grupo de bactérias (Borrell et
al.,1997 e Figueras et al., 2000).

Diversos protocolos de PCR-RFLP tém sido descritos para a identificacao

molecular das aeromonas, como o0s descritos por Graf, 1999 e Ghatak; Agarwal,
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Bhilegaonkar, 2007. Entretanto ainda existem controvérsias quanto a sua utilidade

na discriminacdo das espécies de Aeromonas.

Entretanto, na identificagdo de Aeromonas spp. ainda existem limitacoes
devido ao quantitativo de isolados e similaridade das sequéncias génicas entre as
cepas (Lamy et al., 2009). H4, inclusive, casos em que o0 sequenciamento do gene
16S rRNA se mostrou inconclusivo na identificacdo das espécies (Al-Benwan et al.,
2007).

Em 2004, Szczuka e Kaznowski realizaram a tipagem de Aeromonas spp.
comparando as técnicas RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), REP-PCR
(Repetitive Extragenic Palindromic) e ERICPCR (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus). Concluiu-se que as técnicas RAPD e ERIC-PCR possuiam o
mesmo poder discriminatério, enquanto que a técnica de REP-PCR se apresentou

menos efetiva na diferenciagéo dos isolados de Aeromonas spp.

Ghatak; Agarwal; Bhilegaonkar (2007) propuseram a identificacdo de 53
cepas de Aeromonas spp. de importancia médica isoladas de diferentes fontes
através da restricdo do gene 16S rDNA, utilizando as enzimas de restricdo BstSNI,
Mbol e Pvull. Os resultados obtidos indicaram que a técnica de RFLP aplicada com
as enzimas propostas € capaz de identificar as espécies médicas importantes.
Esses resultados ainda corroboraram com os testes fenotipicos realizados

previamente para identificacdo das cepas.

2.5 FATORES DE VIRULENCIA

Aeromonas spp. possuem um amplo espectro de fatores envolvidos no
processo de infeccdo incluindo colonizacdo, invasdo e proliferacdo do
microrganismo, além de apresentar a habilidade de escape do sistema imunoldgico
do hospedeiro (Janda, 2001; Zhiyong; Xiaoju ; Yanyu, 2002). Estes microrganismos
sdo produtores de fatores de viruléncia extracelulares, como enterotoxinas,
hemolisinas e adesinas, e possuem ainda, caracteristicas estruturais, como pili,
flagelo, proteinas de membrana externa e camadas “S”, capazes de atuar durante a
infeccdo (Tomas, 2012). Também estdo descritos mecanismos de motilidade,

adesividade e invasividade celular nestes microrganismos (Janda, 2001)
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A deteccao dos fatores de viruléncia € um importante passo para determinar o
potencial de patogenicidade dos isolados de Aeromonas (Chacédn et al., 2003), o
qual é multifatorial envolvendo adesinas, sideroforos, lipopolissacarideos,
exoenzimas e exotoxinas (Guerra et al., 2007).

Nos ultimos anos tais microorganismos tem sido reconhecidos como agentes
etiologicos relevantes em infecgBes gastrointestinais e extra intestinais. Ressalta-se
qgue A. hydrophila, A. caviae e A. veronii 0 biogrupo sobria s&o consideradas de
importancia clinica (Guerra et al., 2007). Nestas, a evidenciacdo dos fatores de
viruléncia pode representar um importante elemento que auxilie no conhecimento

guanto as cepas circulantes no ambiente.

A maioria das investigacdes sobre os possiveis fatores de viruléncia tém sido
efetuadas em amostras isoladas de pacientes com infec¢des entéricas. Alguns
determinantes como a hemolisina designada aerolisina, podem ser comuns em
infeccOes entéricas e extraintestinais, enquanto nesta Ultima outras, como a

camada-S, sdo mais importantes (Tomas, 2012).

A variedade de formas clinicas em particular nas infec¢des intestinais sugere
complexo mecanismo de patogenicidade. Para as demais manifestacdes € possivel
gue apresentem multiplos fatores de viruléncia em combinacdes diferentes, os quais
podem interagir em diferentes niveis no intestino, possivelmente assim como a
situacdo que ocorre entre os diferentes patotipos de Escherichia coli que causam

infeccdo intestinal (Neves et al., 1994 e Pianetti et al., 2004).

Estudos recentes apontam que embora a realizacdo de ensaios laboratoriais
nao permita o reconhecimento de alguns fatores de viruléncia, amostras de A.
caviae inoculadas em trato intestinal de camundongos demonstraram sua
colonizagéo, o que poderia explicar a participagdo deste microrganismo na “diarreia

dos viajantes” onde nao sao identificados fatores de viruléncia (Hayes et al., 2010).

O género Aeromonas compreende ainda dois sistemas de secrecao de
proteinas: o sistema de secrecao do tipo Il (T2SS) e o do tipo Il (T3SS). Estdo
envolvidos com a viruléncia e sao responsaveis pelo transporte da proteina
bacteriana através da membrana (Khajanchi et al.,, 2009). Sdo descritas quatro
proteinas do tipo lll: aexT, aopP, aopH e aopO, das quais as trés ultimas séo

codificadas em plasmideo (Sierra et al., 2007).
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Aeromonas spp. tém capacidade de produzir biofilme que permite que essas
bactérias se adaptem os diferentes ambientes em que se encontram, atuando como
protecéo e favorecendo sua sobrevivéncia (Agarwal et al.,2007). O biofilme torna a
bactéria capaz de aderir a qualquer superficie, inclusive & célula hospedeira de
maneira que 0 microrganismo possa invadi-la (Rahman et al., 2007).

A presenca de flagelo polar € essencial para a colonizacao intestinal, ja a
expressao do flagelo lateral contribui na formacéo de biofilme através da ativacéo do
mecanismo de quorum sensing bacteriano (Janda; Abbott, 2010). Uma vez
agrupadas em biofilme, as bactérias expressam mais fatores de viruléncia, desse
modo, a presenca de flagelos pode ser considerada como importante marcador de
sua patogenicidade (Merino et al., 2006).

Aeromonas spp. sao produtoras de uma grande variedade de enterotoxinas
(Krovacek; Faris; Mansson, 1991; Majeed; Macrae, 1991), algumas tém efeito
citotdnico, como as codificadas pelos genes alt e ast, e outras atuam de maneira
citotoxica, como as codificadas pelos genes act, hlyA e aerA. As exotoxinas
citotoxicas, também conhecidas como enterotoxinas citoliticas, provocam
degeneracao das criptas e vilosidades do intestino, sdo capazes de gerar hemalise,
citotoxidade e enterotoxidade (Asao et al., 1984; Chopra; Houston, 1999). As
enterotoxinas citotdnicas, por outro lado, ndo, causam danos nas vilosidades do
intestino (Chopra; Houston, 1999). Considerando as toxinas produzidas por
Aeromonas spp., a aerolisina, enterotoxina citotoxica codificada pelo gene aerA, € o

fator de viruléncia mais bem estudado e caracterizado (Janda; Abbott, 1998).

A enterotoxina citotoxica Act produzida por A. hydrophila induz uma
sinalizacao celular que leva a producdo de mediadores inflamatérios em macrofagos
e células epiteliais humanas e pode contribuir para apoptose (Ferguson et al., 1997;
Xu et al.,, 1998; Galindo et al., 2006). Act € uma toxina formadora de poros
relacionada a aerolisina responsavel pelas acbes hemolitica e citotoxica de A.
hydrophila, assim, considerada seu principal fator de viruléncia. A hemdlise envolve
formacdo de poros na célula e entrada de fluidos do meio externo e subsequente
lise. A toxina interage com a membrana do eritrécito e se insere na bicamada lipidica

criando poros de 1.14 a 2.8nm (Sha; Kozlova; Chopra, 2002;).
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A enterotoxina citotbnica ndo produz degeneracao do epitélio, seu mecanismo
de acdo é similar ao da toxina colérica aumentando o0s niveis de cAMP e
prostaglandinas nas células do epitélio intestinal (Chopra; Houston, 1999). Essas
enterotoxinas foram divididas em dois grupos: termo-labil (Alt) e termoestavel (Ast).
Chopra; Houston (1999) purificaram Alt de A. hydrophila, que provoca aumento de
cAMP e prostaglandinas na mucosa intestinal de ratos. Eles também detectaram Ast
gue aumenta a secrecéo de fluidos no intestino delgado de ratos e aumenta a eleva
0 CAMP nas células da mucosa.

Aeromonas spp. secretam ampla variedade de enzimas extracelulares
incluindo proteases, lipases, amilases, quitinases, nucleases e gelatinases. Elas
representam alto potencial de adaptacdo a alteragcdes ambientais. As proteases
contribuem para a versatilidade metabdlica que permite a manutencdo de
Aeromonas em diferentes ambientes e interacdo com outros microorganismos. Estes
contribuem ainda para a patogenicidade gerando danos teciduais no hospedeiro e
ativacdo de toxinas proteolitica (Kirov, 1997). Em adicdo, contribuem para o
estabelecimento da infeccdo superando as defesas iniciais do hospedeiro ou

provendo nutrientes para proliferacao celular (Leung; Stevenson, 1988).

Entre as varias enzimas extracelulares produzidas por Aeromonas destacam-
se as proteases, as DNases, as lipases, as elastases, as amilases, as lecitinases e
as gelatinases. Ainda ndo foram determinadas sua funcdo nos mecanismos de
viruléncia, mas sabe-se que as proteases podem contribuir para a patogenicidade,
causando danos diretos aos tecidos ou aumentando a capacidade de invaséo. Ja as
lipases, representadas pela glicerofosfolipideocolesterol- aciltransferase (CGAT),
tém a propriedade de provocar a lise da membrana celular e de eritrécitos (Kirov,
2001; Merino et al., 1995).

As lipases, ou triacilglicerol hidrolases, produzidas podem prover nutrientes e
constituir um fator de viruléncia. Elas interagem com os leucécitos humanos e sao
capazes de afetar as funcdes do sistema imunoldgico devido a liberacdo de acidos
graxos livres gerados pela acédo lipolitica (Chuang et al., 1997; Pemberton et al.,
1997). A enzima glicerofosfolipideos-colesterol aciltransferase digere a membrana

dos eritrécitos e ocasiona lise (Pemberton et al., 1997; Merino et al., 1999).

20



2.6 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Ao longo dos anos relatos sobre resisténcia em Aeromonas spp. tem sido
descritos. Gofi-Urriza et al.(2000) avaliaram a atividade de 19 agentes
antimicrobianos frente a Aeromonas spp. isoladas de dois rios na Europa e
encontram cepas resistentes a maioria das drogas avaliadas. Fosse et al.(2003)
identificaram 5 diferentes perfis fenotipicos de Aeromonas spp. produtoras de B-
lactamases. Sinha et al.(2004) avaliaram os padrbes de suscetibilidade aos
antimicrobianos de espécies de Aeromonas isoladas de casos de dirreia na india

encontrando isolados resistentes a quinolonas e aminoglicosideos.

O maior mecanismo de resisténcia em Aeromonas se da através de enzimas
B-lactamases cromossomais induziveis com atividade contra diversos
antimicrobianos B-lactamicos como penicilinas, cefalosporinas e cefalosporinas de
espectro estendido. As principais classes reconhecidas em Aeromonas spp. sao:
classe C - cefalosporinases, classe D - peniciliases e classe B - metalo-B-
lactamases, esta Ultima com atividade frente aos carbapenemas e cuja expressao
vem crescendo (Janda; Abbott, 2010).

Ja foram descritas nesse género algumas enzimas de resisténcia a
antibidticos como metalocarbapenemases — CphA, cefalosporinases — CepH e
oxacilinases — AmpH (Balsalobre et al.,2009). O perfil de resisténcia em
antimicrobianos B-lactamicos tem sido relacionado com o tipo de B-lactamase, como
por ex. blaym.4 em A. hydrophila carreados por um integron de classe 1, o gene
blajve-19 €m A. caviae, A. veronii genes das classes B e D B-lactamase (Neuwirth et
al., 2007; Libisch et al., 2008). Ye et al.(2010) realizaram o primeiro relato do
isolamento de A. caviae multirresistente carreando os genes codificadores das -
lactamases TEM-1, CTX-M-3 e MOX-4, conferindo resisténcia a todos os f-
lactamicos exceto imipenem. MOX-4 € uma B-lactamase do tipo Amp-C plasmidial
gue pode ser transferida através de conjugacdo para bactérias naturalmente

negativas para Amp-C cromossomais (Ye et al., 2010).

Ja foi observada resisténcia a tetraciclina codificada por variantes do gene tet,

como tetD em A. hydrophila (Aoki et al.,, 1987). Na ultima década alguns autores
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constataram a presenca dos genes tetA e tetE em amostras provenientes de
alimentos e amostras clinicas (Balassiano et al., 2007).

Atualmente é possivel observar um aumento da resisténcia bacteriana as
quinolonas. Estes genes codificam proteinas de repeticdo pentapéptido que
bloqueiam a acédo de ciprofloxacina no DNA girase e topoisomerase IV bacterianas
(Park et al., 2006).

Sinha et al.(2004) detectaram elevado nivel de resisténcia cromossomal as
quinolonas: acido nalidixico, ciprofloxaxina e norfloxaxina em isolados de A. caviae
de pacientes com diarreia. Essa resisténcia pode ser codificada pela presenca do
gene gnr integrado a um cassete génico como descrito por Cattoir et al.(2008).

A presengca de QnrS com 41% a 60% identidade nas sequéncias de
aminoacidos de QnrA foi verificada em dois isolados ambientais de A. media e A.
caviae e um isolado clinico de A. veronii, sendo que esta ultima apresentou
resisténcia a quinolona e as fluoroquinolonas, ciprofloxacina e levofloxacina
(Sanchez-Cespedes et al., 2008).

22



3. OBJETIVOS

3.1GERAL:

Determinar em cepas de Aeromonas spp. isoladas da cadeia alimentar a
capacidade de producdo, através de testes feno e genotipicos, dos fatores de
viruléncia e de albergar e disseminar genes de resistencia aos antimicrobianos de

ultima geragéo.

3.2ESPECIFICOS:

o Efetivar a selecdo de cepas de origem humana e animal isoladas de quadros

patognémicos e de meio ambiente, no banco de dados
o Efetuar a caracterizacao fenotipica da viruléncia
o Determinar a presenca de genes de viruléncia
o Caracterizar fenotipicamente a resisténcia a drogas antimicrobianas

o Caracterizar os genes de resisténcia antimicrobiana a drogas de ultima geracao
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4. MATERIAL E METODOS
4.1SELECAO DE CEPAS

A partir do banco de dados do LRNEB, foram selecionadas cepas de
Aeromonas spp. oriundas de fontes humana, ambiental e animal isoladas no
periodo de 2008 a 2012 (quadro 2).

Quadro 2: Distribuicdo das cepas por ano

2008 2009 2010 2011 2012

HU AB ANJHU AB ANJHU AB ANJHU AB AN]JHU AB AN

A.hydrophila 1 0 1144 3 6}]J0 O 12J10 O 3014 1 20

A. caviae 4 0 7})8 0 151 0O 1519 O 4212 1 2

4.2CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

A caracterizacdo da espécie € efetuada adotando procedimento descrito por
Janda; Abbott, 2010, a partir da semeadura em Agar GSP, subsequente triagem em
Kligler Iron Agar e Agar Lisina Ferro e utilizacdo de diferentes substratos para

identificacdo da espécie (figura 1).

As cepas utilizadas no presente estudo estavam mantidas em Agar Nutriente
tamponado a temperatura ambiente. Este meio de cultura permite armazenamento e

viabilidade das mesmas por longos periodos.

A primeira etapa foi representada pela confirmacdo quanto a caracterizacdo
da espécie e avaliacdo referente as possiveis variacdes no metabolismo bacteriano.
Para tal foi adotado como procedimento a semeadura no meio liquido Agua
Peptonada Alcalina (APA) acrescido de 1% NaCl e incubacdo a 35-37°C/18-24h.
Apods esse periodo, foi realizado o isolamento em “Glutamate Starch Phenol Red
Agar” — Agar GSP (Merck), também com incubacao a 35-37°C/18-24 h.
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Cada cepa foi semeada paralelamente nos meios de triagem: Agar de Kligler
com Ferro — KIA (Oxoid) e Agar Lisina-Ferro — LIA (Oxoid) e Agar Nutriente 0,5%
NaCl (DIFCO), os quais foram incubados nas mesmas condi¢des (37°C/18-24 h).

O Agar KIA é composto por sulfato ferroso, glicose e lactose, entre outros
componentes e tem como indicador de pH, o vermelho de fenol. Seu uso é
recomendado na identificacdo de bacilos entéricos Gram-negativos podendo ser
observada na base do tubo, area de baixo potencial redox, a fermentacéo de glicose
e lactose, evidenciada pela viragem do indicador vermelho de fenol e producéao de
sulfeto de hidrogénio. Bactérias ndo fermentadoras néo irdo produzir 4cidos quando
da fermentagéo da glicose, sendo assim o meio permanecerd inalterado. Bactérias
gue fermentam glicose apresentam acidificacdo em profundidade, porém a reacéo
observada no bisel (superficie inclinada) é de alcalinidade. Havera acidificacéo
completa permanente de todo o meio por bactérias que fermentarem glicose e

lactose.

O Agar LIA é utlizado para diferenciar microrganismos com base na
capacidade de descarboxilar ou desaminar a lisina bem como com capacidade de
formar H,S. Os microrganismos capazes de descarboxilar a lisina inicialmente
acidificam o meio devido a fermentacéo da glicose, porém rapidamente revertem a
reacdo acida e desencadeiam uma reacado alcalina, decorrente da liberacdo de
amina. Deste modo, aqueles capazes de desaminar a lisina produzirdo um pico

alcalino sobre um fundo acido. E aqueles que produzirem H,S enegrecerdo o meio.

O Agar Nutriente é utilizado com a finalidade de realizar o teste da oxidase e
o teste de sensibilidade ao agente vibriostatico O/129 (2,4-diamino 6,7-diisopropyl

pteridina) nas concentracfes de 10ug/uL e 150 pg/uL.

O teste da oxidase € baseado na producdo de uma enzima oxidase
intracelular. O procedimento se realiza gotejando o reagente (=20uL) em tira de
papel filtro previamente esterilizado. Com alca bacteriol6gica de platina a cepa sera
espalhada sobre o papel impregnado com o reagente. O resultado positivo é

observado pelo aparecimento de coloracao roxa.

A distincdo entre Aeromonadaceae os membros da familia Vibrionaceae é
feita através do teste de sensibilidade ao agente vibriostatico O/129- Para realizagédo

do teste, é feita semeadura em Agar Mueller-Hinton e em sequéncia sédo colocados,
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um disco do agente vibriostatico O/129 com concentracdo de 10ug e um de 150ug
(incubagédo 37°C por 24 h). As cepas de Aeromonas apresentam resisténcia as duas
concentragdes, indicada pela auséncia do halo de inibicdo de crescimento em torno
dos discos.

Para diferenciacdo das feno-espécies sdo avaliadas diferentes caracteristicas
metabdlicas incluindo: fermentagcdo: de glicose, lactose, sacarose e arabinose,
producdo de gas a partir da glicose, descarboxilacdo de lisina e ornitina,
dehidrolacdo da arginina, hidrolise da esculina, crescimento em diferentes
concentracdes de NaCl e avaliagdo quanto a via de fermentacdo da glicose (Voges-
Proskauer).

A fermentacdo dos carboidratos é avaliada a partir da semeadura das cepas
em meio de cultura contendo carboidrato, agua peptonada e Indicador de Andrade.
No meio de glicose foi previamente inserido um tubo de Durhan para avaliagdo no

interior do mesmo, a producéo de gas CO, a partir da fermentacéo da glicose.

Os meios: Caldo Descarboxilase de Moeller com L-arginina, com L-lisina e
com L-ornitina foram utilizados para detectar a producdo de lisina descarboxilase
(LDC), ornitina descarboxilase (ODC) e arginina dehidrolase (ADC),
respectivamente. Como produto da utilizacdo, na descarboxilacdo de lisina é
produzida a cadaverina enquanto a putrescina € produzida devido a descarboxilacéo
de ornitina. A arginina € primeiro hidrolizada para ornitina que € entao
descarboxilada para formar putrescina. A formacdo destas aminas aumenta o pH do
meio, alterando a cor do indicador de amarela para parpura. Se 0 organismo nao

produz a enzima apropriada, 0 meio continua acido, de cor amarelo.

A hidrolise da esculina foi avaliada em Agar Tripticase de Soja acrescido de
esculina e citrato férrico amoniacal. A esculina € um acucar complexo, as bactérias
gue possuem um sistema enzimatico capaz de hidrolisa-lo e assim, ddo origem a
esculetina a qual ira reagir com os ions de ferro dando origem a um complexo de cor
escura, enegrecendo o meio. Caso a bactéria ndo tenha capacidade de hidrolisar a

esculina o meio permanece inalterado.

A andlise do crescimento bacteriano em diferentes concentracées de NaCl é
realizada a partir da transferéncia de um inéculo utilizando agulha bacteriolégica, de

uma suspenséo bacteriana da amostra para meio de halofilismo nas concentragdes
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de 0, 3. 6, 8 e 10% de NaCl com incubacgéo a 35-37°C por 24h. O resultado positivo

€ observado apenas pela turvacdo, indicativa de crescimento em uma dada

condicao de salinidade.

A prova de Voges-Proskauer - VP caracteriza a via de fermentacdo da

glicose. Este teste é caracterizado pela conversdo de acetoina, composto formado

por uma das vias da fermentagéo da glicose, em diacil. Tal reagdo ocorre mediante a

acdo do hidréxido de potassio — KOH e do oxigénio atmosférico. O caldo VP

semeado é incubado por 24 horas a 35-37°C. Apds o periodo de incubacdo sao

adicionados o catalisador a-naftol e em seguida KOH a 40%, o tubo é deixado em

repouso por 10 a 15 minutos. A prova positiva € indicada pelo desenvolvimento de

cor vermelha decorrente a acido do a-naftol no diacil.

Figura 2: Fluxograma do isolamento e caracterizagdo bioquimica de Aeromonas spp.
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4.3DETECCAO DOS FATORES DE VIRULENCIA.

43.1 Colagenase

A bactéria produtora da enzima colagenase é capaz de clivar o colageno dos
tecidos do hospedeiro (Thorpe & Miller, 1981). Para avaliar se a bactéria € produtora
de tal enzima é feita semeadura em meio de Agar Infusdo Cérebro Coracédo — BHI
acrescido de 1% de colageno tipo | (Sigma), também conhecido como Agar
Colagenase (Furniss et al.,, 1978). Quando utilizado pela bactéria, mediante a
producéo da enzima colagenase, propicia a formacao de um halo transparente.

Para avaliacdo foi feito um inéculo bacteriano a partir de um repique inicial
das cepas em estudo a partir do Agar Nutriente 0,5% NaCl para a Agua Peptonada
Alcalina 1% com incubagéo a 35-37°C/18-24 h. Deste crescimento foram retirados
10ul e depositados (semeadura em “spot”’) em meio de agar colagenase com
incubacéo a 35-37°C/4-7 dias. As cepas controle positivo e negativo empregadas no
presente teste foram: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Vibrio vulnificus
ATCC 27562.

4.3.2 Elastase

A bactéria que produz a enzima Elastase é capaz de clivar a Elastina,
proteina que juntamente com o0 colageno € responsavel pelas propriedades
mecanicas do tecido conjuntivo. Sua determinacao fenotipica é efetuada através da
utilizacdo do meio Agar BHI (Oxoid) acrescido de 1% de Elastina (Sigma) cuja
utilizacdo € observada através da formacao de um halo transparente (Furniss et al.,
1978).

O procedimento para sua determinacéo € idéntico aquele empregado para a
colagenase e condroitinase. A leitura é feita em até sete dias. Foram empregados
como controle positivo e negativo as cepas: Pseudomonas aeruginosa ATCC
278537 e Vibrio vulnificus ATCC 27562.

4.3.3 Condroitinase
A condroitina é um dos principais componentes da cartilagem. Algumas

bactérias produzem a enzima condroitinase, sendo capazes de clivar a condroitina
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causando danos ao tecido cartilaginoso. O meio de Agar Condroitina formulado a
partir do acréscimo de 0,04% de sulfato de condroitina (Oxoid) e 1% de albumina
bovina (Oxoid) em meio de Agar BHI (Furniss et al.,, 1978). A capacidade de
producéo observada tomando como procedimento inicial aquele adotado para a
colagenase. O tempo de incubacado é de 4 a 7 dias e as cepas empregadas como
controle positivo e negativo foram: Pseudomonas aeruginosa ATCC 278537 e Vibrio
vulnificus ATCC 27562.

4.3.4 Hemolisina

A hemolisina € uma enzima capaz de provocar lise dos eritrécitos. Sua
presenca é avaliada através da visualizagdo de um halo de hemdlise em meio de
Agar Tripticase de Soja acrescido de 5% de sangue de ovino, preparado a 45°C.
Para repique das cepas, estas foram semeadas em Agua Peptonada Alcalina 1% a
partir da qual sédo retirados 10ul e semeados por “spot” no Agar Sangue com
incubacdo a 35-37°C por 48 horas. A producdo da enzima evidenciada pela
formacdo de uma zona de hemolise total em torno da area de crescimento
bacteriano. As cepas controle empregadas foram A. hydrophila ATCC7966 -

controle positivo e A. caviae ATCC 15466 — controle negativo.

4.3.5 DNase

A enzima DNase tem a capacidade de promover a destruicdo de neutrofilos
na infeccdo. A semelhanca dos ensaios anteriores o procedimento adotado inclui um
repique das cepas em estudo do Agar Nutriente para Agua Peptonada Alcalina 1%
incubando a 35-37°C/18-24 h. A partir do crescimento foram retirados 10ul e
depositados em Agar DNase com (35-37°C/72 h) e a leitura é feita pela formacéo de
um halo transparente em torno da area de crescimento bacteriano. Como controles
positivo e negativo foram usados Staphylococcus aureus ATCC 25923 e

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, respectivamente.
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4. ADETERMINACAO DA SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS.

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) foi realizado pelo
método de difusdo em disco, de acordo com o padrao proposto no CLSI 2011/ CLSI
2012 (Quadro 3).

Para o controle na qualidade foram empregadas como padrdo Escherichia
coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Nas cepas com resisténcia a cefalosporinas
de 3%-4% geracdes foi utilizada associacdo com clavulanato e de acordo com CLSI, e
para controle de qualidade os padrdes K. pneumoniae ATCC 700603 e E. coli ATCC
25922.
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Quadro 3: Drogas empregadas no TSA

Agente ) =
Classe o ) Sigla Acéo
Antimicrobiano
Cefens Ceftazidime CAz Inibem a sintese da parede celular das bactérias. Essa
Cefotaxima CTX interferéncia leva a formagdo de uma parede celular
defeituosa, com instabilidade de permeabilidade
. ) provocando a morte da bactéria por lise. Também pode
Carbapenémicos Imipenem IPM ) ] L ] » i
interferir na ativagdo do sistema autolitico endégeno da
bactéria.
Aminoglicosideos Amikacina AMK  Penetram a parede celular e a membrana, ligando-se a
subunidade ribossébmica 30S, provocando erro na leitura
o de RNA mensageiro provocando morte da bactéria.
Gentamicina GEN ) .
Provoca um efeito bactericida, atuam normalmente sobre
0s bacilos Gram-negativos.
Bacteriostatico de amplo espectro que atua por inibicdo
o o da sintese das proteinas. A unido reversivel se produz
Tetraciclinas Tetraciclina TCY ) ] o ] ]
na subunidade ribossémica 30S dos microrganismos
sensiveis.
Quinolonas Acido nalidixico NAL Possuem acgéo bactericida ao interferir na sintese de
] ] ) DNA bacteriano, inibindo a DNA-girase enzima
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina CIP i . L
bacteriana responséavel pela replicagéo.
. ) A sulfonamida é antagonista competitivo do PABA,
Inibidores da via ] ] o . . .
. Sulfametoxazol- impedindo a utilizacdo do &cido fdlico pela bactéria. O
metabdlica do ] ] SXT ] ) o )
folat trimetoprim trimetoprim possui efeito sinérgico com a sulfonamida, os
olato
dois juntos impedem a sintese de tetraidrofolato através
da inibi¢cdo da diidrofolato redutase
Lipossoluvel difunde-se através da membrana celular
bacteriana e se une de forma reversivel a subunidade
Fenicois Cloranfenicol CHL 50S dos ribossomos bacterianos, onde evita a
transferéncia de amino&cidos as cadeias peptidicas em
formacéo.
) ) i Age inibindo a sintese de varias proteinas e em nivel
Nitrofuranos Nitrofurantoina NIT

ribossémico.
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4. 5CARACTERIZACAO DOS GENES DE VIRULENCIA.

Através da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seréa efetuada
a pesquisa dos genes da Hemolisina (aer A e hlyA), da citotoxina (act), da
enterotoxina citotonica termolabil (alt), das lipases (lip e gcat - glycerophospholipid:
cholesterol acyltransferase), da serino protease (ser) e do gene da DNase (exu) na
totalidade das cepas.

Para obtencdo do DNA purificado foi utilizado o Kit comercial: DNA Dnaeasy
Tissue — Qiagen. Os iniciadores utilizados encontram-se descritos no quadro 4. Os
amplicons gerados foram submetidos a corrida eletroforética utilizando Agarose, for
routine use (Sigma) a 2% segundo Sen & Rodgers (2004) e com tampao de corrida
TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X, com a separacdo por eletroforese a 90V/1:00h,
coloragéo com BrEt, visualizagdo em Image Quant e digitalizagdo das imagens.
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Quadro 4: Sequéncia dos iniciadores, condigdes de amplificacdo e tamanhos de produtos

para os genes de viruléncia de Aeromonas spp.

Gene Sequéncia Condicbes de PCR Amplicon
F 5-CCTATGGCCTGAGCGAGAAG-3’
aerAt 95°C 3' - 1X 431bp
R 5-CCAGTTCCAGTCCCACCACT-3’ 94°C 1'/56°C 1'/72°C 1'- 35x
70°C 5' - 1X
F 5-CA(C/T)CTGGT(T/G)CCGCTCAAG -3’
lipt 95°C 3’ — 1X 247bp
R 5-GT(A/G)CCGAACCAGTCGGAGAA -3 J4CTIRETCTT72°C 135
72°C 5 - 1X
F 5-CTCCTGGAATCCCAAGTATCAG -3’
95°C 3’ — 1X
gcatt 237bp
94°C 1'/56°C 1'/72°C 1’- 35x
R 5-GGCAGGTTGAACAGCAGTATCT -3’
72°C 5 - 1X
F 5-CACCGAAGTATTGGGTCAGG -3’
95°C 3’ — 1X
sert 350bp
94°C 1'/60°C 1'/72°C 1'- 35x
R 5-GGCTCATGCGTAACTCTGGT -3’
72°C 5 - 1X
F 5-(A/G)GACATGCACAACCTCTTCC -3’ 95°C 3’ - 1X
exul 94°C 1'/54°C 1'/72°C 1'- 25x 323bp
R5-GATTGGTATTGCC(C/T)TGCAA(C/G)-3 72°C 5 - 1X
hIvA2 F 5-GGCCGGTGGCCCGAAGATACGGG -3’  94°C 30"/62°C 30”/72°C 2'-35x 597bp
y
R 5-GGCGGCGCCGGACGAGACGGG -3’ 72°C 1" - 1X
F 5-AGAAGGTGACCACCAAGAACA -3’
95°C 3' - 1X
acts 232bp
95°C 25"/55°C 30"/72°C 1'- 25x
R 5-AACTGACATCGGCCTTGAACTC -3’
70°C 5’ — 1X
F 5-TGACCCAGTCCTGGCACGGC -3’ 9°C 3 - 1X
alte 95°C 257/55°C 30°/72°C 1- 25K 440p
70°C 5’ — 1X

R 5-GGTGATCGATCACCACCAGC -3

1- Chacén et al., 2003; 2- Heuzenroeder et al., 1999; 3- Sen; Rodgers, 2004
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4.6CARACTERIZACAO DOS GENES
ANTIMICROBIANOS

DE

RESISTENCIA  AO

S

As cepas que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos foram

submetidos a PCR para pesquisa dos genes gnr (resisténcia a quinolonas), bla-cwxwm

(resisténcia a B-lactamicos), integron aac(6’)-Ib (resisténcia a aminoglicosidios e

quinolonas) e aac(3’)lla (resisténcia a aminoglicosideos) descritos no quadro 5. As

condicdes de extracdo do DNA, corrida eletroforética e visualizacdo do produto sao

as mesmas descritas no item 4.5.

Quadro 5: Iniciadores para pesquisa de genes relacionados ao perfil fenotipico de

resisténcia antimicrobiana de Aeromonas spp.

Gene Sequéncia Condicbes de PCR  Amplicon
Al
anr 5-ATTTCTCACGCCAGGATTTG-3'
94°C 45"/53°C
45”[72°C 60” — 32x >16pb
5-GATCGGCAAAGGTTAGGTCA-3'
5-GATCGTGAAAGCCAGAAAGG-3'
94°C 45"/53°C 45"/72°C
60" — 32x 469pb
qnrB* 5-ACGATGCCTGGTAGTTGTCC-3'
5-ACGACATTCGTCAACTGCAA-3'
94°C 45"/53°C 45"/72°C
60" — 32x 417pb
gnrst 5-TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3'
5-ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC-3’ 94°C -6’
92°C 1'/55°C 1'/72°C 1’
2
bla-cum™ 5 TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG-3 o 593pb
5-TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA-3' 94°C 457/ 55°C 457
aac(G?—Ib— 72°C 45” — 34x
or 5-CTCGAATGCCTGGCGTGTTT-3' 482pb
96°C 30"/ 55°C 1)/ 70°C
. 5-CGCTAAACTCCGTTACC-3’ ¥-1x
aac(3’)lla 96°C 15"/ 55°C 30"/ 250pb
, , 70°C 3’ — 25x
5-TAGCACTGAGCAAAGCC-3 200G _ 5

1- Robicsek et al., 2006; 2- Pitout et al., 2007; 3- Park et al., 2006; 4- Diaz et al., 2004
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5. RESULTADOS

Foram avaliadas 120 cepas de A. caviae e A. hydrophila oriundas de
diferentes fontes da cadeia alimentar (humana, ambiental e animal) isoladas no
periodo de janeiro/2008 a agosto/2012, cuja distribuicdo encontra-se assinalada na
tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo das cepas de Aeromonas spp. de acordo com ano, espécie e origem.

A. caviae A. hydrophila
Ano Total
HU AN AB HU AN AB
EX IN EX IN
2008 o 4 2 0 0 1 1 0 8

2009 1 7 7 0 1 3 1 3 23
2010 o 1 2 0 0 O 7 0 10
2011 2 6 22 0 3 8 25 0 66

2012 0 2 O 1 1 3 5 1 13

Total 23 33 1 20 39 4 120

*: HU: humana; AB: ambiental; AN: animal; EX: extra intestinal; IN: intestinal

As cepas de origem humana pertencentes as fenoepécies A. caviae e A.
hydrophila, de acordo com a informacao dos remetentes, foram isoladas de fezes
(emissao espontanea ou swab retal) e secrecfes. Particularmente em A.hydrophila,
entre as cepas de origem humana, de fonte extra intestinal foram incluidas: além das
origens acima especificadas sdo acrescentadas as fontes: pele (1 — ano 2009),
sangue (1 — ano 2011), liquido sinovial (1- ano 2012) e pulméo (1 — ano 2011). Os
isolados de origem animal incluem aves, peixes, bovinos, baleias, golfinhos e
toninha. Entre as ambientais encontram-se isolados de aguas de rio das regides
nordeste (PE - 2012) e sul (PR - 2009).

Todas as cepas avaliadas confirmaram as caracteristicas do género incluindo
o tipo de crescimento em Agar GSP, colénias amilase positivas de cor amarela, com

halo amarelo e 2-3 cm de diametro; teste da oxidase positivo e teste da sensibilidade
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ao agente vibriostatico O/129 apresentando resisténcia nas concentracbes de 10 e
150ug. Os perfis bioquimicos apresentados se coadunaram com aqueles descritos
na literatura (Janda; Abbott, 2010).

A avaliacdo através de métodos fenotipicos mostrou no computo geral que
93,3% apresentou positividade a pelo menos um dos diferentes ensaios. Entretanto
na avaliacdo quanto a presenca de genes responsaveis pela viruléncia, a totalidade
das cepas apresentou pelo menos um gene. A distribuicdo dos fatores de viruléncia
encontrados em cada espécie pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo dos fatores de viruléncia detectados em testes fenotipicos e

genotipicos.

Testes fenotipicos* Testes genotipicos
Fenoespécie Total

Hem DNase Col Ela aerA hlyA lip gcat ser act alt exu

A. caviae 57 31 52 2 5 18 22 11 31 3 3 6 54

A. hydrophila 63 44 60 14 7 31 24 37 14 9 29 15 63

Total 120 75 112 16 13 49 46 48 42 12 32 21 117

*Hem: hemolisina; Col: colagenase; Ela: Elastase

Quando os resultados sdo avaliados individualmente, a atividade hemolitica
em &gar sangue foi observada em 62,5% cepas e a presenca dos genes de
hemolisina (hlyA) em 38,3% e aerolisina (aerA) entre 40,8% das cepas, observado
nas figuras 3 e 4. O gene act (Figura 5) indicativo de atividade citotoxica da
enterotoxina e associado a capacidade hemolitica foi positivo em 26,6%. Entre as
cepas positivas no teste fenotipico de hemolise de sangue de ovino, 10 foram

negativas para os genes envolvidos na atividade hemolitica (Tabela 3).
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Tabela 3: Distribuicdo dos perfis associados a capacidade hemolitica em Aeromonas spp.
de acordo com as diferentes fontes de isolamento.

Aeromonas caviae Aeromonas hydrophila
Perfis Humana Animal Ambiental Humana Animal Ambiental

act, aerA, hlyA, Hem 1 - - 2 11 -
act, aerA, Hem 1 - - 1 11 -
act, hlyA - - - - 1 -
act, Hem - - - - 2 -
act - 1 - - 1 -
aerA, hlyA, Hem - - - 6 - -
aerA, Hem 6 3 - - - -
aerA, 6 - - - -
hlyA, Hem 1 14 1 2 - 1
hlyA 1 4 - - - -
Hem 4 - - 4 1 1

Figura 3: Caracterizacdo do gene de viruléncia hlyA por PCR (597pb)

M- Marcador de peso molecular; C+ Controle positivo A. hydrophila ATCC 7966; Positiva Origem
humana: A. hydrophila- 1, 2, 9; A. caviae- 8; Origem ambiental: A. caviae- 11; Negativa: Origem
animal: A. hydrophila- 3, 4, 5, 6, 7; Origem humana: A. caviae- 10; C- Controle negativo — V.
parahaemolyticus ATCC 17802; B- branco.
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Figura 4: Caracterizacdo do gene de viruléncia aerA por PCR (431pb)

9 10 11 C B

M- Marcador de peso molecular; C+ Controle positivo A. hydrophila ATCC 7966; Positiva Origem
humana: A. hydrophila- 1, 2, 9; A. caviae- 8; Origem animal: A. hydrophila- 3, 4; Negativa: Origem
animal: A. hydrophila- 5, 6, 7; Origem humana: A. caviae- 10; Origem ambiental: A. caviae- 11; C-

Controle negativo — V. parahaemolyticus ATCC 17802; B- branco.

Figura 5: Caracterizacdo por PCR do Gene de Viruléncia act (232pb)

100 rree—
e —

J

M- Marcador de peso molecular; C+: Controle positivo A. hydrophila ATCC7966; Positiva Origem
animal: A.hydrophila-1,2; A. caviae- 3; Origem humana: A. caviae- 5; Negativa: Origem humana: A.
hydrophila- 4; Origem ambiental: A. caviae- 6. C- Controle negativo — A. caviae ATCC 15468; B-

branco.
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Figura 6: Caracterizacdo por PCR do gene de viruléncia alt (442pb)

M- Marcador de peso molecular; C+ Controle positivo A. hydrophila ATCC 7966; Positiva Origem
humana: A. hydrophila- 1; A. caviae- 8; Origem animal: A. hydrophila- 3; Negativa: Origem humana:
A.hydrophila- 2,9; Origem animal: A. hydrophila- 4,5, 6, 7; C- Controle negativo — A. caviae ATCC
15468; B- branco.

Para o gene alt (figura 6) enterotoxina citoténica termo-labil, a positividade foi
observada em 17,5% das cepas. Foi possivel observar a presenca dos genes
codificadores de enterotoxinas act e alt no total de 46 isolados. A comparacao entre
0 aparecimento desses genes isolados ou combinados pode ser observada no

grafico abaixo.
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Gréfico 1: Prevaléncia dos genes act e alt detectados em Aeromonas sp. através da PCR

nas diferentes fontes

A capacidade de despolimerizacdo do DNA determinada pela enzima
identificada como DNase foi constatada em 112 cepas (93,3%) através do teste
fenotipico. Na avaliacdo quanto a presenca do gene exu (figura 7) que codifica uma
nuclease, através da técnica da PCR a totalidade das cepas foi positiva.

A presenca do gene ser (figura 8) foi observada em 10% dos isolados. Os
genes lip (figura 9) e gcat (figura 10) também se mostraram positivos, tendo sido o

primeiro em 43 (35,8%) e o0 segundo em 45(37,5%) cepas.
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Figura 7: Caracterizacao por PCR do Gene de Viruléncia exu (323pb)

M C+1 2 3 4 S 6 7 8 9C-8B

Sl NI g g ap——

M- Marcador de peso molecular; C+ Controle positivo A. hydrophila ATCC 7966; Positiva Origem
humana: A. hydrophila- 1, 2, 9; A. caviae- 8; Origem animal: A. hydrophila- 3, 4, 5, 6, 7; C- Controle
negativo — V. parahaemolyticus ATCC 17802; B- branco.

Figura 8: Caracterizacao por PCR do Gene de Viruléncia ser (350pb)

M- Marcador de peso molecular; C+ Controle positivo A. caviae ATCC 15468; Positiva Origem
humana: A. hydrophila- 1, 2; A. caviae- 3; Origem animal: A. hydrophila- 4; Negativa: Origem
animal: A. hydrophila- 5; C- Controle negativo — V. parahaemolyticus ATCC 17802; B- branco.
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Figura 9: Caracterizacdo por PCR do Gene de Viruléncia lip (247pb)

M- Marcador de peso molecular; C+ Controle positivo A. hydrophila ATCC 7966; Positiva Origem
animal: A. hydrophila- 3, 4, 6, 7; Origem humana: A. caviae- 8, 10; A. hydrophila- 9; Origem
ambiental: A. caviae- 11; Negativa: Origem humana: A. hydrophila- 1, 2; Origem animal: A.

hydrophila- 5; C- Controle negativo — V. parahaemolyticus ATCC 17802; B- branco.

Figura 10: Caracterizacdo por PCR do Gene de Viruléncia gcat (237pb)

M- Marcador de peso molecular; C+ Controle positivo A. hydrophila ATCC 7966; Positiva Origem
humana: A. hydrophila- 1,2; A. caviae- 3; Origem animal: A. hydrophila- 4, 5; Origem ambiental: A.
caviae- 6; C- Controle negativo — V. parahaemolyticus ATCC 17802; B- branco
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Os testes fenotipicos para avaliagdo da atividade enzimética da colagenase
foi observada em 16 (13,3%) e da elastase, em 13 (10,8%) cepas. Quanto a
condroitinase nédo foi observado resultado positivo em nenhum dos isolados.

Considerando unicamente os resultados obtidos nos testes fenotipicos foi

possivel estabelecer 9 perfis fenotipicos de viruléncia (grafico 2).

H Col-DNase-Ela-Hem

1% B Col-DNase-Ela
0

B Col- DNase-Hem
3%
3% B DNase-Ela-Hem

H Col-Hem

B Col-DNase

B DNase-Ela

® DNase-Hem

" DNase

49%

Gréafico 2: Distribuicdo dos perfis fenotipicos de viruléncia em A. hydrophila e A.caviae

As amostras de origem humana podem ser separadas em dois grupos:
isolados intestinais e extra intestinais. O primeiro composto por 35 cepas de
fezes/swab retal e o segundo por oito de liquido sinovial, pele, pulméo, sangue e
secrecoes.

Entre as de origem intestinal foram detectados 21(60%) perfis de viruléncia e
seis (75%) entre as extraintestinais. Excetuando o gene exu e a DNase, positivos em
todos os isolados, os marcadores que apareceram com maior frequéncia entre as

cepas de origem humana foram: Hem, aerA e alt (grafico 3).
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Gréfico 3: Frequéncia dos marcadores de viruléncia em Aeromonas spp. isolados de

fonte humana de origem intestinal e extra intestinal

Entre os isolados de origem animal foram encontrados cinco oriundos de
aves, 1 de bovino, 3 de peixes, 14 de lobo-marinho (Arctocephalus spp.), 19 de
golfinhos entre as espécies: golfinho-comum (Delphinus sp.), golfinho-de-Fraser
(Lagenodelphis hosei), golfinho-listrado (Stenella coeruleoalba) e toninha
(Pontoporia blainvilleii), e 30 de baleias das espécies: cachalote-ando (Kogia sima),
jubarte (Megaptera novaeangliae) e franca do sul (Eubalaena australis).

O isolado de origem bovina € A. hydrophila cujo perfil de viruléncia é: act-exu-
lip-ser-DNase. Os trés isolados oriundos de peixe — 2 bagres (Genidens genidens) e
1 Tilapia (Oreochromis niloticus) foram coletados na regido sudeste no estado do
Rio de Janeiro e apresentaram o mesmo perfil de viruléncia: exu-Col-DNase.

Ja os isolados oriundos de ave, apresentaram 4 perfis de viruléncia distintos,
e resultados negativos para o gene hlyA e a enzima elastase.

Nos isolados de mamiferos marinhos foi possivel detectar 18 perfis de
viruléncia e ressaltando a elevada frequéncia dos marcadores: Hem, aerA e act
entre as oriundas de baleias e golfinhos e gcat em lobo-marinho e baleia. Os
isolados de lobo-marinho apresentaram, de maneira geral, menor frequéncia de

aparecimento de viruléncia (grafico 4).
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Gréfico 4: Marcadores de viruléncia prevalentes em Aeromonas spp. isolados de

mamiferos marinhos

Considerando os isolados de origem ambiental foram encontrados o0s
marcadores alt, exu, gcat, hlyA, lip, ser, Col, DNase e Hem em diferentes

combinacgdes originando 4 perfis de viruléncia (tabela 4).

Tabela 4: Perfis de viruléncia identificados em Aeromonas spp. de origem ambiental

_ Viruléncia
UF Ano de isolamento )
Fenotipico Genes

A. hydrophila PR 2009
A. hydrophila pg 2009 alt, exu Col, DNase, Hem
A. hydrophila  pR 2009 alt, exu, gcat, hlyA, lip, ser ~ DNase, hem

A.caviae  pg 2012 exu Col, DNase, Hem
A. hydrophila  pg 2012 exu, geat, hlyA, lip, ser DNase, Hem

PR: Parané; PE: Pernambuco.
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Analisando os resultados em funcdo da regido de origem dos isolados, foi
possivel observar que das 120 cepas estudadas, 5 pertenciam a regidao Nordeste (3
do Maranhdo e 2 de Pernambuco), 1 a Nordeste (Roraima), 3 a Centro-oeste
(Distrito Federal), 78 a Sudeste (5 do Espirito Santo, 10 de Minas Gerais e 63 do Rio
de Janeiro) e 33 a Sul ( 24 do Parana e 9 do Rio Grande do Sul).

O isolado da regido nordeste foi uma cepa de A. caviae de origem humana
oriunda de fezes, com sensibilidade a todos os antimicrobianos testados, cujo perfil
de viruléncia apresentado foi: aerA, exu, lip, ser, DNase, Hem.

Entre as cepas de origem ambiental, 2 foram isoladas na regido Nordeste e 3
na regidao Sul. Os isolados ambientais da regido nordeste apresentaram maior
numero de marcadores de viruléncia. Os perfis encontrados nessas cepas de origem
ambiental compreendem todos os fatores de viruléncia das cepas de origem humana
encontradas na mesma regiao (quadro 6). Entre os isolados da regido sul os perfis
de origem humana apresentaram maior quantidade de marcadores de viruléncia

(quadro 7).

Quadro 6: Comparacao entre os perfis de viruléncia em Aeromonas spp. de origem

humana e ambiental isoladas na regido Nordeste do Brasil

Origem Humana Origem Ambiental

alt, exu, col, DNase alt, exu, gcat, hlyA, lip, ser, DNase, Hem

alt, exu, DNase, Hem

alt, exu, gcat, DNase exu, gcat, hlyA, lip, ser, DNase, Hem
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Quadro 7: Perfis de viruléncia em Aeromonas spp. de origem humana e ambiental isoladas
na regido Sul do Brasil

Origem Humana Origem Ambiental

act, aerA, alt, exu, gcat, hlyA, lip, DNase, Hem
aerA, alt, exu, DNase

aerA, exu, DNase, Ela

alt, exu, col, DNase, Hem
aerA, exu, gcat, hlyA, lip, DNase, Hem
aerA, exu, hlyA, lip, DNase, Ela, Hem
exu, DNase

exu, DNase, Hem

exu, hlyA, DNase

exu, hlyA, lip, DNase, Ela, Hem

act, aerA, exu, lip, ser, DNase, Hem exu, col, DNase, Hem
aerA, exu, DNase, Hem
exu, col, DNase, Hem

exu, DNase, Ela, Hem

Analisando individualmente as cepas, foi possivel observar 51 perfis de
viruléncia. Entre as duas espécies de Aeromonas, diferentes combinacdes dos
fatores de viruléncia foram encontradas, sendo apenas trés comuns as duas
espécies. A distribuicdo dos mesmos permitiu observar a prevaléncia de: exu, gcat,
hlyA, DNase, Hem em 14 cepas; act, aerA, exu, lip, DNase, Hem em nove cepas e
act, aerA, exu, hlyA, lip, DNase, Hem em oito cepas, todas de origem animal.
Particularmente entre as de origem humana, diferentes perfis foram observados,

conforme resultados distribuidos nas tabelas 5 e 6.
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Tabela 5: Distribuicdo perfis de viruléncia observados em Aeromonas caviae a partir das

diferentes fontes de isolamento

Perfil

Fonte de isolamento

Humana

Animal

Fezes

Sangue

Secrecédo

Arctocephalus australis

Arctocephalus gazella

Delphinus sp.

Eubalaena australis
Lagenodelphis hosei

Megaptera novaeangliae

Pontoporia blainvillei

Meio Ambiente

act, aerA, alt, exu, gcat, hlyA, lip, DNase,
Hem

act, aerA, exu, lip, ser, DNase, Hem
act, exu, gcat, DNase

aerA, alt, exu, DNase

aerA, alt, exu, gcat, DNase, Ela, Hem
aerA, exu, Col, DNase, Ela

aerA, exu, Col, Hem

aerA, exu, DNase, Ela

aerA, exu, DNase, Hem

aerA, exu, gcat, lip, DNase, Ela, Hem
aerA, exu, lip, ser, DNase, Hem

exu

exu, DNase

exu, DNase, Hem

exu, gcat, DNase

exu, gcat, DNase, Ela

exu, gcat, hlyA, DNase

exu, gcat, hlyA, DNase, Hem

exu, gcat, hlyA, lip, ser

exu, gcat, lip

exu, gcat, lip, DNase

exu, hlyA, DNase

exu, hlyA, lip, DNase, Ela, Hem

*Hem = Hemdlise, Col = colagenase, Ela = Elastase
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Tabela 6: Perfis de viruléncia de Aeromonas hydrophila oriunda de diferentes fontes

Fonte de isolamento

Humana Animal
2 o g5 3|e
= o = D = = |c
perfi ! AR R
AN LSRR
& @ g s ¥ £ g 3|2
= S I S 5 &
< g o on

act, aerA, alt, exu, gcat, hlyA, lip, DNase, Hem 2 - - - - - - e
act, aerA, alt, exu, gcat, lip, ser, DNase, Hem - - - - - -1 - - - - - - - - -
act, aerA, alt, exu, hlyA, lip, DNase, Hem - - - - - - - - -1 - - - - - -
act, aerA, alt, exu, hlyA, lip, ser, DNase, Hem - - - - - - - - - - - - 1 - - -
act, aerA, exu, Col, DNase, Ela, Hem 1 - - - - - - T
act, aerA, exu, gcat, ser, DNase, Hem - - - T
act, aerA, exu, hlyA, lip, DNase, Hem - - - - - - - - - 2T -
act, aerA, exu, lip, DNase, Hem - - - - - - - - - - 5 - 4 - - -
act, exu, gcat, hlyA, lip, ser, DNase - - - - - -1 - - - - - - - - R
act, exu, lip, DNase, Hem - - - 2
act, exu, lip, ser, DNase - - - - - - 1 - - - - oL -
aerA, alt, exu, gcat, hlyA, Col, DNase, Hem -1 - e T -
aerA, exu, gcat, hlyA, DNase, Hem 1 - - - - - - - Lo -
aerA, exu, gcat, hiyA, lip, DNase, Hem 1 - - - - - - - Lo -
aerA, exu, hlyA, Col, DNase, Hem 1 - - - - - - - - - - - .. -
aerA, exu, hlyA, lip, DNase, Ela, Hem 3 - - e - .- -
alt, exu, Col, DNase 1 - - e
alt, exu, Col, DNase, Hem - - - T e S
alt, exu, DNase 1 - - - - .- - - R .. -
alt, exu, DNase, Hem 1 - - e
alt, exu, gcat, DNase 1 - - - - - - S
alt, exu, gcat, hlyA, lip,ser, DNase, Hem - - - T
alt, exu, hlyA, Col, DNase, Ela, Hem - -1 T - - .
alt, exu, hlyA, DNase, Hem - - - 1 - - - - - - - R R .. -
exu - - - B < T
exu, Col, DNase - - - - - - - - 3 - - - - - - -
exu, Col, DNase, Hem - - - - - 211 - - - - - - - -1
exu, DNase 1 - - - - - - - - - - 1 - - - -
exu, DNase, Ela, Hem - - - -1 - - - - - - - - - -
exu, gcat, lip, ser, DNase - - - - - -1 - - - - -2 - -
exu, lip, DNase - - - s T

*Hem = Hemolise, Col = Colagenase, Ela = Elastase
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Em relagdo ao teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, na totalidade de
cepas avaliadas 62,5% foram sensiveis. As demais apresentaram resisténcia a no
minimo uma droga. Multirresisténcia foi observada em cinco cepas (4,2%). A
totalidade das cepas apresentou sensibilidade a nitrofurantoina e a distribuicdo da
resisténcia para as demais drogas foi AMK: 11,7%, NAL: 12,5%, GEN: 3,4%, SXT:
7,5%, TCY: 7,5%, CHL: 1,7%, CAZ: 2,5%, CIP: 3,4%, IPM: 2,5% e CTX: 13,5%.
Foram observados 16 diferentes perfis de resisténcia entre as espécies conforme
descrito nas tabelas 7 e 8.

Entre as 45 cepas que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos, 29
pertencem a regido Sudeste, 15 a Sul, 2 a Centro-oeste e 2 a Nordeste. Apesar de
observar que a regido Sudeste apresenta o maior nimero de cepas resistentes, 0s
maiores percentuais foram observados no centro-oeste e sul, aproximadamente 66%
e 45% respectivamente. Considerando a resisténcia aos antimicrobianos nas regides
geograficas por espécie, foi possivel observar que A. caviae apresentaram 47,5% no
Sudeste e 53,3% na regido Sul, ndo tendo sido observada resisténcia no Norte e
Nordeste. Por outro lado, as cepas de A. hydrophila apresentaram percentuais de
resisténcia em todas as regides em que houveram isolados: 50% no Nordeste,
66,7% no Centro-oeste, 26,3 no Sudeste e 38,9% no Sul (grafico 5).

A. caviae A. hydrophila
100% 171 ml @ 100% 5
B0% BO%
50% 50%
40% 40%
20% 20%

0% — 0% —
& == nE ol >
& ﬁ“ﬁbﬂ% @ & "f}gﬁ ) @:-{F b«-’f}a QE???. A S
52 & @
(JEF

total de cepas  Mcepas resistentes

Gréfico 5: Distribuicdo da resisténcia antimicrobiana em Aeromonas spp. por regido

geografica
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Tabela 7: Distribuigdo dos perfis de resisténcia em Aeromonas hydrophila por fonte de

isolamento.
Aeromonas hydrophila
Humana Animal
Perfil de resisténcia — g
0 2 Q
T = o
%) — g g IS
© < % S <
c S 3 =
© [e) ®© e}
g £ ° © S
w S
ﬁ S 3 g 1% % §' o
= £ < o o | S € 3
3] k=3 > 35} Q > > [e) =
[ a () 0w | < | a =
AMK CIP CTX GEN NAL SXT TCY 1 - - - h - - - - -
AMK CTX GEN NAL - - - - - - - - 1
AMK CTX GEN NAL TCY 1 - - - - - - - - B
CAZ CIP CTX NAL SXT TCY - - 1 - h - - - - -
CAZ CTX IPM NAL TCY i} B B B B B - - 1 -
CIP NAL |- - - o A I I
CTX 3 B N B - - - - - -
CTX IPM 11 - - i I I A R
NAL 1 - - 1 1 4 - - - -
SXT - B B B - - - - T 1
TCY |- - - o A N A
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Tabela 8: Distribuigdo dos perfis de resisténcia em Aeromonas caviae por fonte de

isolamento.
Aeromonas caviae
Humana Animal
@ — & _
s| 2| 2| 5| Z
g g S| & g %
Perfil de resisténcia g o @ 7 ” g T
IS o, [%) © = > o
> (] =) © o o -
s gl & 5| 8| &| 3
S g =S| 5| g g
() Q o (O] o -
) 2 > g © S
o w _ o a
< s
AMK - - - - - 10 -
AMK CAZ CTX GEN - - 2 - - - -
AMK CTX GEN SXT - - 1 - - - -
CHL CTX NAL 1 - - - - - -
CHL TCY - - - - - R 1
CIP SXT 1 - - - - - R
CTX 1 - - - - - R
CTX NAL 1 1 - - - - R
CTX SXT 1 - - - - - R
NAL - - - - 1 - R
NAL SXT TCY 1 1 - - - - R
SXT 2 - - - - - R
TCY 1 - - 1 - - _




Avaliando, entre as cepas, 0s percentuais de resisténcia as diferentes classes

de antimicrobianos em cada regido geogréfica, diferentes padroes foram

observados, destacando-se aos Cefens nas regides Nordeste e Centro-oeste
(Grafico 6 e Grafico 7).
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Gréfico 6: Resisténcia a diferentes classes de drogas nas regifes geograficas
70 A
60 o
50 o
40
30 +
20 +
10 4
A A =
0
Cefens Carbapenemicos Aminoglicosideos Tetraciclinas Fluorogquinolonas Quinolonas Inibidores da via do Fenicois
folato
® Norte A.caviae W Norte A. hydrophila Nordeste A. caviae M Nordeste A. hydrophila M Centro-oeste A. caviae
 Centro-oeste A. hydrophila Sudeste A. caviae M Sudeste A. hydrophila ™ Sul A. caviae m Sul A. hydrophila

Grafico 7: Percentuais de resisténcia as classes de drogas antimicrobianas por espécie nas

diferentes regides geograficas
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Entre as cepas estudadas, 16 apresentaram resisténcia as quinolonas e
fluoroquinolonas, &acido nalidixico (NAL) e ciprofloxacina (CIP) e 14 aos
aminoglicosideos amicacina (AMK) e gentamicina (GEN).

A totalidade foi avaliada quanto a presenca de genes de resisténcia
antimicrobiana através da PCR. Nenhum dos isolados apresentou resultado positivo
guanto a pesquisa dos genes gnrA, gnrB e gnrS. e bla-cxwm

A presenca do gene aac(6’)-lb-cr (figura 10) relacionado a resisténcia as
quinolonas e aminoglicosideos foi analisada inicialmente nos isolados resistentes a
essas drogas e posteriormente nos demais, tendo sido reconhecido em 21,4% das

cepas resistentes.

Figura 11: Caracterizacdo de aac(6’)-Ib-cr em Aeromonas hydrophila (482pb)

M- Marcador de peso molecular; C+ Controle positivo E. coli aac(6’)-1b-cr; Positiva: Origem
ambiental- 2; Origem humana: 3, 4; Origem animal: 6; Negativa: Origem ambiental: 1; Origem

animal: 5; B- branco

Seguindo o0 mesmo critério de avaliacdo, foi realizada pesquisa do gene

aac(3’)lla, na qual foram observados apenas 3 isolados positivos.

Analisando os perfis de viruléncia e resisténcia individualmente, foi possivel
perceber que as cepas que apresentaram resisténcia a maior quantidade de drogas
antimicrobianas possuiram perfis de baixa viruléncia, com 2 a 3 marcadores. Por
outro lado, naquelas onde o perfil apresentou >7 marcadores, estas se mostraram
em sua maioria sensiveis aos antimicrobianos. Na tabela 9 podemos observar, de

uma forma reduzida, a comparacao entre os perfis de viruléncia e resisténcia.
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Tabela 9: Comparacéo entre os perfis de resisténcia antimicrobiana e viruléncia em

Aeromonas spp. de variadas fontes.

Perfil de resisténcia Perfil de viruléncia Espécie Fonte
AMK NAL GEN TCY CTX DNase, alt A. hydrophila HU
AMK NAL GEN SXT TCY CIP CTX DNase, Col A. hydrophila HU
AMK NAL GEN CTX DNase, alt, Col A. hydrophila AB
NAL TCY CAZ IPM CTX DNase, Col A. hydrophila AN
SXT TCY CAZ CIP hlyA, DNase, alt A. hydrophila HU
Sensivel aerA, hlyA, DNase, lip, ser, act, alt, Hem  A. hydrophila AN
Sensivel aerA, hlyA, DNase, lip, act, alt, Hem A. hydrophila AN
Sensivel aerA, hlyA, DNase, lip, seri, act, Hem A. hydrophila AN
IPM CTX aerA, hlyA, DNase, gcat, alt, Hem, Col A. hydrophila HU
NAL aerA, DNase, lip, gcat,seri, act, alt, Hem  A. hydrophila AN
Sensivel aerA, hlyA, DNase, lip, gcat, act, alt, Hem A. caviae HU
Sensivel hlyA, DNase, lip, gcat, seri, alt, Hem A. hydrophila AB

*Hem = hemolise, Col = colagenase, Ela = Elastase
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6. DISCUSSAO

Em 1986 Cowell et al. propuseram a criagdo da Familia Aeromonadaceae,
pois até entdo as espécies do género faziam parte da Familia Vibrionaceae, a qual
possui muitas semelhancas fenotipicas com o género Aeromonas, sendo frequente
a identificacdo de espécies como membros do género Vibrio (Abbott; Cheung;
Janda, 2003; Park et al., 2003).

Apesar das aeromonas terem sido identificadas hd mais de 100 anos, ainda
permanecem as dificuldades em diferenciar as espécies. Em estudos utilizando
testes bioquimicos os resultados revelaram-se subjetivos e pouco confidveis levando
ao declinio no interesse de pesquisadores e médicos quanto ao género Aeromonas
e suas especies (Abbott; Cheung; Janda, 2003).

Véarias reacdes bioquimicas de Aeromonas spp. moveis isoladas de
alimentos, apresentaram resultados diferentes de acordo com a temperatura de
incubacéo, mostrando resultados negativos a 37°C e positivos a 28° C (Palumbo et
al. 2001).

Frequentemente s&@o observadas infeccbes por Aeromonas em criancas
pequenas e individuos com sistema imunoldgico deficiente ou com alguma doenca
de base. Nesse grupo de risco estdo incluidos ainda individuos que sofrem de
diabetes (Tena et al., 2007), carcinoma, cirrose, disfuncdes hepaticas devido ao
consumo excessivo de alcool, hepatite viral (GARCIA-IRURE et al., 2003; Kamano et
al., 2003), leucemia (TSAI et al., 2006), neoplasias, doencas auto-imunes (Thomsen;
Kristiansen, 2001), além daqueles séo tratados com drogas imunossupressoras ou
estejam sob quimioterapia; (Tena et al., 2007, Janda; Abbott, 1998; EPA, 2006).

A associacdo de Aeromonas spp. com doencas diarreicas tem sido descrita
considerando a presenca destes microrganismos como patdgenos predominantes
em amostras fecais e culturas puras e melhora do quadro clinico do individuo
guando ndo detectados nas fezes (Kelly et al., 1993; Abbott; Janda, 1998; Albert et
al., 2000; Hofer et al., 2006; Wu et al., 2007).

Aeromonas spp. representam um risco significativo a saude devido a
capacidade de se multiplicar a 4°C, sob atmosfera controlada de estocagem e
condi¢cdes anaerobias (Kirov, 1993). Estudos destacam o risco que a presenca de

esse microrganismo oferece em peixes (Kirov, 1993; Freitas et al.,, 1998; Janda;
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Abbott, 1998; EPA, 2006).

Devido a necessidade pratica da determinacdo do potencial de viruléncia de
Aeromonas em isolados clinicos e ambientais, muitas pesquisas tém desenvolvido
métodos de PCR usando genes de viruléncia como biomarcadores para espécies
patogénicas (Kingombe et al., 1999; Albert et al., 2000; Chacon et al., 2003; Sen;
Rodgers, 2004; Yu et al., 2008).

A patogenicidade de Aeromonas spp. € multifatorial, incluindo mecanismos
complexos e fatores de viruléncia variados (Aguilera-Arreola et al. 2005; Janda;
Abbott, 2010). Ainda persistem duavidas sobre o seu papel na etiologia de
gastroenterites, considerando que tais bactérias jaA foram isoladas tanto de
individuos doentes, quanto saudaveis, além de n&o existir um modelo animal que
reproduza o processo diarreico. O papel dessas bactérias em infec¢cdes entéricas
tem sido definido a partir de relatos de casos e investigacbes de surtos com o
isolamento a partir de fezes de pacientes (Kirov, 2001) fato que, relaciona esses
microrganismos a doenca, porém nao infere relacdo de causa e efeito (Altwegg;
Geiss, 1989).

A capacidade de adaptacdo e multiplicacdo fora de hospedeiro humano
confere a Aeromonas spp. a caracteristica de microrganismo autéctone no ambiente
(Imziln et al.,1998). Devido a sua ampla distribuicdo e diversidade em ambiente
aquatico e a relacdo como causador de doenca em humanos e animais torna 0s
microrganismos deste género alvo de investigacdo de pesquisas em todo mundo
(Falcéo et al., 1998; Piannetti et al., 2004; Ghenghesh et al., 2013)

Patogenicidade é a capacidade de um agente microbiano de ocasionar danos
em um hospedeiro (Oliveira, 2011) e a viruléncia pode ser vista como a habilidade

de um microrganismo provocar doengca num ponto especifico.

Segundo alguns autores, a patogenicidade de Aeromonas spp. € multifatorial
e inclui mecanismos complexos e varios fatores de viruléncia (Aguilera-Arreola et al.
2005; Janda; Abbott, 2010). Organismos desse género podem apresentar diferentes
combinac¢des dos fatores de viruléncia, os quais sdo capazes de provocar alteracdes
bioquimicas e disturbios no hospedeiro (Pemberton et al.,, 1997; Janda; Abbott,
2010).

Em diversos estudos os fatores de viruléncia de Aeromonas spp. foram
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caracterizados através de métodos classicos de microbiologia como: deteccdo de
citotoxidade em células Vero e deteccao de atividade Hemolitica em Agar sangue
(Singh; Sanyal 1992; Falcdo et al., 1998; Awan et al., 2006; Obi et al., 2007,
Razzolini et al., 2008).

A enzima colagenase tem papel na patogenicidade de alguns
microrganismos, observado em algumas espécies reconhecidamente patogénicas
de Aeromonas (Han et al., 2008). Esta, bem como a enzima elastase aparece
relacionada com infeccoes de pele e tecido conjuntivo podendo comprometer

cartilagens, 0ssos, mucosas entre outros.

A enzima condroitinase tem sido utilizada como importante ferramenta no
estudo da estrutura, funcao e distribuicdo dos glicosaminoglicanos por muitos anos.
Essa enzima pode ser purificada atravées da producdo por algumas espécies
bacterianas incluindo Aeromonas spp. com especial énfase em Aeromonas sobria
YH311 (Cai et al., 2004).

Estudos identificaram diversos genes associados a viruléncia em bactérias do
género Aeromonas. Entre estes se encontram genes das lipases, da enterotoxina
citotbnica termolabil (alt) e da enterotoxina citotoxica (act). Esta é portadora de
propriedade hemolitica e contribui para o aparecimento de sintomas no hospedeiro
(Heuzenroeder et al., 1999; Balsalobre et al., 2009).

A enterotoxina codificada pelo gene act esta associada a diversas atividades:
citotoxica, hemolitica e enterotoxica (Xu et al., 1998; Chopra; Houston, 1999). A
atividade Hemolitica também pode estar associada a outros genes aerA e hlyA, e é
possivel para as cepas possuir mais de um deles (Sen; Rodgers, 2004). A presenca
de genes codificadores de enterotoxinas em cepas de origem ambiental e animal
aponta para a sua importancia como fonte de contaminacdo do homem por

Aeromonas spp. associada a infec¢ao intestinal.

Alguns autores, inclusive, ja citaram a capacidade de Hemodlise como uma
forma de diferenciar cepas de A. hydrophila e A. caviae (Cabhill, 1990). Tal afirmacéo,
entretanto, ndo se mostrou valida nesse estudo. A atividade Hemolitica em
Aeromonas estd associada ao grupo das aerolisinas/Hemolisinas que compreende

diversos genes entre eles aerA e hlyA e também a enterotoxina act (Oliveira, 2011,
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Tomas, 2012).

A presenca dos genes lip e gcat em alguns isolados demonstram relagéo com
a doenca diarreica, uma vez que a enzima Glycerophospholipid-colesterol
aciltransferases (GCAT) e as lipases tém sido associadas com dano intestinal e
interacdo com leucdécitos humanos, respectivamente (Guerra et al., 2007).

O gene gcat é apontado por alguns autores como um possivel marcador para
0 género Aeromonas uma vez que poderia ser encontrado em todas as espécies
(Chacon et al., 2002; Soler et al.,, 2002). Entretanto, assim como observado nos
resultados deste estudo, nos estudos de Chacon et al.(2003); Guerra et al.(2007) e
Nam e Joh (2007) o gene gcat ndo esta presente em todas as cepas analisadas.

Os resultados encontrados entre as cepas analisadas neste estudo indicam
gue A. caviae e A. hydrophila sdo, majoritariamente, produtoras de DNase, esse
fendmeno é condizente com o observado por Chacén et al.(2003), o qual descreve
gue este tipo de enzima ja havia sido descrita em outros patdgenos bacterianos que
afetam o homem, como Streptococcus spp. Na infeccdo a nuclease atua na
degradacdo do material genético do hospedeiro, entretanto esta ndo € sua Unica
vertente de atuacdo uma vez que essa enzima tem importante papel na nutricdo e
desenvolvimento bacteriano (Pemberton et al., 1997), e o aparecimento de DNase
na maioria das cepas assim como a presenca do gene exu em todos os isolados
corroboram a importancia desse fator na manutencdo de Aeromonas spp. ho

hospedeiro humano ou animal e também no ambiente.

A serina protease € uma exotoxina liberada por algumas estirpes de
Aeromonas e pode estar envolvida com o choque séptico. Acredita-se que tal
substancia ajude na invasdo do microrganismo quebrando as barreiras do
hospedeiro (Pemberton et al., 1997; Sederovich et al., 2012).

Os fatores de viruléncia de uma bactéria sédo frequentemente associados aos
danos que esta causa ao hospedeiro. Determinados estudos sugerem que algumas
espécies de Aeromonas sintetizam mais fatores de viruléncia e com mais frequéncia,
sugerindo origem clonal da viruléncia, desse modo, apenas alguns clones seriam
responsaveis pela progressdo da doenca (Aguilera-Arreola et al., 2007; Kozinska,
2007).
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Um estudo recentemente realizado no Parana mostrou que Aeromonas spp.
apresentam frequéncia similar a de outros enteropatdégenos, como E. coli
enterotoxigénica, Shigella e Campylobacter, e séo causa importante de diarreia no
Estado representando 2,6% do total de casos diarreicos no Parana (Surek et al.,
2010).

Considerando os dados deste estudo, entre as cepas de origem humana 81%
foram isoladas a partir de sitio intestinal e apresentaram genes relacionados
capacidade hemolitica, indicando esta caracteristica como potencialmente
relacionada a diarreia causada por Aeromonas spp. Estudos indicam que a presencga
dos produtos aerolisina e hemolisina, assim como as lipases, pode ser relacionada
como causadora do quadro de diarreia (Pemberton et al., 1997; Heuzenroeder et al.,
1999; Moura, 2010; Tomas, 2012).

As infec¢des por Aeromonas spp. sdo majoritariamente associadas a doencas
de trato gastrointestinal, infec¢cdes de feridas e bacteremia (Wu et al., 2007).
Analisando os isolados de origem humana estudados é possivel dividi-los em dois
grupos: isolados de origem intestinal e extraintestinal, foi possivel perceber a
diversidade da frequéncia dos marcadores de viruléncia. Esse fato pode ser
associado a presenca de diferentes clones de Aeromonas spp. relacionados as
diferentes formas de apresentacdo da doenca e ao sitio de infec¢cdo (Janda; Abbott,
2010; Senderovich et al., 2012).

No estabelecimento da infeccdo de feridas por Aeromonas spp. a producao
de proteases microbianas capazes de degradar proteinas biologicas do soro e dos
tecidos conjuntivos desempenha importante papel para ocorréncia do processo
(Janda; Abbott, 2010; Chao et al., 2013). A identificacdo de uma A. hydrophila cuja
origem é uma infeccdo de pele humana, com atividade enzimatica de colagenase e
Elastase denota a importancia desses fatores de viruléncia neste tipo de infeccéo e

aponta sua relevancia para entrada e manutencdo do microrganismo no hospedeiro.

Tena et al.(2007) relatam o diagnéstico de 38 casos de infeccao
extraintestinal por Aeromonas spp.entre 0s quais 18 eram infec¢cdo abdominal, 11 de
pele e tecidos moles, 3 de trato urinario e 3 eram casos de bacteremia. Mais de 75%
dessas infec¢des estavam associadas a quadros de imunossupressao prévia como

malignidades e diabetes. Esses tipos de infec¢cdo podem ser fatais ou causar graves
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sequelas debilitantes (Pund; Theegarten, 2008).

Foi possivel observar no presente estudo a diversidade de marcadores de
viruléncia apresentados pelas cepas, através dos perfis de viruléncia. No total
formaram-se 51 perfis diferentes variando em oito marcadores e outros com apenas
um. Ressalta-se que as cepas de origem humana apresentaram maior diversidade

de perfis.

Realizando uma comparacgdo entre os perfis de viruléncia encontrados em
cepas humanas e ambientais é possivel perceber que apesar de ndo apresentarem
perfis comuns, os perfis ambientais contem marcadores de viruléncia distribuidos
entre as cepas humanas. Na regido Norte-Nordeste os isolados ambientais
apresentaram perfis com maior quantidade de marcadores de viruléncia, entretanto
todos os marcadores com excecdo do gene hlyA, foram encontrados nos perfis de

viruléncia dos isolados humanos desta regiao.

Efeito similar p6de ser observado entre os isolados humanos e ambientais da
regido Sul. Todos os marcadores de viruléncia dos isolados ambientais foram
encontrados nos isolados humanos. Essa associacdo entre os fatores de viruléncia
encontrados em cepas ambientais e humanas e ao mesmo tempo a auséncia de
perfis comuns aponta a capacidade de adaptacdo de Aeromonas spp. associada ao

perfil multifatorial de viruléncia.

Entre os isolados de origem perfil de viruléncia mais comum foi exu, gcat,

hlyA, DNase, Hem encontrado em 14 cepas de A. caviae isolados de Megaptera

novaeangliae — Baleia Jubarte (13) e Eubalena australis — Baleia Franca do Sul (1).

Destacam-se também os perfis act, aerA, exu, lip, DNase, Hem e act, aerA, exu

hlyA, lip, DNase, Hem o primeiro com 9 e o segundo com 8 exemplares. No primeiro

perfil as cepas foram isoladas de M. novaeangliae (4) e E. australis (5), enquanto
gue no segundo os isolados eram Stenella coeruleoalba — Golfinho Listrado (7) e
Pontoporia blainvillei — Toninha(1), todos foram coletados no litoral da regido sul, no
periodo de final de inverno e primavera. Esses animais migratérios costumam se
reproduzir em aguas tropicais. O “encalhe” pode acontecer por um erro de

navegacédo, condicbes de stress, baixa imunidade, aparecimento de doencas. O
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estado de saude do animal “encalhado” pode indicar o estado da populacdo que

estd no mar.

A baleia-franca-do-sul (E. australis) passa os meses de verdo a sul, em zonas
onde abunda o krill, junto a Antartica. No Inverno migram para norte, para se
reproduzirem, podendo ser vistas junto as costas da
Argentina, Austrélia, Brasil, Chile, Mogambique, Nova Zelandia e Africa do  Sul
(Portal Baleia Franca, 2001).

A baleia-jubarte (M. novaeangliae) pode ser vista em todos os oceanos. E
uma espécie migratoria, que passa os verdes nas aguas frias de latitudes mais altas
e que se reproduz em climas tropicais ou subtropicais. Percorrem distancias de mais
de 25.000 km ao ano, sendo recordistas entre os mamiferos (American Cetacean
Society, 2013).

A toninha (P. blainvillei) € um pequeno cetaceo da familia Pontoporiidae que
pode ser encontrado nas aguas costeiras do Brasil e da Argentina. Por viverem
apenas na costa leste da América do Sul, entre o Espirito Santo, no Brasil, e o Golfo
San Matias, na Argentina. A captura acidental em redes de pesca é a principal
ameaca a conservacdo da toninha. Centenas morrem todos os anos ao longo do
litoral, pois se emaranham nas redes e acabam se afogando (Projeto Toninha,
2013).

O golfinho-listrado (S. coeruleoalba) € a espécie menos conhecida do género
no Atlantico Sul ocidental. A maioria dos registros de captura acidental ocorre em
aguas rasas do sul do Brasil e Argentina. Enquanto a maioria dos registros de

encalhe acontece na costa nordeste, sudeste e sul do Brasil (Moreno et al., 2005).

Ao observar os perfis mais frequentes de viruléncia € possivel notar em todos
eles a presenca de marcadores de caracteristica hemolitica, lipases e nucleases.
Esses marcadores denotam a patogenicidade e invasividade de Aeromonas spp.
nesses animais. Lallier e Higgins (1988) encontraram A. hydrophila seguida de A.
sobria e A. caviae como principais etiologias em peixes e mamiferos doentes. As
cepas de A. hydrophila isoladas eram em sua maioria produtoras de protease,
Elastase, hemdlise e enterotoxina em testes fenotipicos e as cepas de A. caviae
eram produtoras de protease apenas.

Considerando a frequéncia dos fatores de viruléncia nos grupos de mamiferos

62



marinhos, foi possivel observar maior similaridade entre os isolados de baleias e
golfinhos em relacéo aos isolados de lobo-marinho. A provavel explicacdo para esse
fato seria a maior proximidade “grau de parentesco” entre os animais dos dois
primeiros grupos e a semelhanga de hébitos entre eles.

Pereira et al.(2008) encontraram frequéncia de aproximadamente 20% no
isolamento de A. hydrophila e A. caviae em mamiferos marinhos da costa sul e
sudeste do Brasil. A presenca desses microrganismos em animais migratérios de
ambiente aquatico que possuem fatores de viruléncia também encontrados em
cepas de origem humana aponta caracteristicas zoonéticas em Aeromonas spp. €
implica esses animais como possiveis fontes de infeccdo para o homem.

Analisando os perfis de viruléncia e resisténcia de cada cepa individualmente,
foi possivel perceber que as cepas que apresentaram resisténcia a maior quantidade
de drogas antimicrobianas possuiram perfis de baixa viruléncia, com 2 a 3
marcadores. Enquanto que as cepas com perfil de viruléncia constituido de 7 a 8
marcadores, se mostraram em sua maioria sensiveis.

O género Aeromonas foi inicialmente descrito como suscetivel a: tetraciclina,
cloranfenicol, cefalosporinas, aminoglicosideos e quinolonas (Moura 2010).
Entretanto, essas bactérias podem apresentar resisténcia a acado de diversos
antimicrobianos seja por carrearem genes intrinsecos ou por adquirirem marcadores
de resisténcia advindos de outros microrganismos (Surek et al., 2010). Estudos
indicam que Aeromonas spp. sao capazes de adquirir resisténcia durante o
tratamento, como, por exemplo, pode acontecer com a tetraciclina utilizada no

tratamento de infeccdes bacterianas em peixes (Ko et al., 1998; Agerso et al., 2007).

Em geral os isolados clinicos de Aeromonas sdo suscetiveis a
aminoglicosideos, carbapenemas, cefalosporinas, macrolideos, nitrofuranos,
penicilinas de espectro estendido, quinolonas e tetraciclinas. Entretanto em nosso
estudo, de um total de 43 cepas de origem humana, 22 cepas apresentaram

resisténcia a no minimo um antimicrobiano.

Comparando os dados encontrados com o resultado descrito por Aravena-
Roman et al.(2011) utilizando 26 agentes antimicrobianos e espécies de Aeromonas
de origem clinica e ambiental, foi possivel observar que o percentual de cepas A.

caviae e A. hydrophila resistentes foi distinto. No artigo foram encontrados 2,1%
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entre A. caviae e 61,7% em A. hydrophila, enquanto que neste estudo o0s
percentuais foram 54% e 32,2% respectivamente. Essa discrepancia quanto aos
percentuais de resisténcia pode ser devido a diferenca de farmacos antimicrobianos
utilizados e principalmente devido a circulagéo de clones diferenciados nas regidoes
de origem dos isolados estudados.

O percentual de resisténcia ao imipenem encontrado foi 2,5% indicando
97,5% de sensibilidade, consoante ao obtido por Aravena-Roman et al.(2012) que
encontraram 100% de cepas sensiveis aos carbapens. De acordo com Janda;
Abbott (2010) a sensibilidade de Aeromonas spp. aos carbapenemas encontra-se
entre 90 e 100%.

Evangelista-Barreto et al.(2010) caracterizaram diferentes espécies de
Aeromonas isoladas de agua do rio Coco no Ceara, entre seus resultados podemos
perceber que apesar de 60% das cepas apresentarem resisténcia a pelo menos um

farmaco antimicrobiano, ndo foram isoladas cepas multirresistentes.

O aumento da resisténcia aos antibioticos em espécies de Aeromonas a partir
de diferentes origens tem sido relatado, mostrando o aparecimento ndo sé em cepas
de origem clinica como de outras fontes de isolamento tais como peixe, alimentos e

aguas naturais (Alcaide et al., 2009; Roseli, 2011).

As bactérias do género Aeromonas possuem sua capacidade de expressar -
lactamases induziveis na presenca de antimicrobianos p-lactamicos entre eles
penicilinas, cefalosporinas e carbapenemas (Janda; Abbott, 2010). Esses
antimicrobianos inibem a sintese da parede celular bacteriana causando

instabilidade de permeabilidade, levando a lise da célula bacteriana.

As B-lactamases induziveis cromossomais sdo reconhecidas como maior
mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos em Aeromonas spp. (Ko et al., 1998).
Essas enzimas sdo amplamente distribuidas entre microrganismos do género
Aeromonas, com destaque para as de classe C, pois conferem resisténcia a
cefalosporinas especialmente a cefoxitina (Moura, 2010). Considerando esse fato, o
percentual de resisténcia a cefoxitina encontrado neste estudo poderia ser justificado

pela provavel acdo da enzima.
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A enzima ctx-M € uma pB-lactamase de espectro estendido que confere
resisténcia a penicilinas, cefalosporinas de 12, 22 e 32 geracao e aztreonam (Moura,
2010). Essa ESBL mediada por plasmideo ja foi identificada na Europa, no Japéo e
na América do Sul. H4 relatos da identificacdo desse tipo de enzima em A.
hydrophila de origem ambiental (Luca et al., 2010). Assim como observado por
Balsalobre et al.(2010), nenhuma das cepas apresentou o gene que codifica a
enzima. Indicando que nas amostras estudadas a resisténcia a ceftazidime e

cefotaxime pode ser mediada mecanismos de origem cromossomal.

As quinolonas sdo antibidticos sintéticos usados como drogas de escolha
para o tratamento de infec¢cdes por Aeromonas em seres humanos (Jones; Wilcox,
1995; Alcaide et al., 2009). Estas drogas podem persistir por um longo tempo no
ambiente, o que poderia favorecer o surgimento de cepas resistentes em amostras
ambientais. Resisténcia as quinolonas em bactérias Gram-negativas €
principalmente devido a mutagdes cromossomicas que alteram as enzimas alvo para
estas drogas: DNA girase e topoisomerase IV (Moura, 2010). Estas sé&o
heterotetrameros formados por dois tipos de subunidades: gyrA, gyrB e parC, parE,

respectivamente.

A resisténcia as quinolonas é tradicionalmente mediada por mutacdes
cromossOmicas nos genes da topoisomerase bacteriana e genes que regulam a
expressdo de bombas de efluxo (Park et al.,, 2006). Mutacbes nas regides
determinantes de resisténcia a quinolona dos genes gyrA e parE estariam
relacionadas a resisténcia a quinolonas em espécies de Aeromonas moveis. A
resisténcia as quinolonas exibida pelas estirpes de Aeromonas pode ser mediada
através de outros mecanismos conhecidos em bactérias Gram-negativas como a
presenca do gene gnr ou ainda por aumento do efluxo do antitmicrobiano por

bombeamento ativo.

A resisténcia as quinolonas também tem sido reportada em Aeromonas.
Aproximadamente 12,5% das cepas estudadas foram resistentes ao acido nalidixico
e 3,3% a ciprofloxacina. Sinha et al.(2004) reportaram altos indices de resisténcia
intrinseca ao acido nalidixico e a ciproloxacina. A resisténcia a essas drogas pode

ser relacionada aos genes gyr de origem cromossomal e gnr de origem plasmidial.
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Os aminoglicosideos séo agentes antimicrobianos utilizados primariamente no
tratamento de infeccbes por bacilos Gram-negativos aerobios. Sao internalizados
pela bactéria e entdo interagem com seu metabolismo. A resisténcia a
aminoglicosideos ocorre devido a diversos mecanismos que podem coexistir

simultineamente na mesma célula. Um desses mecanismos é a presenca de

enzimas modificadoras de aminoglicosideos (Ramirez; Tolmasky, 2010).

As aminoglicosideo-N-acetiltransferases (AACs) promovem a acetilacdo do
grupamento NH, do antimicrobiano em diversas posi¢cdes. A subclasse AAC(3),
codificada pelo gene aac(3), tem sido descrita em bactérias Gram-negativas e
confere resisténcia a gentamicina, sisomicina e fortimicina. A subclasse AAC(6’) é
mais comum, distribuida entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. AAC(6)-
Ib pode ser considerada a subclasse de maior relevancia clinica pois confere
resisténcia a amicacina e outros aminoglicosideos e é encontrada em diversos
Gram-negativos  inclusive em  Acinetobacter  sp., Enterobacteriaceae,

Pseudomonadaceae e Vibrionaceae (Ramirez; Tolmasky, 2010).

Foi possivel observar entre as amostras testadas para o gene aac(6')-lb-cr
amostras positivas que eram resistentes a aminoglicosideos e a quinolonas. A
enzima aminoglicosideo acetiltransferase possui duas substituicbes especificas de
aminoacidos que permitem a acetilacédo de ciprofloxacina e norfloxacina (Picéo et al.,
2008).
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CONCLUSOES

A selecao de cepas de origem humana, animal e de meio ambiente permitiu a
observacéo diferentes combinagdes de fatores de virulencia, confirmando o

perfil multifatorial de viruléncia em Aeromonas spp.

Por meio da caracterizacdo fenotipica da viruléncia foi possivel ressaltar a

prevalénciado marcador DNase.

A determinacdo de genes de viruléncia em conjunto com os marcadores
fenotipicos de viruléncia permitiu uma visualizagdo ampla de perfis de

viruléncia

A diversidade nos perfis de viruléncia das cepas e a relacdo entre o0s
marcadores de viruléncia indicam que estes variam de acordo com as

necessidades para sua sobrevivéncia em determinado ambiente.

A caracterizacdo fenotipica da resisténcia a drogas antimicrobianas
evidenciou resisténcia a diversas drogas e inclusive a presenca de bactérias

com perfil de multirresisténcia.

Ao caracterizar os genes de resisténcia antimicrobiana a drogas de Ultima
geracdo ndo foram observados altos indices de positividade, representando
um indicio que os perfis de resisténcia fenotipicos observados estariam
relacionados a outros genes ou a condicbes de resisténcia intrinseca e

cromossomal.

Conhecendo a ampla distribuicio de Aeromonas spp. € seu potencial
patbgenico e até mesmo considerando a caracteristica de microrganismos
desse género atuarem como reservatorios de genes de resisténcia aos

antimicrobianos, seu monitoramento se torna cada vez mais relevante.
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