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Resumo

Os membros do género Aeromonas s&do reconhecidos como patogéneos emergentes
responsaveis por uma vasta panéplia de doencas infeciosas em humanos. Entre as infec6es associadas
a este género, a gastroenterite € a manifestacao clinica mais comum.

No presente estudo, pesquisou-se a ocorréncia de aeromonas numa fabrica de queijos, num
matadouro de suinos e num hipermercado. Foram estudadas 85 amostras, que incluiram amostras de
agua, de alimentos e de superficies. A analise dessas amostras permitiu a recuperacdo de 72 Aeromonas
spp., cujo potencial de patogenicidade foi avaliado através da pesquisa de fatores de viruléncia e perfis
de suscetibilidade a 16 agentes antimicrobianos.

A andlise do potencial patogénico revelou a elevada producao de proteinas extracelulares ativas:
DNases (86%), lipases (61%), proteases (93%), e hemolisinas (99%). Relativamente aos genes de
viruléncia, as percentagens mais elevadas foram observadas para act (55%), ahyB (54%), alt (53%) e lip
(53%), frequéncias inferiores a 40% foram observadas para flaA/B, hlyA, ascV, aext, e ast. Na
globalidade, os resultados revelam mdultiplas combina¢fes de potenciais fatores de viruléncia entre os
isolados em estudo. Quanto & resisténcia a antibidticos, 0s niveis mais elevados foram observados para
amoxicilina/acido clavulanico (36%), acido nalidixico (29%) e tetraciclina (17%). Niveis mais reduzidos de
resisténcia (<10%) foram detetados para a amicacina, aztreonam, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona,
cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina, norfloxacina e trimetoprim/ sulfametoxazol. Todos os isolados
apresentaram sensibilidade ao imipenem e levofloxacina.

Em conclusdo, o0s resultados obtidos revelaram a ampla disseminacdo de aeromonas
potencialmente patogénicas nos diferentes ambientes em estudo, tendo-se detetado fenétipos de
resisténcia a antibidticos clinicamente importantes e diferentes combina¢gdes de potenciais fatores de
viruléncia relacionados com a adesdo, invasdo e disseminacdo no hospedeiro. No entanto, as estirpes
com maior potencial de patogenicidade foram maioritariamente detetadas em ambientes cujos alimentos
serdo sujeitos a tratamento térmico antes do consumo, reduzindo o risco associado a presenga de

aeromonas.

Palavras-chave: Aeromonas spp., fatores de Vviruléncia, suscetibilidade a antimicrobianos,
multirresisténcia.

Vi



Abstract

Members of the genus Aeromonas are recognized as emerging pathogens responsible for a
variety of infectious diseases in humans, gastroenteritis being the most common clinical manifestation.

In the present study, the presence of Aeromonas spp. was evaluated in samples collected from a
cheese factory, a slaughterhouse and a supermarket. Eighty-five samples from drinking-water, food and
food-processing surfaces were studied. The analysis of those samples allowed the isolation of 72
aeromonads and corresponding pathogenicity potential investigated by screening for putative virulence
factors and assessment of the susceptibility profiles to 16 antimicrobial agents.

A high extracellular production of proteins active, DNases (86%), lipases (61%), proteases (93%)
and hemolysins (99%) was observed among the isolates under study. Regarding the presence of
virulence genes, the highest frequencies were observed for act (55%), ahyB (54%), alt (53%) and lip
(53%) while prevalencies lower than 40% were observed for flaA/B, hlyA, ascV, aext and ast. Overall, the
results revealed multiple combinations of putative virulence factors among the isolates under analysis.
Regarding the antimicrobial resistance profiles, higher levels of resistance were detected for
amoxicillin/clavulanic acid (36%), nalidixic acid (29%) and tetracycline (17%). Lower resistances (<10%)
was observed for amikacin, aztreonam, cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone, chloramphenicol,
ciprofloxacin, gentamicin, norfloxacin and trimethoprim/sulfamethoxazole. All isolates were susceptible to
imipenem and levofloxacin.

In conclusion, our results demonstrated a high dissemination of putatively pathogenic aeromonads
in the different environments investigated, detected phenotypes of resistance to medically important
antibiotics and distinct combinations of genetic determinants for enterotoxins, hemolysins and factors
associated with adherence, tissue invasion and spread in the host were identified. However, strains with
greater pathogenic potential were identified in environments whose food will undergo heat treatment

before consumption, reducing the risk associated with the presence of aeromonads.

keywords: Aeromonas spp., , virulence traits, antimicrobial susceptibility, multidrug resistance.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais do género Aeromonas

Ubiquitarios de ambientes aquaticos, os membros do género Aeromonas estdo amplamente
disseminados na natureza. Este género constitui um grupo fenotipico e genotipicamente heterogéneo
(Martin-Carnahan and Joseph, 2005), sdo fisiologicamente verséateis, exibem plasticidade metabdlica e
consideravel potencial de viruléncia, o que permite a disseminagdo e manutencdo destes microrganismos
em diferentes nichos ecologicos (Seshadri, 2006).

De uma forma geral, este género inclui bactérias Gram-negativas, ndo formadoras de esporos, que
normalmente expressam as enzimas citocromo-c-oxidase e catalase. S&o quimiorganotréficas, exibindo
metabolismo oxidativo e fermentativo da D-glicose. S8o anaerdbias facultativas, e capazes de realizar a
reducdo dissimilatéria de metais. As condicSes 6timas de crescimento compreendem o intervalo de
temperatura entre 22 e 37°C, no entanto, a temperatura de crescimento pode variar de 0 a 45°C. Os valores
6timos de pH variam entre 5,5 e 9,0. Sdo halotolerantes em concentracdes até 4% de cloreto de sddio
(Martin-Carnahan and Joseph, 2005).

Relativamente a morfologia celular, sdo bacilos retos mas podem ocorrer formas cocobacilares, com
extremidades arredondadas, e as dimensdes variam entre 0,3-1,0 ym x 1,0-3,5 ym. Ocorrem isoladamente,
em pares, ou raramente em cadeias curtas. Com excecéo da espécie A. salmonicida e algumas estirpes de
A. media e A. caviae, as espécies deste género sdo méveis exibindo um Unico flagelo polar (monétricos).
Algumas espécies exibem flagelos laterais expressos diferencialmente em meio soélido. Este grupo
bacteriano, enzimaticamente muito ativos, tem sido relatado como produtor de amilases, DNases, quitinases,
elastases, esterases, peptidases, arilamidases e outras enzimas hidroliticas (Martin-Carnahan and Joseph,
2005).

1.1.1 Identificagéo e classificagdo

Ap6és diversas tentativas de classificacdo deste género cujos primeiros isolados remontam ao final do
século XIX (Farmer lll et al., 2006), s6 em 1936, o género “Aeromonas” (do grego “aer” - ar ou gas e “monas’
— unidade) foi proposto por Kluyven e Van Niel, tendo por base trés espécies mesdfilas moveis, A.
hydrophila; A. punctata; e A. liquefaciens e uma espécie psicréfila ndo mavel, A. salmonicida (Schubert,
1967). Inicialmente o género Aeromonas foi incluido na familia Pseudomonadaceae mas na oitava edi¢cdo do
Bergey’s Manual - Determinative Bacteriology (1974) é publicada a alteracdo do género Aeromonas para a
familia Vibrionaceae.

O estudo filogenético baseado na analise das sequéncias do rRNA 16S realizado em 1992 por
Martinez-Murcia e colaboradores indicou que o género Aeromonas nao esta intimamente relacionado com os
vibrios e agrupa-o numa unidade monofilética na subclasse y-Proteobactérias. Estas conclusdes permitiram
a integracdo de uma nova familia, Aeromonadaceae, e a insercdo do género Aeromonas. Assim, atualmente,
0 género Aeromonas pertence a familia Aeromonadaceae, ordem Aeromonadales, classe Proteobacteria e
subclasse y-Proteobacteria (Martin-Carnahan and Joseph, 2005).

Ao longo das ultimas décadas a identificagdo molecular deste género foi regida pelo uso das

sequéncias do rRNA 16S, abordagem que passou a ser amplamente aplicada, e varias espécies foram



descritas a partir de apenas um isolado, com base unicamente na informacéo filogenética inferida a partir
deste marcador (Naharro et al., 2011).

Atualmente sdo reconhecidas vinte e oito espécies validas (incluindo 12 subespécies) no género
Aeromonas. De acordo com Euzéby J.P. [http://www.bacterio.cict.fr/a/aeromonas.html. Acesso em Novembro
de 2012], o género inclui as seguintes espécies: Aeromonas allosaccharophila (Martinez-Murcia et al., 1992);
Aeromonas aquariorum (Martinez Murcia et al., 2008); Aeromonas bestiarum (Ali et al., 1996); Aeromonas
bivalvium (Mifiana Galbis et al., 2007); Aeromonas caviae (Popoff, 1984); Aeromonas culicicola (Pidiyar et
al., 2002); Aeromonas diversa (Mifana-Galbis et al., 2010); Aeromonas encheleia (Esteve et al., 1995);
Aeromonas enteropelogenes (Schubert et al., 1991); Aeromonas eucrenophila (Schubert and Hegazi, 1988);
Aeromonas fluvialis (Alperi et al., 2010); Aeromonas hydrophila (Chester, 1901); Aeromonas ichthiosmia
(Schubert et al., 1991); Aeromonas jandaei (Carnahan et al.,1992); Aeromonas media (Allen et al.,1983);
Aeromonas molluscorum (Mifiana-Galbis et al., 2004); Aeromonas piscicola (Beaz Hidalgo et al., 2010);
Aeromonas popoffii (Huys et al., 1997); Aeromonas rivuli (Figueras et al., 2011); Aeromonas salmonicida
(Lehmann and Neumann 1896); Aeromonas sanarellii (Alperi et al., 2010); Aeromonas schubertii (Hickman-
Brenner et al., 1989); Aeromonas sharmana (Saha and Chakrabarti, 2006); Aeromonas simiae (Harf-Monteil
et al., 2004); Aeromonas sobria (Popoff and Véron, 1981); Aeromonas taiwanensis (Alperi et al., 2010);
Aeromonas tecta (Demarta et al., 2010) e Aeromonas veronii (Hickman-Brenner et al., 1988).

Recentemente foram propostas duas espécies novas, Aeromonas australiensis isolada de agua de
irrigacdo na Australia (Aravena-Roman et al., 2012) e Aeromonas cavernicola isolada de um riacho numa
caverna na Republica Checa (Martinez-Murcia et al., 2012).

Em muitos casos, a validade das espécies de Aeromonas ndo € universalmente aceite (Martino et
al., 2011). Esta observacao deve-se ao facto de que as andlises baseadas nas sequéncias do rRNA 16S, ,
muitas vezes ndo serem claras ao nivel de espécie (Martin-Carnahan and Joseph, 2005). Como
consequéncia, nos Ultimos anos, a reclassificacdo de espécies ja descritas promoveu consideraveis revisdes
taxonémicas e nomenclaturais neste género.

De facto, nas espécies do género Aeromonas foram encontradas diversas inconsisténcias entre
relagBes filogenéticas obtidas a partir sequénciacdo do rRNA 16S e andlises de hibridacdo DNA-DNA
(Demarta et al., 2000; Martinez-Murcia et al., 2005; Martin-Carnahan and Joseph, 2005).

As razbes para estas discrepancias giram em torno da evolugdo de “moléculas quiméricas” nas
sequéncias dos operfes ribossomais, que pde em evidéncia acontecimentos de transferéncia horizontal.
Estes eventos sdo possiveis pois 0s genes ribossomais estdo organizados em operbes e algumas das
espécies do género Aeromonas possuem até 10 operdes ribossomais cujas copias podem diferir em até
1,5%. (Seshadri, 2006). Esta heterogeneidade Intragendmica foi detetada na maioria das espécies de
Aeromonas (Morandi et al., 2005). Adicionalmente, o elevado grau de conservagdo das sequéncias de rRNA
16S entre algumas espécies ndo permite a separacdo das mesmas (Naharro et al., 2011), sugerindo que
este marcador nem sempre reflete as relagdes filogenéticas neste género e deve ser usado com precaucao
na identificacdo de espécies (Janda and Abbott, 2007; Morandi et al., 2005; Seshadri, 2006). Estas
incongruéncias podem ser explicadas em termos de transferéncia horizontal de genes e recombinacéo.
Portanto, no género Aeromonas a sequéncia rRNA 16S gene s6 € (til para definir os isolados ao nivel de
género, sendo necessario outros genes housekeeping para a identificacdo correta das espécies de
Aeromonas (Naharro et al., 2011).

Pelas razdes anteriormente referidas, ao longo dos ultimos anos, um elevado nimero de marcadores

moleculares tém sido utilizados para avaliar as relagdes filogenéticas entre as espécies de Aeromonas. Além
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do rRNA 16S, tém vindo a ser analisadas as sequéncias dos genes gyrB (subunidade beta da DNA girase),
rpoD (fator sigma 70), rpoB (subunidade $ da DNA polimerase dependente de RNA), e dnaJ (proteina de
choque térmico), cuja dimensdo do fragmento de amplificacdo varia entre 934 e 1,100 pb (Kupfer et al.,
2006; Nhung et al., 2007; Saavedra et al., 2006; Soler et al., 2004; Yanez et al., 2003 in Janda and Abbott,
2010). Os percentuais de semelhancas entre as sequéncias nucleotidicas nos genes housekeeping rpoD e
dnaJ variam entre 89% e 92% ao contrario dos 98,7% observados nas sequéncias do rRNA 16S (Nhung et
al., 2007 in Janda and Abbott, 2010). Consequentemente, o poder discriminatério resultante da andlise dos
genes rpoD e dnaJ em relacéo a filogenia do género Aeromonas é consideravelmente superior, sendo assim
considerados como excelentes cronémetros moleculares para inferéncias filogenéticas neste género.

No entanto, foram também observados resultados incongruentes que apoiam a hipGtese da
ocorréncia de transferéncia horizontal entre genes housekeeping e posteriores eventos de recombinacao
(Martin-Carnahan and Joseph, 2005), o que sugere que uma abordagem de identificacdo baseada num
Unico gene pode ndo ser apropriada para a caracterizacdo fidedigna deste género bacteriano (Martino et al.,
2011).

Assim sendo, uma abordagem multigénica baseada na analise das sequéncias de mdltiplos loci
génicos (MLST - Multi-Locus Sequence typing), tem sido indicada como método promissor para o estudo das
relacdes filogenéticas, e para a reavaliagdo do conceito de espécie em bacteriologia (Stackebrandt et al.,
2002). Esta analise utilizando véarios genes housekeeping reduz os efeitos de enviesamento causados pelas
possiveis recombinagfes ocorridas em locus individuais, desta forma proporciona uma filogenia mais
robusta. Alguns estudos recentes dao suporte a aplicagdo da técnica para a caracterizagao, identificacéo e
tipificacao de Aeromonas spp. (Frédéric et al., 2012; Martino et al., 2011; Martinez-Murcia et al., 2011).

Apesar das limitacdes envolvendo a analise das sequéncias do rRNA 16S no que diz respeito a
identificacdo de espécies de Aeromonas, a grande maioria das técnicas moleculares para identificacdo ao
nivel de espécie, tem sido focada nas sequéncias neste gene. Os métodos utilizados para identificar isolados
de Aeromonas variam consideravelmente de um estudo para outro, técnicas como Ribotipagem (Demarta et
al., 2000), RFLP - restriction length fragment polymorphisms (Soler et al., 2002; Figueras et al., 2000),
ARDRA - Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis, AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism
(Pablos et al., 2011); Estes métodos tém sido Uteis e adequadas em laboratérios de investigacdo bem
equipados, onde varios métodos (dentro de uma abordagem polifasica) sdo utilizados para a classificagdo
exata, 0 que excede a capacidade da maioria dos laboratérios clinicos onde s&o realizadas andlises de
rotinas (Chacon et al., 2002; Janda and Abbott, 2010).

Ao longo dos (ltimos anos, uma elevada variedade de métodos moleculares de tipificagdo foram
utiizados para a determinacdo da estrutura clonal entre as espécies de Aeromonas para fins
epidemiolégicos, ecolégicos ou taxondmicos. Entre as varias técnicas, as comumente utilizadas incluem:
PFGE - pulsed-field gel electrophoresis (método gold-standard); RAPD-PCR - Random Amplification of
Polymorphic DNA; REP-PCR - Repetitive Extragenic Palindromic e ERIC-PCR Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus. Muitas vezes os métodos sao usados em combinagdo, a fim de se alcancar uma
melhor discriminagéo (Khajanchi et al., 2010; Pablos et al., 2011; Sinha et al., 2004: Szczuka and Kaznowski,
2004; Tacéo et al., 2005). Grande parte dos autores apoiam que a utilizacdo destas técnicas possuem em
elevado poder discriminatério de diferenciagdo, no entanto a grande maioria dos estudos ndo demonstram

relagdo genética estreita intra-espécies entre isolados de diferentes fontes.



1.1.2 Ecologia

As bactérias do género Aeromonas fazem parte do microbiota autdctone de ecossistemas aquaticos
(Figueira et al., 2011; Martin-Carnahan and Joseph, 2005; Palu et al., 2006; Wu et al., 2007), desta forma, o0s
membros deste género estdo distribuidos universalmente. Podem ser isolados a partir de uma vasta
panoplia de fontes ambientais, incluindo aguas estuarinas, termais, residuais, de nascentes minerais
naturais, agua potavel, solos, sedimentos e vegetais (Biscardi et al., 2002; Daskalov, 2006; Huddleston et al.,
2006; Parker and Shaw, 2011; Scoaris et al., 2008; Soler et al., 2002). Apesar de ndo serem considerados
de origem fecal, existe evidéncias que apontam para a sua capacidade de tolerar ambientes poluidos
(Martin-Carnahan and Joseph, 2005). Embora ndo estando estudado em detalhe, isolados de Aeromonas
séo frequentemente recuperados a partir do trato gastrointestinal e tecidos infetados de animais, incluindo
peixes, répteis, anfibios, aves, suinos, ovelhas, bovinos e animais domésticos (EPA-EUA 2006), estes dados
sugerem que 0s animais atuam como reservatorio ambiental de Aeromonas.

Existe uma tendéncia sazonal na incidéncia de Aeromonas, com maior frequéncia de isolamento de
fontes ambientais durante os meses de verdo (Sinha et al., 2004). A mesma sazonalidade é observada em
relacéo a frequéncia de isolados clinicos recuperados a partir do trato gastrointestinal de humanos (Edberg
et al., 2007; Parker and Shaw, 2011; Tsai et al., 2006). Este aumento em nUmeros deve-se a uma maior
proliferagdo de Aeromonas mesdfilas a temperaturas mais elevadas, levando ao aumento da concentracdo
destas bactérias em ecossistemas aquaticos (Edberg et al., 2007), isto traduz-se em maior exposi¢céo e,
portanto, um potencial perigo acrescido de desenvolvimento de colonizacdo e/ou infegdo por estes
microrganismos (Janda and Abbott, 2010).

Embora a maioria das estratégias de tratamento de agua proporcione uma reducdo significativa do
namero de Aeromonas, varios estudos mostram evidéncias de que estas bactérias exibem mecanismos
adaptativos que permitem a sua sobrevivéncia e proliferacéo nos sistemas de distribuicdo de agua (Figueira
et al., 2011). Uma estratégia preocupante e que tem sido tema de inUmeros estudos é a capacidade destas
bactérias formarem biofilmes (Bomo et al., 2004; Chauret et al., 2001; Scoaris et al., 2008). A natureza da
estrutura do biofilme e os atributos fisiol6gicos conferem as bactérias uma resisténcia inerente aos agentes
antimicrobianos incluindo antibioticos, radiacdo UV e desinfetantes (Donlan and Costerton, 2002; Mohamed
and Robert, 1999), favorecendo a sua manutenc¢do e disseminag&o nos varios nichos ecoldgicos.

Devido a ampla disseminacdo em diversos ecossistemas aquaticos, o0s membros deste género
microbiano encontram multiplas oportunidades para a transmissédo aos seres humanos. A grande maioria
dos dados disponiveis ddo suporte a hipétese de que infecdes por este género bacteriano sdo devidas
principalmente a ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados (Janda and Abbott, 2010; Scoaris et al.,
2008; Sen and Rodgers, 2004). Vérios estudos relatam elevadas frequéncias de isolamento de Aeromonas
numa variedade de alimentos de origem animal e vegetal que sdo utilizados na alimentacdo humana
(Daskalov, 2006; Kingombe et al., 2010; Neyts et al., 2000; Palu et al., 2006).

Infecdes extraintestinais com origens ambientais podem surgir a partir do contacto com a agua apos
trauma, infec8es invasivas como septicemia podem estar relacionadas a atividades em ambientes aquéticos
(Igbinosa et al., 2012; Janda and Abbott, 2010). A omnipresen¢ca ambiental associada ao potencial
patogénico dessas bactérias foi ilustrada também em recentes desastres naturais como o tsunami que
atingiu a Tailandia em Dezembro de 2004. Neste estudo, 305 sobreviventes desenvolveram infecdo de pele
e dos tecidos subjacentes, e o género Aeromonas foi classificado como o patogéneo maioritario,
representando mais de 20% dos 641 isolados identificados (Dixon et al., 2008 in Janda and Abbott, 2010).



Provavelmente uma das vias de transmissdo subestimada, que leva a infe¢cdes de feridas associada
a Aeromonas, é através de picadas de varias espécies animais, principalmente répteis (Angel et al., 2002). O
microbiota da orofaringe de répteis, cobras em particular, muitas vezes abriga espécies de Aeromonas
(Janda and Abbott, 2010). Relatos de casos recentes tém documentado infecfes associadas a este género
resultantes de picadas de vertebrados menos comumente encontrados, tais como ursos (Kunimoto et al.,
2004 in Janda and Abbott, 2010).

No entanto, a real prevaléncia das diferentes espécies do género Aeromonas em amostras clinicas é
desconhecida. Uma das razfes assinaladas para esta auséncia de dados reside no fato de alguns sistemas
biogquimicos comerciais, ainda largamente utilizados em diagnéstico microbiolégico de rotina, nao
diferenciarem de forma eficiente as espécies deste género (Lamy et al., 2010; Pablos et al., 2011; Soler et
al., 2003). A identificacdo de Aeromonas spp. baseada em caracteristicas bioquimicas é confusa, produz
resultados ambiguos e muitas vezes incorretos, uma vez que nem sempre o0s resultados sdo congruentes
com a identificacdo molecular (Beaz-Hidalgo et al., 2010; Martin-Carnahan and Joseph, 2005). A maior
dificuldade na identificacdo de Aeromonas ao nivel de espécie deve-se a falta de um conjunto de
marcadores fenotipicos que permitam a distincdo de cada um dos grupos (Naharro et al., 2011). Apesar dos
problemas atras referidos as caracteristicas bioquimicas podem ser extremamente Gteis numa triagem inicial
e identificacdo ao nivel de género, no entanto, € comum alguns isolados do género Aeromonas serem
erradamente identificados como membros de outro género, principalmente Vibrio spp. (Chacon et al., 2002;
Chopra and Houston, 1999; Emekdas et al., 2006).

1.2 Potencial de Patogenicidade
1.2.1 Etiologia

O papel dos membros do género Aeromonas como agentes etioldégicos causadores de doencas
sistémicas em animais poiquilotérmicos é conhecido ha mais de um século, assumindo uma importancia
pelas consideraveis perdas ambientais e econémicas (Naharro et al., 2011). Somente durante as ultimas trés
décadas o seu papel numa variedade de doencas humanas foi relevantemente documentado. Embora cerca
de 85% dos isolados clinicos pertengcam as espécies A. hydrophila, A. veronii bv sobria e A. caviae, em
menor frequéncia sao relatados isolados clinicos pertencentes a outras espécies deste género (Farmer Il et
al., 2006). O crescente numero de casos e gravidade das infeces intestinais e extraintestinais
documentados em todo mundo levou a inclusdo do género Aeromonas na lista dos patogénicos emergentes
(Ecker et al., 2005).

O espectro de infecBes causadas por Aeromonas em seres humanos tem expandido e atualmente
inclui septicemia, celulite, gastroenterite, peritonite, endocardite, meningite, infecbes do trato urinario,
doencas hepatobiliares, infe¢des oculares e pneumonia (Khajanchi et al., 2010; Sen and Rodgers, 2004; Wu
et al., 2007). Complicacdes raras, porém graves e alarmantes sédo as associa¢cdes de Aeromonas spp. com a
sindrome hemolitico-urémica (Bogdanovic et al., 1991 in Seshadri, 2006) e fasciite necrozante (Angel et al.,
2002; Fosse et al., 2004).

A gastroenterite € a manifestacao clinica mais comum associada ao género Aeromonas (Abbott et
al., 2003). Embora o seu papel como agentes etiolégicos de gastroenterite bacteriana ainda ndo esteja
claramente compreendido (Sinha et al., 2004), a forte associacdo entre a gastroenterite e Aeromonas tem

sido demonstrado em criangas e idosos (Sinha et al., 2004; Vila et al., 2003). Adicionalmente, o género



Aeromonas tem sido associado a casos de diarreia (2%) em viajantes para a Africa, América Latina e Asia
(Vila et al., 2003).

Elementos que apoiam a correlagdo de Aeromonas como patogéneos intestinais decorre de relatos
de casos detalhados, estudos epidemiolégicos de caso-controle (Janda and Abbott, 1998), de evidencias de
resposta imunitarias do hospedeiro e/ou evidéncia patologica de infecdo. Um dos maiores impedimentos
para estabelecer o papel de Aeromonas como um verdadeiro patogéneo gastrointestinal tem sido a
incapacidade de identificar um surto Unico de diarreia com uma relagdo clonal causada por este agente
(Janda and Abbott, 2010). Acredita-se que a dificuldade em atribuir um papel inequivoco para a causa da
diarreia, é por este género constituir um grupo heterogéneo e incluir alguns subgrupos nédo patogénicos
(Graevenitz, 2007; Vila et al., 2003). Assim, a incidéncia de gastroenterites associadas a Aeromonas spp.
pode estar a ser fortemente subestimada (Janda and Abbott, 2010), principalmente porque grande parte dos
laboratérios ndo preconiza a pesquisa de aeromonas em cultura de fezes.

A doenca invasiva por exceléncia associada ao género Aeromonas é a septicemia (Janda and
Abbott, 2010), esta associada principalmente a pacientes imunocomprometidos e tem uma taxa de letalidade
de mais de 90% (Janda et al., 1996 in Parker and Shaw, 2011). Em raras ocasides, pode ocorrer em adultos
aparentemente saudaveis, geralmente decorrente de graves infecBes de feridas causadas por este agente.
Os contextos clinicos associados a infe¢gdes de feridas por Aeromonas incluem laceragfes/escoria¢cdes em
ambientes aquaticos, lesGes penetrantes e procedimentos clinicos invasivos (Janda and Abbott, 1998).
InfecBes intestinais (gastroenterite, colite, peritonite e colangite) podem evoluir para infe¢cfes extraintestinais

e em raras ocasides pode levar a meningite em individuos imunocomprometidos (Parker and Shaw, 2011).

1.2.2 Fatores de viruléncia

Em Aeromonas, 0os mecanismos de viruléncia ndo estdo completamente eluciados, apesar de
décadas de intensa investigacdo (Naharro et al., 2011). Tem sido descrita uma elevada variedade de
produtos extracelulares biologicamente ativos associados ao potencial patogénico do género. Apesar de nao
estar estabelecido um modelo animal que reproduza fielmente a sindrome associada, ensaios com mutantes
isogénicos em células animais demonstram que diversos fatores de viruléncia produzidos por aeromonas
estdo associados a sua patogénese (Janda and Abbott, 2010). Tais fatores estdo envolvidos nos processos
de adesdo e invasdo das células do hospedeiro (ex. flagelos, pili e adesinas); evasdo aos mecanismos de
defesa inata e adquiridas do hospedeiro (ex. capsulas, S-layer, leucocidinas e lipopolissacarideos) e fatores
como enterotoxinas, proteases, fosfolipases, e hemolisinas estdo associadas a obtencao de nutrientes que
permitem a multiplicacdo e disseminacdo do microrganismo no hospedeiro (Khajanchi et al., 2010; Yu et al.,
2005).

Vérias enzimas secretadas por aeromonas sao conhecidas por desempenhar um papel importante
nos processos de invasdo e estabelecimento de infe¢des, estando associadas a aquisicdo de compostos de
carbono e azoto por degradagdo dos componentes da célula hospedeira (Cascon et al., 20002). Entre as
enzimas extracelulares produzidas estdo descritas varias classes que contribuem para a versatilidade
metabdlica e facilitam as intera¢cBes ecoldgicas com outro organismo, estéo incluida, amilases (Chang et al.,
1993 in Scoaris et al., 2008), quitinases (Chen et al., 1991 in Scoaris et al., 2008), lipases (Anguita et al.,
1993 in Scoaris et al., 2008), proteases (Rivero et al., 1990 in Scoaris et al., 2008) e DNases extracelulares
(Chang et al., 1992 in Scoaris et al., 2008).



DNases

Embora ainda ndo esteja comprovada experimentalmente a correlacdo entre a presenca de
diferentes nucleases extracelulares em Aeromonas e a patogenicidade associada ao género, alguns autores
apoiam a hipétese de que estas enzimas participam no desenvolvimento de um processo infecioso
(Pemberton et al., 1997; Scoaris et al., 2008). Pelo menos dois genes codificantes para DNAses
extracelulares foram identificados em isolados deste género. Enquanto o gene nucH codifica para uma
DNase extracelular com 114 KDa, cuja sequéncia de aminoacidos revela que esta enzima nao possui
homoélogas de origem procaridtica, a DNAse extracelular (25-30 KDa) codificada pelo gene dns possui
similaridade aminoacidica com DNAses extracelulares identificadas em V. cholerae (Focareta and Manning,
1987 in Pemberton et al., 1997), E. coli (Jekel and Wackernagel, 1995 in Pemberton et al., 1997) e Erwinia
chrysanthemi (Moulard et al., 1993 in Pemberton et al., 1997).

As DNases extracelulares podem atuar como enzimas alimentares, usadas para obtencéo de fésforo
e azoto (Pemberton et al., 1997), e proporcionam uma barreira para a entrada de DNA estranho na célula
hospedeira, desta forma desempenham importante papel nos mecanismos de defesa microbiana (Kamble
and Deshmukh, 2012).

De uma forma geral, estas enzimas também tém sido associadas a mecanismos de fuga as defesas
do hospedeiro, estas moléculas possuem a capacidade de degradar as fibras extracelulares libertadas pelos
neutrofilos impedindo desta forma a fagocitose. Num processo infecioso, os neutréfilos sdo os primeiros
fagocitos a serem recrutados para os tecidos infetados. Uma vez no local de infecdo, os neutrdfilos libertam
os granulos (péptidos antimicrobianos) e fibras que foram redes extracelulares que aderem aos
microrganismos facilitando a eliminacdo dos mesmos. Estas “armadilhas extracelulares” libertadas pelos
neutréfilos (NET) sdo abundantes in vivo em casos experimentais de disenterias. As NETs parecem ser uma
forma de resposta inata, que se liga microrganismos, impede a sua propagac¢do, e garante uma elevada
concentracao local de agentes antimicrobianos para degradar fatores de viruléncia bacterianos e eliminas os
microrganismos. Histonas e moléculas de DNA constituem os principais componente estrutural destas redes
gue podem ser desintegradas por desoxirribonucleases (DNases) extracelulares (Brinkmann et al., 2004).

Elastase

No género Aeromonas a atividade elastinolitica tem sido associada a uma protease de serina
extracelular com 68 KDa, produto do gene ahyA, e uma metaloprotease extracelular de 38 KDa codificada
pelo gene ahyB (Cascén et al., 2000%; Cascon et al., ZOOOb).

O produto do gene ahyB possui atividades caseinolitica e elastinolitica, e a importancia desta
protease como um fator de viruléncia em aeromonas foi demonstrada por Cascén e colaboradores (2000%),
0S ensaios com mutantes isogénicos promoveram um aumento em cem vezes na dose letal (DLsg) de
aeromonas em peixes em relagdo as estirpes selvagens (Cascon et al., 2000%).

Ensaios com mutantes isogénicos revelam que a inativagdo do gene ahyA promove uma reducao
das atividades caseinoliticas e elastinoliticas em 70% e 25%, respectivamente, em relacdo a estirpe
selvagem. Os resultados obtidos por estes autores sugerem que a atividade caseinolitica € principalmente
um resultado da atividade da serina protease AhpA, e que esta protease possui uma fraca atividade
elastinolitica (Cascon et al., ZOOOb), no entanto esta protease de serina tem sido associada a aceleragédo da
maturacdo da elastase AhyB (Cascon et al., 2000?).

A funcéo da elastase AhyB em Aeromonas spp. ainda nao esta completamente elucidada, porém a

andlise das sequéncias do produto do gene ahyB clonado de A. hydrophila revelou 52% de identidade
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aminoacidica quando comparado com a sequéncia da elastase (LasB) identificada em Pseudomonas
aeruginosa, cuja funcéo esta bem estudada. LasB é reconhecida como um importante fator de viruléncia em
P. aeruginosa. Sob condi¢des experimentais, in vitro, LasB degrada numerosos componentes do sistema
imunoldgico, incluindo citocinas e quimiocinas, TNF-qa, IFN-y, IL-2 e IL-8 (Horvat et al., 1989; Kevin et al.,
2003 in Kuang et al., 2011), e péptidos antimicrobianos (Schad et al., 1987 in Kuang et al., 2011).

Lipases

Varios genes codificantes para lipases (ex. gcat, plc, lipH3, pla, e apl-1) foram identificados no
género Aeromonas €, 0s respetivos produtos tém sido reconhecidos como potencias fatores de viruléncia
(EPA 2006). Algumas estirpes parecem expressar mais que um gene cujo produto possui atividade lipolitica
(Merino et al., 1999). Enquanto os produtos dos genes gcat, pla, apl-1 e plc codificam para fosfolipases,
muitas vezes associados a lesdes intestinais, os genes lip e lipH3 codificam lipases sem agéo fosfolipidica
(Lee and Ellis, 1990 in Chacén et al., 2002; Chuang et al., 1997; Merino et al., 1999).

As lipases sdo classificadas como hidrolases que atuam sobre ligacdes ésteres, promovendo a
hidrélise de triacilglicerdis e libertando &cidos gordos e glicerol. Por um lado, estas enzimas funcionam como
enzimas nutricionais na obtencdo de compostos como fonte de carbono que podem ser metabolizados pela
célula bacteriana (Hedstrom and Nisson, 1975 in Chuang et al., 1997), mas também sdo apontadas como
fatores de viruléncia por alguns autores, uma vez que a acgdo destas enzimas leva a um aumento da
concentracdo de acidos gordos livres que interferem em diversas fungbes do sistema imunolégico (Buttke
and Cuchens, 1984, Eftimiadi et al., 1987 in Chuang et al., 1997). As lipases extracelulares mais comumente
identificadas em aeromonas sdo codificadas pelo gene lipA e lipH3 (Chuang et al., 1997) e podem estar
presentes em simultineo numa mesma estirpe potenciando a atividade lipolitica (Merino et al., 1999).

As fosfolipases bacterianas estdo envolvidas em processos infeciosos, sendo muitas vezes
associadas a lesdes intestinais (Gustafson and Taggesson., 1990; Diener et al., 1991 in Merino et al., 1999).
As principais fosfolipases identificadas em aeromonas s&o a fosfolipase C, fosfolipase Al e a
glicerolfosfolipideo-colesterol aciltransferase, produtos dos genes plc; pla e gcat, respectivamente (Merino et
al.,, 1999). A atividade citotéxica de fosfolipase C foi demonstrada em estudos experimentais realizados por
Merino et al., (1999) com células Vero (células derivadas de rins do macaco verde africano). Os autores
observaram, através de ensaios com mutantes isogénicos, que a inativagdo do gene plc promove um
aumento em 10 vezes na dose letal (LDso) em peixes e ratos.

A enzima glicerolfosfolipideo-colesterol aciltransferase (GCAT) é uma lipase extracelular identificada
em membros de Aeromonas spp. e Vibrio spp.. Esta possui atividade fosfolipidica na digestdo da membrana
de eritrécitos, podendo atuar como hemolisina (Lee and Ellis, 1990 in Chacén et al., 2002; Scoaris et al.,
2008). O gene que codifica para a enzima GCAT estd amplamente disseminado no género Aeromonas, e em
muitos estudos este gene tem sido utilizado como um marcador molecular do género (Beaz-Hidalgo et al.,
2010; Marques et al., 2011; Soler et al., 2002).

Flagelos

Aeromonas moveis produzem dois tipos de arranjos flagelares, um flagelo polar expresso
constitutivamente (mobilidade do tipo swimming) e multiplos flagelos laterais expressos diferencialmente em
superficies solidas (mobilidade do tipo swarming), ou seja, a expressdo destes Ultimos é induzida em
matrizes que ndo permitem a motilidade por um Unico flagelo polar, tal como o crescimento em meios sélidos

(Naharro et al., 2011). A expressdo dos flagelos polares é altamente regulada por uma série de fatores
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ambientais, contudo, o mecanismo molecular de inibicdo de flagelos polares e da via de transducéo de sinal
de regulacéo da expressao dos flagelos laterais ndo é conhecido (Merino et al., 2006).

Apenas um grupo limitado de bactérias é capaz de expressar os dois tipos de sistemas flagelares
gue inclue Vibrio parahaemolitycus (Shinoda and Okamoto, 1977 in Merino et al., 2006), Vibrio alginolyticus
(Kawagishi et al.,1995 in Merino et al., 2006), Azospirillum brasilense (Hall and Krieg 1983 in Merino et al.,
2006), Rhodospirillum centenum (McClain et al., 2002 in Merino et al., 2006), Helicobacter mustelae
(O'Rouke et al., 1992 in Merino et al., 2006), Plesiomonas shigelloides (Inoue et al., 1991 in Merino et al.,
2006) e Aeromonas spp. (Kirov et al., 2004; Merino et al., 2006; Sen and Lye, 2007). Estes sistemas
flagelares estdo bem estudados nas espécies A. hydrophila e V. parahaemolyticus. Nestas duas espécies,
os sistemas de flagelos polares e laterais ndo parecem partilhar genes estruturais ou de regulacéo
(McCarter, 2004 in Merino et al., 2006).

Em Aeromonas hydrophila as subunidades de flagelinas que comp8e o flagelo polar estéo
codificados em 55 genes distribuidos em cinco regiées do cromossoma (Altarriba et al., 2003; Canals et al.,
2006 in Merino et al., 2006), e os flagelos laterais sédo codificados por 38 genes distribuidos numa Unica
regido (Gavin et al. , 2002; Canals et al., 2006% in Merino et al., 2006). Neste género bacteriano os flagelos
(polares e laterais) funcionam como adesinas permitindo a ligacdo dos microrganismos as linhagens de
células humanas, observado em ensaios experimentais com células Caco-2, HEp-2 e Henle 407 (Kirov et al.,
2004; Sen and Lye, 2007). Adicionalmente, os flagelos tém sido descritos como fatores de colonizacédo de
diferentes superficies e formacgdo de biofilmes. O papel multifuncional dos flagelos sugere que estas
estruturas podem também ser determinantes de viruléncia em estirpes enteropatogénicas (Kirov et al., 2004;
Sen and Lye, 2007).

Sistema de secrecao do tipo lll

Um dos possiveis mecanismos envolvidos na patogénese associada a Aeromonas é a producéo do
sistema de secrecdo tipo Il (T3SS) ou injectisoma. Existe uma elevada similaridade estrutural entre o T3SS
e o flagelo bacteriano e muitas proteinas estruturais sao claramente homdlogas. Este sistema é composto
por varios anéis, a zona basal estd ancorada na membrana interna formando um canal que atravessa a
membrana externa e projeta-se para o exterior, desta forma permite a adesdo as membranas celulares e
injec@o de toxinas bacterianas (proteinas efetoras) diretamente no citosol das células hospedeiras (Alberts et
al., 2002). Algumas proteinas efetoras secretadas pelo T3SS possuem mudltiplas fung¢des bioldgicas, tais
como alteracdes do citoesqueleto e ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular no interior das células
do hospedeiro, induzem a lise de células epiteliais hospedeiras e contribuem para a degradacao dos tecidos
do hospedeiro (Alberts et al., 2002; Krzyminska et al., 2012; Sha et al., 2005). Este sistema de secrecéo €
encontrado em varias espécies enteropatogénicas como Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Shigella
flexneri e Salmonella entérica (Chacén et al., 2004; Krzyminska et al., 2012; Yu et al., 2005; Wu et al., 2007),
nestas bactérias os genes que compde o injectisoma estédo codificados em ilhas de patogenicidade (Chacén
et al., 2004).

Em aeromonas o operdo que codifica as proteinas estruturais que compde o injectisoma pode estar
codificado em plasmideos ou no cromossoma (Sha et al., 2005; Sha et al., 2007; Seshadri, 2006; Yu et al.,
2005). Os genes relacionados com o T3SS parecem estar disseminados entre as diferentes espécies de
Aeromonas (Chacén et al., 2004; Wu et al., 2007) e o gene ascV, que codifica uma proteina estrutural do
sistema de secrecdo (conservada entre as espécies) e que esta inserida na membrana, foi estabelecido
como um marcador adequado para a presenca de T3SS (Stuber et al., 2003).


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6968.2006.00403.x/full#b34
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http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6968.2006.00403.x/full#b17

Entre as proteinas secretadas pelo T3SS mais estudadas em Aeromonas estéo as exotoxinas AexT
e AexU, estas proteinas efetoras foram identificadas no cromossoma de alguns membros do género
Aeromonas (Khajanchi et al., 2010; Burr et al., 2003; Sha et al., 2007; Sierra et al., 2007). Possuem
homologia significativa com proteinas efetoras do T3SS de Pseudomonas aeruginosa, Yersinia
pseudotuberculosis e Yersinia pestis. A proteina efetora AexT de A. salmonicida é uma toxina bifuncional,
gue quando ativa catalisa a despolimerizagdo da actina do citoesqueleto, o que resulta em alteracdes
morfolégicas celulares, e assim conduz a um efeito citotdxico nas células hospedeiras (Litvak et al., 2007 in
Sha et al.,, 2007), tendo sido associada a inibicdo da fagocitose de células epiteliais polarizadas e
macrofagos (Garrity-Ryan et al., 2000; in Sha et al., 2007), e atividade ADP-ribosiltransferase (Braun et al.,
2002 in Sha et al., 2007). Tem sido relatado que toxinas com atividade ADP-ribosiltransferase (Exos e Exot
translocadas por T3SS), identificadas em P. aeruginosa e que possuem elevada homologia com a AexT,
conduzem a apoptose das células hospedeiras (Kaufman et al., 2000; Jia et al., 2007 in Sha et al., 2007). A
inducdo da apoptose em células hospedeiras, desempenhando um papel importante na patogénese do
género Aeromonas (Khajanchi et al., 2010; Sha et al., 2007).

Enterotoxinas

Diferentes enterotoxinas, com fun¢des distintas, tém sido associadas ao potencial patogénico no
género Aeromonas: duas citotonicas -Alt e Ast- e trés com atividade citotoxica -Act, Aerolisina e HIyA.

As duas enterotoxinas citotonicas (Alt e Ast) identificadas em aeromonas possuem mecanismos de
acao semelhantes em células intestinais. Alt € termolabil a 56°C, promove a elevacao dos niveis do cAMP e
prostaglandinas em células CHO (células ovarianas de hamster chinés) e células do epitélio intestinal
resultando na secregdo de fluidos a partir de células intestinais de ratos. Ast é termo-estavel a 56°C e
também promove uma resposta secretéria em células intestinais. Ao contrario da toxina Act, as enterotoxinas
citotonicas ndo causam a degeneracao das criptas e vilosidades do intestino delgado (James, 2005; Sha et
al., 2002).

As enterotoxinas citotéxicas Aerolisina e Act estdo intimamente relacionadas do ponto de vista
estrutural e funcional e tais semelhancas podem estar relacionadas com a adaptacdo a determinadas
atividades biologicas. Ambas sédo reconhecidas por alguns autores como toxinas diferentes, no entanto
outros autores apoiam a hip6tese de estas duas toxinas serem a mesma, a razao para esta ultima
observacdo reside no facto de terem sido descritas em diferentes espécies e/ou estirpes mas, por
apresentarem algumas varia¢des de sequéncia, ndo foi ainda possivel comprovar se se trata ou nédo da
mesma proteina (Martin-Carnahan e Joseph, 2005).

Pelas razbes atras descritas percebe-se que esta problematica continua em aberto, mas apesar das
guestdes ainda por esclarecer, a enterotoxina Act é concensualmente considerada o mais importante factor
de viruléncia associado ao género Aeromonas, havendo vérios estudos que a descrevem com algum
detalhe. Assim, a enterotoxina Act é constituida por um Unico polipeptideo (52 kDa), é secretada pelo
sistema de secrecao do tipo Il (T2SS), possui atividade enterotoxinogénica, hemolitica e citotéxica (James,
2005; Khajanchi et al., 2010), demonstrando reatividade imunoldgica cruzada com a toxina colérica (James,
2005).

A atividade hemolitica associada a Act envolve a formacao de poros na membrana da célula-alvo e
influxo de agua, resultando na lise celular. Act € ativada apés a interagdo com moléculas de colesterol das

membranas dos eritrocitos resultando na oligomerizacdo subsequente e formagdo de poros nas membranas
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(Valério et al., 2010). Adicionalmente, a atividade de Act conduz a danos teciduais e a secrec¢édo de fluidos a
partir de células do epitélio intestinal, resultantes da inducdo de uma resposta pré-inflamatéria nas células-
alvo e regula positivamente a producao de citoquinas pré-inflamatérias, como fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucinas IL-1b e IL-6 nos macréfagos. TNF-a e IL-1b estimulam a producédo de radicais livres
de oxigénio que tem atividade antimicrobiana e também s&o responsaveis por danos teciduais no hospedeiro
(Valério et al., 2010).

Act tem ainda a capacidade de ativar o metabolismo do acido araquidénico (AA) em macréfagos
que acoplado a via da ciclooxigenase-2 (COX-2) leva a producédo de eicosandides, que sao importantes
mediadores quimicos (por exemplo, a prostaglandina E2 [PGEZ2]). PGE2 atua como molécula de sinalizacéo,
vai ativar indiretamente a adenilato ciclase promovendo o aumento dos niveis de AMP ciclico (CAMP) em
macréfagos, simultaneamente promove um aumento da translocacdo dos fatores de transcricdo NF-kB e
CREB. CREB leva a um aumento da expressao do gene que codifica para Bcl-2 (proteina anti-apoptotica)
em macrofagos, impedindo a ocorréncia de apoptose resultante da indugdo da resposta inflamatéria. NF-KB
migra para o nucleo e liga-se as regibes promotoras e vado ativar alguns genes de citoquinas
imunomoduladoras, incluindo o TNF-a, IL-1b e IL-6. A producéo de citoquinas pré-inflamatérias e radicais de
oxigénio provoca uma lesdo tecidual extensa em células intestinais. Além disso, PGE2, juntamente com
cAMP leva ao estimulo de uma resposta secretoria de fluidos (Valério et al., 2010).

Adicionalmente, uma outra hemolisina, HIyA, foi identificada no género Aeromonas. Esta hemolisina
apresenta uma elevada identidade ao nivel das sequéncias aminoacidica quando comparada com a
hemolisina HlyA de Vibrio cholerae. HIyA estd amplamente disseminada no género Aeromonas e &
praticamente omnipresente em A. hydrophila (Naharro et al., 2011).

Estudos mostram que estas enterotoxinas (Act, Ast e Alt) atuam sinergicamente e estdo envolvidas
em gastroenterites associadas a Aeromonas (Albert et al., 2000; Sha et al., 2002; Wang et al., 2003).

1.2.3 Perfil de sensibilidade aos agentes antimicrobianos

A emergéncia de resisténcia bacteriana aos antibiticos representa uma importante ameaca a salde
humana (Walsh et al., 1997). Nos ultimos anos, graves surtos de doengas infeciosas causadas por
microrganismos resistentes a multiplos antibiéticos ocorreram em varios paises (Warren Levinson, 2010). Os
principais aspetos que aumentam a probabilidade de selecdo de estirpes resistentes incluem a venda dos
antibiéticos, ao publico em geral, sem receita promovendo o uso indevido e indiscriminado dos farmacos; a
aplicagdo de terapia antibiética quando as infe¢es sao auto-limitantes e a utilizacéo dos antibidticos como
promotores de crescimento em racBes de animais (Warren Levinson 2010), portanto a exposicdo ao
antimicrobiano ainda é considerada a principal razao para a emergéncia da resisténcia.

Em termos gerais, a resisténcia bacteriana aos farmacos pode ser dividida em resisténcia intrinseca
e resisténcia adquirida (Koneman et al.,, 2008). A resisténcia intrinseca (ou natural) € uma caracteristica
inerente as células que impedem a acdo do antibiético e que esta presente em praticamente todas as
estirpes de uma dada espécie, sendo expressa por genes cromossomais, enquanto a resisténcia adquirida
deve-se a uma modificacdo genética do microrganismo, na qual estirpes resistentes emergem de
populagbes bacterianas previamente sensiveis, geralmente apds exposi¢do ao agente antimicrobiano. A
resisténcia adquirida pode ocorrer quer por mutacfes cromossomais pontuais ou por aquisicdo de elementos
moveis de DNA (plasmideos, transposfes e integrfes) que sdo reconhecidos como pontos chaves na
emergéncia de estirpes multirresistentes aos antimicrobianos (Warren Levinson, 2010). Os mecanismos de

resisténcia bacteriana aos antimicrobianos sdo complexos e diferentes mecanismos podem estar presentes
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numa mesma estirpe promovendo um fendtipo de multirresisténcia. Os principais principios basicos dos

mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos estdo resumidos na Tabela 1.
Tabela 1. Principais mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.

. . Exemplos de antimicrobianos
Mecanismos Exemplos de Mecanismos

inativados
L L Clivagem do anel B-lactamicos por B-lactamases Penicilinas, cefalosporinas,
1. Inativagdo enzimatica do (penicilinases cefalosporinases e carbapenemases) Carbapenémicos, Monobactamicos
antibiético
Enzimas modificadoras de aminoglicosidos Aminoglicosidos
2. Modificacédo do alvo do Alteracdo pdés-tradicional do alvo (ex. fosforilagéo, . Co .
S e S Aminoglicosidos, Cloranfenicol
antibidtico adenilacdo ou acetilagéo)

Mutagdo na sequéncia nucleotidicas (ex. DNA girase,

; uinolonas, Fluoroquinolonas
Topoisomerase V) Q q

3. Redugéo na permeabilidade Alteragéo nas proteinas da membrana externa B-lactamicos, Aminoglicosidos,
membranar (porinas) Quinolonas

4. Transporte ativo dos farmacos
para o meio extracelular

Tetraciclinas, Quinolonas,

Ativacdo de bombas de efluxo Sulfonamidas, Trimetoprim

Tabela adaptada. Fontes: Koneman et al., 2008; Warren Levinson, 2010.

As bactérias do género Aeromonas séo reconhecidas como intrinsecamente resistente as penicilinas
(penicilina, ampicilina, carbenicillina, e ticarcilina) e cefalosporinas de primeira e segunda geracdo. Em geral,
a maioria das estirpes apresentam perfis de suscetibilidade aos aminoglicosidos, cefalosporinas de terceira e
guarta geragéo, carbapenémicos, tetraciclina, cloranfenicol, quinolonas e trimetoprim/sulfametoxazol (Martin-
Carnahan and Joseph, 2005). No entanto, elevados niveis de resisténcia a estes agentes anti-bacterianos
foram identificados tanto em estirpes clinicas como ambientais de Aeromonas (Fosse et al., 2004; Goiii-
Urriza et al., 2000; Palu et al., 2006; ko et al., 1998; Vila et al., 2003; Wu et al., 2007).

Resisténcia aos inibidores da sintese da parece celular bacteriana

Entre os mecanismos de resisténcia aos diferentes antimicrobianos identificados no do género
Aeromonas, a inativagao enzimatica dos B-lactdmicos através da expressao de B-lactamases € o mecanismo
mais extensivamente estudado. Mecanismos menos frequentes de resisténcia a estes farmacos tém sido
estudados, tais como a limitacao do acesso intracelular através da reducéo da permeabilidade da membrana
externa ou da protecé@o dos alvos dos farmacos. Os B-lactamicos compdem uma classe de antibiéticos que
englobam na sua totalidade quatro grupos de antibidticos distintos, como as penicilinas, as cefalosporinas,
0s monobactadmicos e os carbapenemos, todos interferem na biossintese da parede celular bacteriana.
Devido a baixa toxicidade e elevada eficacia terapéutica compdem um grupo de antibidticos largamente
utilizado em terapia antimicrobiana, desta forma os -lactamicos constituem um grupo muito importante, uma
vez que sao amplamente utilizados na clinica (Koneman et al., 2008; Warren Levinson 2010).

No género Aeromonas héa estirpes que produzem enzimas pertencentes a trés classes de B-
lactamases cromossOmicas: metalo-B-lactamases (MBLs); cefalosporinases e penicilinases, pertencentes as
classes moleculares de Ambler B, C e D respectivamente (Walsh et al., 1997; Fosse et al., 2004). Andlises
bioquimicas e genéticas de muiltiplas B-lactamases expressas em algumas estirpes apoiam a hipotese de
gue a expressdo dos genes que codificam enzimas pertencentes a estas trés classes sdo coordenados por
uma via comum em Aeromonas, (Avison et al., 2000; George Jacoby 2009; Walsh et al., 1997). No entanto o
mecanismo de inducgdo ainda nédo esta completamente elucidado (Tayler et al., 2010).

As cefalosporinases relacionadas com a familia AmpC -lactamases, s&o codificadas nos

cromossomas de muitas Enterobacteriaceae e tém sido identificadas frequentemente em Aeromonas
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(Jacoby, 2009; Poole, 2004). Medeiam a resisténcia a cefalotina, cefazolina, cefoxitina, a maioria das
penicilinas. Em muitas bactérias, enzimas AmpC cromossémicas séo induziveis e pode ser expresso em
niveis elevados por mutacdo. No género Aeromonas as penicilinase B-lactamases classe D hidrolisam
preferencialmente penicilinas, em alguns casos, atuam principalmente sobre a oxacilina ou a cloxacilina e
séo sensiveis a inibidores da B-lactamases como o &cido clavulanico (Avison et al., 2000).

Aeromonas produtoras de B-lactamases de largo espectro (ESBLs) tém sido cada vez relatadas nos
Ultimos anos. Estas enzimas conferem resisténcia a todas as penicilinas, cefalosporinas de primeira e
segunda geracdo, sobre as oxiamino-cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona) e
monobactamicos (aztreonam), mas ndo possuem atividade contra carbapenémicos, e séo inativadas por
inibidores de B-lactamases tais como acido clavulanico e sulbactam (Girlich et al., 2011; Sturenburg and
Mack, 2003; Wu et al., 2011).

Membros do género Aeromonas tém sido identificados como produtores de metalo-f-lactamases e
tém atraido a atencdo devido a capacidade de hidrolisar carbapenémicos, como o imipenem e o
meropenem. A subclasse dos carbapenémicos é considerada de maior espectro antibacteriano entre os
diferentes antimicrobianos B-lactdmicos, com atividade contra bactérias Gram-positivas e negativas aerobios
e anaerodbios, sendo altamente estavel & maioria das B-lactamases incluindo as B-lactamases AmpC e de
largo espectro (Livermore et al., 2001). Desta forma, os carbapenémicos constituem a terapia de escolha
para pacientes com infecdes hospitalares graves ou para infe¢des causadas por microrganismos resistentes
as penicilinas e cefalosporinas disponiveis (Livermore et al., 2001), e portanto, a resisténcia aos
antimicrobianos pertencentes a esta classe é um fato alarmante e confere um risco emergente para a saude
publica humana.

No género Aeromonas, os genes que codificam para B-lactamases foram localizados em tanto em
cromossomos como em elementos méveis de DNA. A presenca destes genes em plasmideos, transposdes e
integrdes e a grande diversidade de eventos de mobilizagcao torna os membros do género Aeromonas spp.
um veiculo para a disseminacdo de determinantes de resisténcia no Ambiente (Girlich et al., 2011; Libisch et
al., 2008; Neuwirth et al., 2007).

Resisténcia aos inibidores da sintese proteica

Os antimicrobianos que inibem a sintese de proteinas encontram-se entre as mais amplas classes
de antibiéticos e podem ser divididos em duas subclasses, que incluem antibiéticos cujo alvo é a subunidade
ribossomal 30S ou 50S. Entre os inibidores que se associam a subunidade 30S estdo as tetraciclinas e
aminoglicosideos (ex. estreptomicina, canamicina e gentamicina). Os inibidores da sintese proteica
associados ao bloqueio da subunidade ribossomal 50S incluem os macrolidos, lincosamidas,
estreptograminas e fenicois (Kohanski et al., 2010).

Os aminoglicosideos atuam interrompendo a traducdo proteica, por outro lado a interagcao entre
aminoglicosideos e a subunidade 30S do ribossoma pode induzir uma alteragdo na conformacéo do
complexo formado entre o coddo mRNA e o anticoddao (aminoacil-tRNA) no ribossoma. Desta forma
promovem uma incorporacdo de aminoacidos inadequados na elongacdo cadeias peptidicas levando a
producdo de pequenos péptido instaveis, estes pequenos péptidos acumulam-se nas membranas das
células bacterianas promovendo a formacdo de poros, e portanto, os aminoglicosideos atuam como
bactericidas (Kohanski et al., 2010). Os mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos ocorrem por quatro
vias destintas: (1) Modificagdo dos farmacos por fosforilagdo, adenilagdo ou acetilagdo enzimatica,

normalmente, os genes que codificam para estas enzimas estdo codificados em elementos moéveis; (2)
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Mutacao cromossomal da proteina alvo (nas subunidades ribossomais); e (3) Reducédo da permeabilidade
membranar e (4) transporte ativo do antibidtico para o exterior da célula (Murray et al., 2009; Warren
Levinson, 2010).

Os farmacos pertencentes a classe das tetraciclinas séo inibidores da sintese proteica através do
blogueio do acesso dos aminoacil-tRNAs a subunidade 30S do ribossoma, funcionando como
bacteriostaticos (Kohanski et al., 2010). A expressdo de bombas de efluxo é o principal mecanismo de
resisténcia bacteriana a estes antimicrobianos, embora a modificagdo das sequéncias das proteinas
ribossomais também levem a uma alteracéo na afinidade das tetraciclinas ao alvo (Warren Levinson, 2010).
Adicionalmente algumas bactérias exibem mecanismos de resisténcia as tetraciclinas por modificacdo
enzimatica do farmaco (Murray et al., 2009). Isolados de aeromonas albergando determinantes de
resisténcia a tetraciclina tdm sido recuperados de fontes clinicas e ambientais. Os determinantes de
resisténcia a tetraciclina mais frequentemente observados em aeromonas séo tetA e tetE (Schmidt et al.,
2001b, Nawaz et al., 2006 in Balassiano et al., 2007), ambos codificam uma bomba de efluxo (Chopra and
Roberts, 2001 in Balassiano et al., 2007). Os determinantes tet em aeromonas podem ser codificados no
cromossoma (Balassiano et al., 2007) ou associados a plasmideos e transposdes (Rhodes et al., 2000,
Schmidt et al., 20012 in Balassiano et al., 2007; Palu et al., 2006), que provavelmente contribuem para a
disseminacao da resisténcia.

O cloranfenicol liga-se ao centro ativo da subunidade ribossomal 50S bloqueando a acdo da
peptidiltransferase durante a fase de alongamento, o que impede a sintese de novas ligag6es peptidicas. O
mecanismo de resisténcia ao cloranfenicol mais comum é a expressado de acetiltransferases bacterianas
promovendo a inativagdo enziméatica do farmaco. Normalmente, os genes que codificam para
acetiltransferases com afinidade para o cloranfenicol estéo codificados em plasmideos ou no cromossoma

bacteriano (Warren Levinson, 2010).

Resisténcia aos inibidores de acidos nucleicos

O mecanismo de acdo dos antimicrobianos pertencentes a classe das sulfonamidas, como o
sulfametoxazol consiste em bloquear a sintese do acido tetraidrofélico, que é um percursor das bases
azotadas adenina, guanina e timina e desta forma inibe a sintese de acidos nucleicos. Do mesmo modo,
trimetroprim também inibe a sintese do acido tetraidrofélico. Ambos os farmacos atuam sinergicamente na
mesma via porém os alvos enziméticos séo diferentes. A resisténcia a esta classe de antibidticos é mediada
principalmente por dois mecanismos: (1) sistema de transporte ativo, que exporta o farmaco para o exterior,
codificado em elementos moveis e (2) uma mutagdo cromossomal no gene que codifica para as enzimas
alvos do antibiético (Warren Levinson, 2010).

As quinolonas/fluoroquinolonas sdo agentes quimioterapicos sintéticos que inibem a DNA
topoisomerase |l (girase) ou a topoisomerase IV bacterianas, que sdo necessarias a replicacdo do DNA,
recombinacgéo e reparo, portanto o alvo destas classes de antimicrobianos é a sintese dos acidos nucleicos e
as resisténcias devem-se principalmente a mutacdes cromossomais que modificam as topoisomerase |l
(DNA girase) e IV (Kohanski et al., 2010). A resisténcia a estes farmacos também pode ser mediada por
modificacdes em proteinas da membrana externa reduzindo a concentragdo do farmaco no interior da célula
bacteriana (Warren Levinson, 2010). Adicionalmente, diferentes variantes de genes codificantes de proteinas
de protecdo ao alvo tém sido frequentemente identificados em plasmideos (Gofii-Urriza et al., 20002).

No género Aeromonas, o principal mecanismo de resisténcia ao &cido nalidixico € uma funcdo de

uma mutacéo do gyrA, gyrB e parC (Gofii-Urriza et al., 2002). No entanto, diferentes variantes do plasmideo
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de resisténcia as quinolonas mediada pelo gene gnr (codificam proteinas de a protecdo da DNA girase e
topoisomerase 1V) foram detetados em estirpes de diferentes espécies de Aeromonas isoladas de amostras
ambientais (Picao et al., 2008, Xia et al., 2010 in Figueira et al., 2011; Cattoir et al., 2008; Goiii-Urriza et al.,
2000). O gene gnrS é generalizado em aguas de diferentes origens (aguas residuais, rios, aquicultura),
sendo detetado com frequéncia em isolados de Aeromonas e Enterobacteriaceae (Cattoir et al., 2008; Picéo
et al., 2008).

Grande parte dos dados disponiveis indicam que ndo ha diferengas significativas, nos perfis de
suscetibilidade aos antimicrobianos, entre estirpes pertencentes ao género Aeromonas relativamente a
origem geografica dos isolados. Adicionalmente, com excecédo das estirpes de A. trota e algumas estirpes de
A. caviae, os perfis de suscetibilidade identificados entre os diferentes isolados de Aeromonas parecem ser
independentes da designacédo da espécie (Janda and Abbott, 2010). A Tabela 2 reine uma compilacdo de
estudos dos perfis de suscetibilidade de Aeromonas aos diferentes antimicrobianos comumente avaliados.

Tabela 2. Estudos dos perfis de suscetibilidade de isolados clinicos e ambientais de Aeromonas aos diferentes

antimicrobianos comumente avaliados.

Percentagem de isolados resistentes (%) aos diferentes antibiéticos

Alvos Classes Antibiéticos Ambientais Clinicos
Amoxicilina/  15(34/220)°, 77(38/49)", 50(9/18)' 81(/144)"
Ac.
clavulanico
Ampicilina/ 72(16/22)°, 70(39/55)° 98(114/116)%, 92(25/27)°, 59(13/22)°
B-Lactamicos/ Sulbactam
inibidores de Piperacilina/ 59(13/22)°, 3(7/220)°, 0(0/49)" 10(12/116)°, 4(6/144)"
B-Lactamases Tazobactam 24(17/72)
o ;icarcilina/ 13,6(3/22)", 22(48/220)°, 2(1/49)" 100(27/27)°, 10(14/144)"
(] C.
E clavulanico
o Cefalotina  32(70/220)°, 93(128/138)', 14(8/55)° 75(87/116)%,100(27/27)"
o Cefalosporinas  Cefazolina 91(44/49)" 100(27/27)%, 91(131/144)"
£ Cefotaxime 0(0/55)%, 11(2/18)' 11(13/116)%, 0(0/16)°,8(2/22)°
?é Cefoxitina 24(53/220)°, 56(77/138)', 35(17/49)"  30(9/27)°, 43(9/22)°, 35(/144)"
b= Ceftazidime 4(9/220)%, 0(0/55), 0(0/49)" 17(5/27)°, 6(1/22)°, 4(6/144)"
il Ceftriaxone 5(11/220)°, 0(0/49)", 0(0/72) 4(1/27)%, 5(7/1144)"
2 Cefuroxima 0(0/220)° 11(13/116)%, 15(4/27)°
- Carbapenémicos  Ertapenem 8(6/72) -
Imipenem 1(2/220)°, 4 (6/138)', 19(14/72) 24(28/116)%, 21(78/27)°
Meropenem 0(0/49)" 0(0/144)"
Monobactamicos  Aztreonam 14(3/22)°, 0(0/220)°, 0(0/49)" 4(1/27)°, 0(0/144)"
o Amicacina 4(1/22)°, 6(13/220)6,76(8/138); 3(3/116)?, 0(0/27)°, 1(90(144/144:)“
534 Aminoglicésidos  Gentamicina 28(62/220)6,0%(()%38), 0(0/49)", 7(8/116)%, 15(4/27)", 0(0/144)
§ § 5 Tetraciclinas Tetraciclina  9(2/22)°, 80(176/220)°, 14(19/138)',  38(6/16)°, 52(14/27)", 24(5/22)°,
g;fé} e 9(5/55)°, 0(0/49)", 0(0/18)’ 5(7/144)"

Fenicois

Cloranfenicol

13(29/220)°, 2(3/138)', 0(0/55)°,
0(0/18)’

31(5/16)°, 16(4/27)°, 6(1/22)°

Fluoroquinolonas

Ciprofloxacina

18(40/220)°, 0(0/49)"

14(16/116)%, 0(0/16)°,0(0/27)",
0(0/144)"

da via dos folatos

sulfametoxazol

0(0/49)", 6(1/18)

C O

P § Norfloxacina 16(35/220)°, 0(0/49)" 0(0/27)%, 0(0/144)"
TE38L Quinolonas Acido 18(4/22)°, 59(81/138)', 4(2/49)", 0(0/16)°, 2(3/144)"

2 UE) T 3 nalidixico 16(3/18)'

= Inibidores Trimetoprim- 36(79/220)°, 7&9/138)’, 0(0/55)°, 70(73/116)%, 13(2/16)°, 48&13/27)“,

24(5/22)°, 2(3/144)

Legenda: (a) Wu et al., 2007; (b) Vila et al., 2003; (c) Nagar et al., 2011; (d) Guerra et al., 2007; (e) Dias et al., 2012; (f)
Goni-Urriza et al., 2000; (g) Palu et al., 2006; (h) Aravena-romana et al., 2012; (i) Oliveira et al., 2011; (j) Livermore et al.,

2001.
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1.3 Objetivos

O género Aeromonas constitui um grupo bastante heterogéneo, exibindo plasticidade metabdlica que
permite adaptacdo a diferentes condicdes ambientais, levando a sua ampla disseminacdo em diferentes
nichos ecoldgicos (Martin-Carnahan and Joseph, 2005).

Os membros deste género bacteriano sao reconhecidos como patogéneos emergentes,
responsaveis por uma pandplia de infe¢Bes sistémicas e locais em humanos. A gastroenterite tem sido
apontada como manifestacao clinica mais comum associada a estas bactérias. No entanto a incapacidade
de identificar um surto de diarreia com uma relacdo clonal e falta de um modelo animal que reproduza
fielmente a sindrome diarreica associada, tem levado alguns autores a consideram que apenas alguns
grupos especificos de aeromonas séo verdadeiramente enteropatogénicos (Graevenitz, 2007).

Apesar do mecanismo de infecdo associado a estes agentes ndo estar completamente elucidado,
muitos fatores de viruléncia tém sido descritos como marcadores do potencial patogénico. A crescente
evidéncia da existéncia de estirpes de Aeromonas potencialmente patogénicas exibindo resisténcia a
antibiéticos clinicamente importantes, tem sido considerada uma ameac¢a a saude publica, dado que as
infecBes causadas por estes microrganismos devem-se principalmente a ingestdo de agua e/ou alimentos

contaminados.

Considerando a importancia do género Aeromonas como microrganismos patogénicos de origem

alimentar o presente estudo visa responder as questdes:

- Disseminac¢do dos membros do género Aeromonas em diferentes pontos de processamento e
distribuicdo de alimentos;

- Distribuicdo de fatores de viruléncia associado aos isolados recuperados de cada um dos
ambientes especificos;

- Determinacéao do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de importancia clinica;

Assim, o presente estudo visa contribuir para 0 aumento do conhecimento geral sobre a ecologia do
género Aeromonas, detetar variagdes nos perfis de viruléncia e resisténcia a diferentes antimicrobianos e
desta forma contribuir para uma melhor avaliacdo do impacto da possivel presenca destas bactérias em

alimentos/agua de consumo humano.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Recolha e processamento das amostras

A recolha das amostras foi realizada numa fabrica de queijos, num matadouro de suinos e num
hipermercado. Nestes trés locais de amostragem, foram recolhidas amostras alimentares sélidas, amostras
liquidas (incluindo 4gua) e amostras de superficies. Relativamente as amostras de superficies, estas foram
recolhidas ao longo da linha de processamento dos alimentos nos trés locais de amostragens. No
hipermercado a recolha das amostras de superficies foi realizada em quatro secc¢des distintas (charcutaria,

gastronomia, peixaria e talho) antes e apds a higienizacdo das mesmas. A amostragem das diferentes
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superficies foi realizada recorrendo a delimitador de area estéril com 100 cm’ e as zaragatoas utilizadas
foram imersas em uma solucao de ringer estéril (1 mL).

A descricao das amostras e 0s respetivos locais de amostragem sdo mostrados no Anexo A.

Todas as amostras recolhidas foram mantidas 4°C e transportadas ao laboratério, sendo realizado o

processamento em menos de 24 horas apés a recolha.

Processamento das amostras de superficies e alimentares

Uma fracdo representativa de cada amostra foi adicionada assepticamente a uma solucdo agua
peptonada tamponada (APT - Scharlau, Barcelona, Espanha), nas proporcdes descritas na Tabela 3. As
solucdes foram homogeneizadas num aparelho Stomacher (Stomacher Lab Blender-400) durante um
minuto. Apés a homogeneizacdo foram realizadas diluicbes decimais e uma aliquota de 100 pL de cada
diluicao foi inoculada a superficie do meio seletivo “Aeromonas Isolation Medium Base” — AIMB, suplemento

com ampicilina (5 mg/L) — Ryan (OXOID) e incubadas a 30°C durante 24 horas.

Tabela 3. Tipo de amostra e respetivos volumes de 4gua peptonada tamponada utilizados na homogeneizacéo.

Amostras Quantidade de amostra Agua peptonada (mL)
Alimentos sélidos 25¢g 225
Alimentos liquidos 25 mL 225

Superficies 100 cm? 100

Na auséncia de crescimento caracteristico uma aliquota de 100 pL das amostras enriquecidas
(solucdo méae, 10™, mantidas a 30°C durante 24 horas) foi novamente inoculada a superficie do meio seletivo
(AIMB) e incubadas a 30°C durante 24 horas.

Apo6s o intervalo de tempo de incubagéo, quatro colonias com caracteristicas morfoldgicas tipicas de
aeromonas (colonias com 0,5-1,5 mm de didmetro, verdes, opacas e com o centro escuro) foram recolhidas
de cada amostra e purificadas por esgotamento do inéculo através de quatro passagens sucessivas em meio
seletivo (AIMB).

Processamento das amostras de aguas

As amostras de aguas (2 x 500 mL) foram processadas através do método das membranas
filtrantes. Para estas amostras foram utilizadas membranas com porosidade controlada de 0,45 um
(Scharlau, Barcelona, Espanha). Apo6s a filtracdo, as membranas foram depositadas em placas de petri
contendo o meio seletivo (AIMB) e incubadas a 30°C durante 24 horas.

Na auséncia de crescimento caracteristico, as membranas submetidas ao pré-enriqguecimento em
agua peptonada tamponada (30 °C/24 horas) foram depositadas a superficie do meio seletivo (AIMB) e
incubadas a 30°C durante 24 horas. Para todas as amostras processadas, apds o intervalo de tempo de
incubacdo, quatro colonias com caracteristicas morfoldgicas de aeromonas (coldénias com 0,5-1,5 mm de
diametro, verdes, opacas e com o centro escuro) foram recolhidas e purificadas por esgotamento do inéculo

através de quatro passagens sucessivas em meio seletivo (AIMB).
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2.2 ldentificagcdo ao nivel de género

Triagem fenotipica e conservacdo dos isolados

As culturas puras foram incubadas em meio ndo seletivo Brain Heart Infusion - BHI (Scharlau,
Barcelona, Espanha) durante 24 horas a 30°C, e posteriormente submetidas a uma triagem fenotipica que
contemplou a coloragdo gram, a morfologia das células e a pesquisa das atividades das enzimas citocromo-
c-oxidase e catalase. Todos os isolados identificados presuntivamente como membros do género
Aeromonas foram armazenadas em aliquotas, em BHI contendo 20% de glicerol a - 80°C, e em BHI sdlido,

pelo método de picada, para uso rotineiro (mantidos a 4°C).

Identificacdo molecular ao nivel de género

Para identificacdo molecular dos isolados selecionados apés a triagem fenotipica, o DNA foi obtido
através da extracao direta por fervura com adigdo de Chelex® 100 (10% de Chelex em TE).

De seguida realizou-se um PCR-duplex, no qual foram utilizados dois conjuntos de primers género-
especificos. As condicdes de PCR foram executadas de acordo com o método descrito por Marques (2011)
e estdo apresentadas na Tabela 2 e informacdes adicionais ho Anexo B. A especificidade da técnica foi
avaliada através de ensaios com as estirpes de referéncia provenientes da colecdo de cultura da DSMZ
(Deutsche Sammlung von. Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), A. bestiarium 13956"; A. caviae 7323";
A. enteropelogenes 6394"; A. hydrophila 30187"; A. veronii 7386 e A. schubertii 4882".

Tabela 4. Condicdes de reagdo de PCR utilizados na identificagdo molecular do género.

Concentragdes Concentrag@es dos Condicdes de reagdo
dos primers reagentes
1 puM (GCAT F + GCATR) Tampéo 1X; 94 °C (5 min),
Identificacéo MgCl; - 1,5 mM; 35 x [94 °C (45 sec), 60 °C (45 sec),
ao nivel de género 1 uM (16S F + 16S R) dNTPs - 0,2 mM,; 72 °C (45 sec)]
Taq 1U 72 °C (5 min)

Nota: Concentra¢gBesajustadas para um volume final de 25 pL. As reacbes de PCR foram realizadas num termociclador
(Doppio, VWR, Radnor, Pennsylvania, EUA). Todos os primers utilizados foram obtidos na Eurofins MWG Operon e os
demais reagentes na empresa NZYTech, Lda., Lisboa, Portugal.

Aos produtos de amplificacdo (8 pL) foram adicionados 3 pL de uma solugdo composta por azul
bromofenol e GelRed 40X (iNtRON Biotechnology, Korea) nas propor¢bes 1:1. Seguidamente os produtos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1%) em TBE 0,5X (0,1 M Tris, 0,1 M de acido bdrico,
0,2 mM EDTA). Em todos os ensaios de electroforeses o DNA Ladder Plus (1 Kb Plus, Invitrogen, Life
Technologies), foi usado como o marcador de massa molecular e os géis foram visualizados num
transiluminador de luz UV ImageMaster (PharmaciaBiotech, GE Healthcare, Reino Unido). A

reprodutibilidade da técnica foi avaliada através de ensaios adicionais utilizando 10% de réplicas bioldgicas.

2.3 Tipificagdo genémica

A tipificagdo genodmica foi realizada através da técnica RAPD (Random Amplification of Polymorphic
DNA), utilizando dois primers, 1281 e OPC19, em reacfes independentes. As condi¢cdes de PCR estédo
apresentadas na Tabela 5 e informag8es adicionais no Anexo B. O DNA foi obtido através da extracéo direta
por fervura com adi¢éo de Chelex® 100 (10% de Chelex em TE).
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Tabela 5. Condicdes de reacédo de PCR utilizados na tipificagcdo gendémica.

Concentragdes Concentragdes dos Condicdes de reagdo
Primers dos primers reagentes
OPC19 1puM Tampéo 1X; 94 °C (5 min),
MgCl; - 3,5 mM; 40 x [94 °C (45 sec), 40 °C (60 sec),
1281 1uM dNTPs - 0,2 mM; 72 °C (120 sec)]
Taq 1U 72 °C (5 min)

Nota: Concentracdes ajustadas para um volume final de 25 pL. As reacbes de PCR foram realizadas num
termociclador (Doppio, VWR, Radnor, Pennsylvania, EUA). Todos os primers utilizados foram obtidos na Eurofins
MWG Operon e os demais reagentes na empresa NZYTech, Lda., Lisboa, Portugal.

Aos produtos de amplificacdo (12 pL) foram adicionados 3 uL de uma solugdo composta por azul
bromofenol e GelRed 40X nas proporgdes 1:1. Seguidamente os produtos foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose (1,5 %) em TBE 0,5X. Nas electroforeses o DNA Ladder Plus foi usado como o marcador
de massa molecular e os géis foram visualizados num transiluminador de luz UV ImageMaster. A
reprodutibilidade da técnica foi avaliada através de ensaios adicionais utilizando 10% de réplicas biologicas.

A andlise dos perfis de RAPD foi realizada através do software BioNumerics (versao 6.6, Applied
Maths, Kortrijk, Bélgica) e apds a normalizacdo dos tragos densitométricos, as relagcdes de semelhanca
foram calculadas usando o coeficiente de correlagdo de Pearson e o método da média aritmética nédo
ponderada (UPGMA - unweighted pair-group method with average).

2.4 Avaliacdo do potencial de patogenicidade
2.4.1 Testes em placa

Os ensaios para pesquisa da atividade gelatinolitica foram realizados por inoculagdo das estirpes por
riscado no meio Gelatin Peptone Agar (Liofilchem, Italia). Os resultados foram lidos ap6s 24 horas de
incubac&o a 30°C e adic¢do de solucéo saturada de sulfato de amdnio. A presenca de enzimas gelatinoliticas
foi revelada pela formagé&o de halos translucidos.

Os isolados produtores de DNases extracelulares foram reconhecidos através da detecdo da
degradacgdo de acido desoxirribonucleico em meio de cultura. Para a pesquisa da atividade DNasica os
isolados foram inoculados por riscado em meio D-Nase agar (HI-Media) e incubados durante 24 horas a
30°C. Apos o periodo de incubacdo a degradacdo do acido desoxirribonucleico foi revelada pela adicdo de
0,01% de azul de toluidina (Merck). A formacg&o de halo rosa a volta do indculo indica a positividade da
prova.

A producgéo de lipases extracelulares foi avaliada no meio Spirit Blue Agar (Difco, Franklin Lakes,
USA), suplementado com banha de porco (comercial). O meio inoculado por riscado foi incubado a 30°C e a
leitura dos resultados positivos, para as estirpes produtoras de lipases, pode ser observada apés oito horas
pela formagédo de halos transparentes correspondentes a degradacao dos lipidos.

A atividade hemolitica foi pesquisada por ensaios em placas de Columbia agar suplementado com
sangue de cavalo (5%) - (Biogerm laboratérios, Maia, Portugal). As placas foram inoculadas por riscado e
incubadas durante 24 horas a 30°C. As estirpes B-hemoliticas foram identificadas pela observacdo de uma
zona transparente a volta do in6culo resultante da lise total dos eritrécitos, e as estripes a-hemoliticas foram
reconhecidas pela lise parcial dos eritrocitos.

A reprodutibilidade dos ensaios em placa foi avaliada por realizacéo de 10% de réplicas biolégicas.
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2.4.2 Pesquisados genes de viruléncia

Para pesquisa da presenca de genes de viruléncia, o DNA molde utilizado nas rea¢cGes de PCR foi
extraido pelo método do tiocianato de guanidina, a partir de culturas puras, de acordo com adaptacdo do
protocolo descrito por Pitcher et al., (1989).

Os isolados foram examinados quanto a presenca de nove genes que codificam para fatores de
viruléncia em Aeromonas spp. Foram utilizados primers especificos para sequéncias-alvo dos produtos:
elastase (ahyB); lipase (pla/lip/lipH3/alp-1); flagelinas A e B (flaA e flaB); proteina estrutural do sistema de
secrecdo do tipo Il (ascV) e a proteina efetoras (aexT); B-hemolisina (hlyA); enterotoxinas citotonicas
termoldabil (alt) e termo-estavel (ast) e enterotoxina citotdxica (act).

A pesquisa dos genes de viruléncia foi realizada em trés reacdes de PCR multiplex definidos com
base na temperatura de annealing e dimensdes dos fragmentos amplificados. As condicdes de PCR estéo

apresentadas na Tabela 6 e informacdes adicionais disponiveis no Anexo B.

Tabela 6. Reacdes de Multiplex-PCR — Concentracdes dos reagentes utilizados na pesquisa dos genes de

viruléncia.
Genes (Locus) Concentragdes Concentragdes Condicdes de
dos primers dos reagentes reacéo
aext 1,25 uM (aextF + aextR)
" ahyB 1 uM (elaF + elaR) Tampéo 1X; 94 °C (3 min),
@ MgCl; - 1,5 mM; 35 x [94 °C (30 sec),
= dNTPs - 0,2 mM; 55 °C (60 sec),
= flaA/B 1 uM (flaF + flaR) Taq 1U 72 °C (60 sec)]
= — , , 72 °C (5 min)
pla/lip/lipH3/alp-1 1 pM (lipF + lipR)
hlyA 1 uM (ahhF + ahhR)
N
x Tampéo 1X; 94 °C (3 min),
L alt 1 UM (altF + altR) MgCI2- 2,5 mM: 35 x [94 °C (30 sec),
= dNTPs - 0,4 mM; 62 °C (30 sec),
3 Taq 1U 72 °C (60 sec)]
ascV 1 pM (ascF + astR) 72 °C (5 min)
™ act 0,2 pM (actF + actR) Tampéo 1X; 94 °C (5 min),
3 MgCI2 - 1,5 mM; 35 x [94 °C (30 sec),
£ dNTPs - 0,2 mM; 69 °C (30 sec),
3 ast 0,2 UM (astF + astR) Taq 1U 72 °C (45 sec)]

72 °C (5 min)

Nota: Concentragfes ajustadas para um volume final de 25 uL. As reacdes de PCR foram realizadas num
termociclador (Doppio, VWR, Radnor, Pennsylvania, EUA). Todos os primers utilizados foram obtidos na
Eurofins MWG Operon e os demais reagentes na empresa NZYTech, Lda., Lisboa, Portugal.

Aos produtos de amplificacdo (8 pL) foram adicionados 3 pL de uma solugdo composta por azul
bromofenol e GelRed 40X nas proporcdes 1:1. Seguidamente os produtos foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose (1,5%) em TBE 0,5X (0,1 M Tris, 0,1 M de &cido boérico, 0,2 mM EDTA). Em todas
electroforeses o DNA Ladder Plus (1 Kb Plus, Invitrogen, Life Technologies), foi usado como o marcador de
massa molecular e os géis foram visualizados num transiluminador de Iluz UV ImageMaster
(PharmaciaBiotech, GE Healthcare, Reino Unido).

A reprodutibilidade da técnica foi avaliada através de ensaios adicionais utilizando 10% de réplicas

biolégicas. A estirpe de referéncia A. hydrophila 30187 foi utilizada como controlo positivo para os multiplex
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2 e 3. Para o multiplex 1 foram utilizados dois controlos positivos, a estirpe de referéncia 30187 para
amplificacdo dos genes ahyB, flaA/B e pla/lip/lipH3/alp-1 e o isolado A13 (identificacdo no Anexo C) para

amplificagdo do gene aext.

2.4.3 Perfil de sensibilidade aos agentes antimicrobianos

A suscetibilidade dos 111 isolados a 16 antibiéticos foi avaliada pelo método de difusdo em disco
segundo o Clinical Laboratory Standards Institute (2006). As zonas de inibicdo foram medidas ap6s 24 horas
de incubacdo a 30 °C. A interpretacdo dos perfis de suscetibilidade foi realizada de acordo com os
breakpoints (diametro a partir do qual o antimicrobiano atinge a concentracdo minima inibitéria) definidos
para Aeromonas spp. que foram previamente estabelecidos pelo CLSI M45-A (2006). Apenas para 0s
antimicrobianos, acido nalidixico e norfloxacina foram utilizados breakpoints para Enterobacteriaceae
definidos no CLSI M100-S18 (2008). Os antibiéticos e os respetivos breakpoints aplicados estao reunidos na

Tabela 7. Para avaliagdo da reprodutibilidade foram incluidos 10% de réplicas.

Tabela 7. Concentracdes e os respetivos breakpoints (mm) para os 16 agentes antimicrobianos utilizados neste

estudo.
Breackpoints (mm)
Antibidticos/
Classes Concentracdo dos discos (ug) R I S
B-Lactamicos + inibidores de Amoxicilina + <13 14-17 =18
B-Lactamases Ac. clavulanico (20/10)
Cefotaxime (30) <14 15-22 =23
Cefalosporinas — Ceftazidime (30) <14 15-17 >18
32 geragao
Ceftriaxone (30) <13 14-20 > 21
Carbapenémicos Ertapenem (10) <15 16-18 =19
Imipenem (10) <13 14-15 =16
Monobactamicos Aztreonam (30) <15 16-21 222
Amicacina (30) <14 15-16 217
Aminoglicosidos Gentamicina (10) <12 1314 >15
Tetraciclinas Tetraciclina (30) <14 15-18 =19
Quinolonas Acido nalidixico™™ (30) <13 14-16 217
Ciprofloxacina®* (5) <15 16-20 > 21
. Levoflonacina®® (5) <13 14-16 >17
Fluoroquinolonas .
Norfloxacina® (10) <12 13-16 222
Fenicois Cloranfenicol (30) <12 13-17 >18
Inibidores Trimetoprim-sulfametoxazol <10 11-15 =16
da via dos folatos (1.25/23.75)
Legenda: S — suscetivel; | - intermédio; R - resistente. Todos os discos de antimicrobianos pertencem a marca

Oxoid, Basingstoke, Reino Unido.

2.4.4 Anédlise estatistica

A andlise do Qui-quadrado (x2) foi utilizada para determinar a independéncia estatistica entre os
potenciais fatores de viruléncia dos isolados clinicos e ambientais. O valor de probabilidade (po-value) <0,05

foi considerado como estatisticamente significativo (Pestana and Velosa, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento e identificacdo ao nivel de género

Uma variedade de meios diferenciais e seletivos tém sido propostos para o isolamento de
Aeromonas spp. a partir de amostras clinicas, alimentares e ambientais. Entre os meios de cultura que séo
frequentemente utilizados para o isolamento de bactérias pertencentes a este género, os agentes seletivos
normalmente utilizados sdo antibiéticos (ex. ampicilina) e/ou inibidores usados em meios de cultura para
selecdo de Enterobacteriaceae (ex. sais biliares). Na maioria destes meios € adicionado um Unico agente
diferencial (ex. dextrina, xilose, DNA, ou amido) que permite diferenciar as colénias dos microrganismos com
base em caracteristicas bioquimicas ou no metabolismo de glucidos (Farmer Il et al., 2006). Varios estudos
tém sido realizados no sentido de avaliar a melhor utilizacdo dos meios existentes para a recuperacao de
aeromonas, mas ndo ha um meio Unico (ou combinacdo de meios) que tenha recebido aceitacdo geral
(Igbinosa et al., 2012; Naharro et al., 2011). Apesar da falta de consenso, alguns meios de cultura (ex.
Starch glutamate ampicillin penicillin 10C) tém sido reconhecidos como altamente seletivos para o
isolamento de aeromonas a partir de amostras extremamente contaminadas (Igbinosa et al., 2012; Naharro
et al.,, 2011). No entanto, ha que ter em conta que, dada a variabilidade fisiolégica e metabdlica em
aeromonas, um meio altamente seletivo possivelmente levaria & inibicao de alguns membros deste género.

O meio utilizado no presente estudo, Aeromonas Isolation Medium Base (AIMB), foi desenvolvido a
partir da formulacdo descrita por Ryan (1985), sendo uma modificagdo do meio XLD (xilose, lisina, dextrose)
que favorece o crescimento de Aeromonas spp, Plesiomonas spp., Pseudomonas spp. e
Enterobacteriaceae. Para melhorar o desempenho no isolamento de Aeromonas spp., € recomendada a
suplementacdo com ampicilina na concentracdo de 5 mg.L”'. Esta concentracdo estd abaixo da
concentracdo minima inibitéria para algumas estirpes de Aeromonas a este agente antimicrobiano,
permitindo a recuperagéo de uma maior diversidade.

No presente estudo, um total de 85 amostras provenientes de trés locais de amostragem
(hipermercado, matadouro de suinos e fabrica de queijos) foram analisadas com o objetivo de avaliar a
disseminacdo de Aeromonas spp.. A descricdo das amostras e respetivos locais de amostragem estdo

compilados no Anexo A. O total de isolados recuperados nos diferentes locais de amostragem esta resumido

na Figura 1.
i . 27
Fabrica de queijos 911 i Caracteristicas macroscopicas
i 46 . -
Matadouro de suinos ? 37 E Triagem fenotipica
24
. 4 91 ® Identificacdo molecular ao nivel
Hipermercado 58 de género
_ 39

Figura 1. N° total de isolados recuperados nos diferentes locais de amostragem.

O passo inicial de isolamento foi realizado no meio de cultura AIMB, em seguida, quatro colonias
caracteristicas de aeromonas neste meio (verde escuro, opacas € mais escuras no centro, diametro 0,5 -1,5
mm) foram selecionadas a partir de cada amostra. Imagens de coldnias caracteristicas de Aeromonas
hydrophila estdo representadas nas Figuras 2A e 2B.
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Figura 2. A e B - Colonias
caracteristicas de Aeromonas
hydrophila em meio seletivo
Aeromonas medium base.

No total, 164 isolados foram recolhidos e seguidamente purificados em quatro passos de repicagem
por esgotamento do inéculo em meio seletivo (AIMB). Os isolados, uma vez em culturas puras, foram
cultivados em BHI a 30°C durante 24 horas. Seguidamente foram submetidos a uma triagem fenotipica que
contemplou a coloracdo de Gram, a morfologia das células e a pesquisa das atividades das enzimas
citocromo-c-oxidase e catalase. Dos 164 isolados iniciais, apds os testes referidos, 106 foram identificados
como presuntivamente pertencentes ao género Aeromonas.

A identificacdo molecular ao nivel de género envolveu a detecdo de dois genes alvos, através da
utilizacdo de primers género-especificos: Um par de primers dirigido para uma regido do rRNA16S
conservada entre as diferentes espécies do género Aeromonas e um segundo par de primers dirigido para
uma sequéncia conservada do gene gcat (fosfolipase glicerolfosfolipideo-colesterol aciltransferase). No
ensaio realizado para avaliacdo da especificidade da técnica utilizaram-se seis espécies de referéncia, A.
bestiarium 3956'; A. caviae 7323"; A. enteropelogenes 6394"; A. hydrophila 30187"; A. schubertii 4882"; A.
veronii 7386" (provenientes da colecdo de culturas DSMZ). O amplicdo do rRNA16S (521 pb) foi detetado
em todas as espécies analisadas, enquanto que o amplicho GCAT (237 pb) ndo foi detetado em A.
schubertii.

A auséncia do amplicdo GCAT no ensaio realizado com a estirpe tipo da espécie A. schubertii ndo
invalida a metodologia uma vez que a identificagdo ao nivel do género é garantida pela presenca do
amplicdo rRNAL6S.

Para os isolados sujeitos a analise molecular observaram-se dois tipos de resultados: auséncia de
amplificagcéo (isolados considerados ndo-aeromonas) e a presenca dos dois amplicBes, GCAT e RNA 16S.
Assim dos 106 isolados submetidos a identificagcdo molecular ao nivel de género, 72 foram confirmados
como membros do género Aeromonas.

Apenas 44% (72/164) dos isolados recolhidos das placas de meio AMIB foram confirmados como
pertencentes ao género Aeromonas. A elevada percentagem de falsos positivos (56% 92/164) deve-se
principalmente as caracteristicas do meio seletivo. Tal como em todos 0s meios seletivos, o microbiota de
fundo ndo é completamente inibido. Isto significa que organismos que sdo muito proximos nas suas
caracteristicas fisioldgicas e metabdlicas, ocupam os mesmos nichos ecoldgicos e utilizam os mesmos
substratos, crescendo nos mesmos meios e portanto colénias de microrganismos distintos podem apresentar

caracteristicas muito semelhantes em meio seletivo.
No geral, a presenca de aeromonas foi registrada em 35% (30/85) das amostras analisadas, das

guais 33% (28/85) permitiram o isolamento apés o plagueamento direto em meio seletivo. A prevaléncia de

Aeromonas spp. nos diferentes pontos de amostragem esta descrita na Tabela 8.
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Tabela 8. Prevaléncia de Aeromonas spp. nos diferentes locais de amostragem.

Fabrica Hipermercado Matadouro
- Queijos (F) P) - Suinos
Amostras totais analisadas 26 20 19 20
Amostras positivas p/ Aeromonas spp. 6 13 1 10
Prevaléncia (%) 23 65 5 50

Legenda: F — amostras coletadas nas seccdes do talho e peixaria (superficies e
alimentos frescos); P — amostras coletadas nas sec¢des da charcutaria e gastronomia
(superficies e alimentos processados).

A descricdo das amostras positivas para presenca de aeromonas esta apresentada no
Anexo A.

No presente estudo, as amostras alimentares provenientes da fabrica de queijos foram negativas
para a presenca de aeromonas. No entanto algumas amostras de superficie e amostras de agua (inclusive
tratada) foram positivas. A partir destes dados conclui-se que h& uma circulagdo de bactérias pertencentes a
este género bacteriano no ambiente e apesar de ndo haver evidéncias da presenca de aeromonas nos
produtos finais, a presenca destes microrganismos em superficies que contatam direta ou indiretamente com
os alimentos, € indicativa de que as superficies séo potenciais fontes de contaminacéo cruzada.

Relativamente a presenc¢a de aeromonas no matadouro de suinos, cerca de 50% (10/20) do total de
amostras analisadas foram positivas. A elevada prevaléncia de microrganismos em ambientes de abate de
animais esta maioritariamente associada a matéria-prima, principalmente aos ganglios linfaticos, pele, e trato
gastrointestinal dos animais, e associada as condi¢Bes insatisfatérias de higiene durante o processamento
desta matéria-prima, o que permite a disseminacdo dos microrganismos (James, 2005). Apesar dos
membros do género Aeromonas nao serem considerados microrganismos autéctones do microbiota de
mamiferos, a constante exposicdo dos animais a estas bactérias permite uma colonizacdo transitéria,
fazendo com que os animais atuem como disseminadores deste agente.

A pesquisa da presenca de aeromonas num ponto de distribuicdo de alimentos diretamente para o
consumidor foi realizada num hipermercado. As recolhas foram realizadas em duas secc¢fes de alimentos
frescos (talho e peixaria) e duas seccdes de alimentos processados e prontos para 0 consumo (gastronomia
e charcutaria). Esta recolha de amostras de superficies foi realizada antes e depois da higienizacdo do
espaco.

A baixa prevaléncia observada, 5% (1/19), nos ambientes onde h& circulagdo dos alimentos
processados estd de acordo com relatos de estudos que mostram que a maioria das abordagens modernas
para controlar os niveis de contaminagdo com microrganismos (ex. adicdo de oxidantes, tratamento térmico,
alteracao de condi¢cbes de pH, e adicdo de NaCl) é eficaz na reducédo da carga de aeromonas (Daskalov,
2006). Embora ndo seja frequente, alguns estudos relatam a presenca de aeromonas em alimentos
processadas (James, 2005). Assim torna-se necessario um estudo mais detalhado neste ambito, dado que
algumas técnicas de processamento de alimentos levam a reducédo da carga microbiana mas ndo impedem
0 posterior desenvolvimento de microrganismos. Nao podemos também desprezar a probabilidade de
contaminag®es cruzadas nestes ambientes. A elevada prevaléncia de aeromonas, 65% (13/20), nas secc¢des
onde ha circulagao de alimentos frescos (talho e peixaria) era esperada, uma vez que a matéria-prima com
elevada carga microbiana funciona como disseminador do agente nestes ambientes.

A presenca de aeromonas foi também avaliada em algumas superficies do hipermercado apés os

procedimentos habituais de higienizagdo. No talho e na peixaria, ap6s a higienizacdo, apenas em duas
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superficies se obtiveram resultados positivos para a presenca de aeromonas. Nenhuma amostra proveniente
da charcutaria e da gastronomia foi positiva para a presenca de aeromonas ap0s a higienizacdo das
respetivas superficies. A reducdo da prevaléncia apdés a higienizacdo das superficies indica que
provavelmente os produtos e processos de higienizacdo nestes ambientes séo eficazes, promovendo uma

reducéo significativa na carga de aeromonas.

A presenca de aeromonas em todos os locais de onde foi realizada a recolha de amostras reflete a
ampla disseminagcdo do género. No entanto, é importante frisar que os isolados foram maioritariamente
recuperados de locais onde ha circulacdo de alimentos frescos (talho, peixaria e matadouro de suinos). Este
dado reflecte a constante exposicdo dos animais, que sao utilizados na alimentacdo humana ao agente
microbiano, e desta forma estes animais atuam como um veiculo de disseminacdo de estirpes de
Aeromonas nestes ambientes. A auséncia de isolados de aeromonas em amostras de alimentos prontos
para o consumo humano é um indicativo de que as técnicas utilizadas para controlar os niveis de
contaminacédo, nesta categoria de alimentos, sao eficazes na reducao significativa da carga microbiana. No
entanto, a circulagdo de aeromonas nestes ambientes associada a praticas de higiene insatisfatorias pode

conduzir a contaminag&o apos o processamento do alimento.

A alta prevaléncia ambiental de Aeromonas spp. tem sido considerada por alguns autores como uma
importante ameaca a saude publica, uma vez que infe¢cdes associadas a estas bactérias sdo adquiridas
principalmente através do consumo de agua e alimentos contaminados. De forma a auxiliar a melhor
compreenséo do potencial perigo associado a exposicdo constante ao género Aeromonas, foram integrados
na colecdo, isolados de diferentes origens. Assim, um total de 120 isolados, incluindo isolados de agua de
consumo humano, agua néo tratada, sedimentos, alimentos, amostras clinicas e de fezes de individuos
saudaveis. Estes isolados foram fornecidos por laboratérios colaboradores em diferentes paises
(Bangladesh; Bélgica; Brasil; Dinamarca; Portugal; Tailandia e Vietnam). Estes isolados foram anteriormente
identificados a nivel de espécie nos laboratérios de origem.

Aos 72 isolados de Aeromonas spp. identificados a nivel de género no decorrer do presente trabalho
foram ainda adicionados oito isolados provenientes do Departamento de Alimentacdo e Nutricdo do Instituto
Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) e 18 isolados de &guas residuais provenientes da Empresa
Portuguesa de Aguas Livres (EPAL), todos identificados ao nivel de género.

A colegdo inclui também as seis estirpes de referéncia referidas anteriormente - A. bestiarium
13956"; A. caviae 7323"; A. enteropelogenes 6394"; A. hydrophila 30187"; A. veronii 7386 e A. schubertii
4882".

3.2 Tipificacdo gendmica

Uma elevada variedade de métodos moleculares de tipificacdo gendémica tém sido utilizados para
identificacao e/ou diferenciagcdo de isolados de Aeromonas. Entre os varios métodos, RAPD-PCR (Random
Amplification of Polymorphic DNA) e Rep-PCR (repetitive element), tém sido muito utilizados em estudos de
diversidade gendmica devido a simplicidade de execuc¢édo e rapidez na obtencdo de resultados. A técnica
RAPD-PCR baseia-se na utilizacdo de um Unico primer de sequéncia gerada aleatoriamente, e associado a
baixas condi¢des de restringéncia permite a amplificacdo de fragmentos de DNA distribuidos aleatoriamente

pelo genoma. A técnica Rep-PCR recorre a utilizacdo de primers dirigidos para sequéncias existentes e
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repetidas em diferentes regides do cromossoma bacteriano. Deste ultimo conjunto fazem parte as
sequéncias ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus), M13 (derivada da sequéncia “core” do
bacteriofago M13) e REP (repetitive extragenic palindrome) (Khajanchi et al., 2010; Pablos et al., 2011;
Sinha et al., 2004: Szczuka and Kaznowski, 2004; Tac&o et al., 2005).

Apesar desta diversidade de técnicas, o principio € o mesmo. O resultado é a amplificacdo de um
conjunto de fragmentos de DNA polimorficos, caracteristicos de um determinado microrganismo e muitas
vezes 0s métodos sdo usados em combinagéo, a fim de se alcancar um maior poder discriminante.

Na presente investigacao, a eficacia das técnicas de tipificacdo — RAPD-PCR, ERIC-PCR, REP-PCR
e M13-PCR - foi avaliada em ensaios independentes, com as estirpes de referéncia da colecao em estudo.
Os resultados obtidos revelaram que os perfis de RAPD exibiram um maior nimero de fragmentos
amplificados e portanto, provavelmente possui um maior poder discriminante comparativamente com as
demais técnicas analisadas.

Desta forma, os isolados da colecdo em estudo (N = 218) foram submetidos a tipificacdo genémica
recorrendo ao método RAPD-PCR com dois primers, 1281 e OPC19 (em reacfGes de amplificacdo
independentes). Embora os perfis obtidos possam fornecer informacdo redundante, uma andlise conjunta
leva ao aumento do poder discriminante da técnica, ampliando a sensibilidade na distincdo dos grupos
gendémicos. Com objetivo de avaliar a reprodutibilidade da técnica 10% de réplicas bioldgicas foram
analisados em ensaios independentes.

A analise conjunta dos perfis RAPD obtidos foi avaliada no software BioNumerics e apds a
normalizacao dos tragos densitométricos, as relagfes de semelhanca foram calculadas usando o coeficiente
de correlacdo de Pearson e o método de aglomeragdo baseado na meédia aritmética ndo ponderada
(UPGMA). A construcdo de dendrogramas de similaridade foi realizada para cada grupo de isolados,
consoante o tipo de amostra e local de origem (Ex. fabrica de queijos, matadouro de suinos, hipermercado,
amostras clinicas). Adicionalmente, procedeu-se a construgdo de um dendrograma com os perfis RAPD
obtidos para as réplicas e os respetivos isolados “originais”, tendo sido observado nivel de semelhanca de
76%. Desta forma, todos os isolados de um cluster formado a niveis superiores ao nivel de reprodutibilidade
(76%) foram considerados muito semelhantes do ponto de vista genémico e portanto apenas um isolado de
cada um destes clusters foi selecionado como representante para estudos subsequentes.

A andlise dos diferentes dendrogramas permitiu a selecdo de 111 isolados representantes para
avaliacdo do potencial patogénico através da pesquisa dos fatores de viruléncia e avaliacdo do perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos. Os isolados representantes da coleccdo em estudo estdo identificados
no Anexo C.

A titulo exemplificativo, um dos dendrogramas construidos com base na analise dos perfis RAPD

esta representado na Figura 3.
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Figura 3. Dendrograma de similaridade gendémica obtido a partir dos perfis de RAPD-PCR de 38 isolados de
Aeromonas spp. provenientes do hipermercado. As relagbes de semelhangas foram calculadas usando o coeficiente de
correlacéo de Pearson e os clusters formados através do método média aritmética ndo ponderada (UPGMA). Linha azul:
nivel de reprodutibilidade (76%). A vermelho: Isolados selecionados para avaliagdo do potencial patogénico.

Na técnica de RAPD, a temperatura de hibridacao utilizada é suficientemente baixa (40°C) de modo
a permitir que o primer hibride com o DNA molde mesmo n&o existindo homologia total entre ambos. O
numero de cOpias de cada sequéncia depende da eficiéncia com que o primer se liga a cada par de locais,
dependendo do grau de homologia entre o primer e DNA alvo. Estas caracteristicas possibilitam a utilizacdo
desta técnica em qualquer DNA alvo, ja que néo existe necessidade de conhecimento prévio do genoma em
estudo. No entanto as baixas condi¢des restringentes de PCR, provocadas pela pequena dimensdo do
primer e baixa temperatura de hibridacdo tornam estas técnicas muito sensiveis a fatores externos (ex.
pequenas oscilacbes de temperatura, variagbes na razdo DNA/primers, refletindo-se numa baixa
reprodutibilidade (Szczuka and Kaznowski, 2004).

Desta forma, o baixo nivel de reprodutibilidade observado (76%) deve-se a algumas variagbes dos
perfis de RAPD-PCR entre as réplicas e os respetivos “originais”. No entanto, uma vez que a técnica é
altamente sensivel a erros, podemos inferir que isolados que se agrupam a niveis de semelhanca muito
elevados sédo de facto muito semelhante do ponto de vista gendémico. Portanto a técnica utilizada, garante
gue nao houve perda de diversidade na sele¢éo dos isolados representantes para avaliacdo do potencial de

patogenicidade.
3.3 Potencial de patogenicidade

3.3.1 Fatores de viruléncia

Embora o papel do género Aeromonas como agentes etioldgicos de gastroenterite ainda nédo esteja

claramente compreendido, muitos fatores de viruléncia tém sido descritos como marcadores do potencial
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patogénico destas bactérias. Assim, a presenca de genes associados a viruléncia, cuja importancia foi
observada anteriormente (Rabaan et al., 2001; Cascon et al., 2000; Kirov et al., 2004; Sha et al., 2002), foi
analisada entre os isolados em estudo. Nove genes de viruléncia foram pesquisados utilizando primers
especificos para a enterotoxina citotoxica (act); proteina efetora do sistema de secre¢do do tipo Il (SST3)
(aexT); elastase (ahyB); enterotoxina citoténica termolabil (alt); proteina estrutural do SST3 (ascV);
enterotoxina citoténica termo-estavel (ast); flagelinas A e B (flaA/B); hemolisina (hlyA) e lipases
(pla/lip/lipH3/alp-1). Adicionalmente, realizaram-se ensaios em placa para a pesquisa das atividades
DNasica, gelatinolitica, lipolitica e hemolitica. Os resultados obtidos estédo sumarizados na Tabela 9.

Como ja foi referido, para a analises dos resultados foi realizado um tratamento estatistico utilizada
para determinar a independéncia estatistica entre os potenciais fatores de viruléncia dos isolados clinicos e
ambientais.

Tabela 9. Nimero total de isolados positivos para a presenca de potenciais fatores de viruléncia.

N° total de isolados/Genes de viruléncia N° total de isolados/
Expressédo fenotipica
Total de isolados act aext ahyB alt ascV ast flaA/B hlyA lip DNase GEL LIPA HEM
Ambientais
©
82 N =64 40 6 37 30 5 6 28 21 32 56 63 50 63
c £
‘—3 g Clinicos
2 9
© N=5 4 2 2 2 3 1 2 1 2 5 5 1 5
» Ambientais
o 0O
E -g 2 N =22 13 3 14 15 4 0 12 12 16 17 19 5 22
oS ®
B S5 Clinicos
38 %
—=9 N =20 6 3 7 12 5 1 6 6 9 18 16 13 20

Legenda: Genes de viruléncia: act (enterotoxina citotdxica, B-hemolisina); aext (proteina efetora do sistema de secrecéo
do tipo Il — ADP-ribosina); ahyB (elastase); alt (enterotoxina citotdnica termolabil); asc (proteina estrutural do sistema de
secrec¢do do tipo Ill); ast (enterotoxina citotonica termo-estavel); flaA/B (flagelinas A e B); hlyA (B-hemolisina); lip (lipases
e fosfolipases - pla/lip/lipH3/alp-1). Expressao fenotipica: DNases; GEL (gelatinase); LIPA (lipase) e HEM (hemolisinas).

Cerca de 87% (96/111) dos isolados foram identificados como produtores de DNases extracelulares
pela observacdo de halos rosa a volta do inéculo, resultante da degradacéo de acido desoxirribonucleico no
meio de D-Nase agar. A elevada percentagem de produtores de DNases extracelulares esta de acordo com
estudos realizados por outros autores (Chacon et al., 2003; Nagar et al., 2011). Embora o papel das DNases
extracelulares de aeromonas, no processo infecioso, ainda ndo tenha sido confirmado experimentalmente,
relatérios de estudos anteriores sugerem, a participacdo destas enzimas na patogénese (Pemberton et al.,
1997; Scoaris et al., 2008). Os dados do presente estudo revelam que as DNases extracelulares estdo
altamente disseminadas no género Aeromonas e ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas na atividade enzimatica entre isolados clinicos e ambientais.

A producédo de lipases extracelulares foi avaliada no meio Spirit Blue Agar e os resultados positivos
foram observados em 62% (69/111) dos isolados. Relativamente a pesquisa de genes codificantes para
lipases/fosfolipases entre os isolados representantes, os primers utilizados nas reacdes de PCR foram
desenhados para sequéncias conservadas entre quatro genes codificantes para lipases e fosfolipases
(pla/lip/lipH3/alp-1) (Sen and Rodgers, 2004). Na presente investigagdo, os primers selecionados permitiram
a amplificacdo de bandas com massa molecular correspondente ao amplicdo esperado (aproximadamente
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380 pb) em 53% (59/111) dos isolados. Estes resultados estdo de acordo com a observada pelos autores
Sen e Rodgers (2004).

Relativamente a atividade lipolitica, observadas entre isolados clinicos 56% (14/25) e ambientais
64% (55/86), as diferencas observadas ndo sao estatisticamente significativas. No entanto, a prevaléncia do
amplicdo (pla/lip/lipH3/alp-1) foi estatisticamente superior nos isolados ambientais 56% (48/86)
comparativamente com os isolados clinicos 44% (11/25).

Correlacionado o fenétipo lipolitico dos isolados com a presenca do amplicao pla/lip/lipH3/alp-1, foi
possivel observar concordancia em 74% (82/111) dos isolados. Relativamente aos 26% (29/111) de
discordancias observadas entre as duas abordagens deve-se ter em consideracdo que, em geral, 0s ensaios
fenotipicos tém varias limitac6es. Muitas bactérias podem alterar a expressédo do gene, 0 que pode ocorrer
de forma espontanea ou em resposta a diferentes estimulos ambientais. Por outro lado, a presenca da
atividade enzimatica na auséncia do amplicdo esperado pode ser explicada pela possivel presenca de
outros genes codificantes de lipases/fosfolipases ndo pesquisados no presente estudo.

A expressdo fenotipica de proteases extracelulares foi revelada pela observacdo de halos
translicidos no meio Gelatin Peptone Agar. Cerca de 90% (103/111) dos isolados foram identificados como
produtores de proteases extracelulares capazes de degradar a gelatina. Resultados semelhantes foram
obtidos por Nagar et al., (2011). Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
isolados clinicos e ambientais relativamente a atividade de proteases extracelulares.

O género Aeromonas tem sido caracterizado como produtor de uma vasta gama de proteases
extracelulares (metaloproteases, proteases de serina, e aminopeptidases) capazes de degradar as proteinas
bioldgicas complexas presentes no tecido conjuntivo e soro, incluindo fibrinogénio, y-imunoglobulina,
albumina, elastina e colagénio (Janda and Abbott, 2010; Zacaria et al., 2009). Embora tenham sido na sua
generalidade identificadas como potenciais fatores de viruléncia (Zacaria et al., 2009), apenas algumas
proteases extracelulares de aeromonas tém sido intensivamente estudadas, como as elastases AhyA e
AhyB (Cascoén et al., 20002; Cascon et al., ZOOOb). No presente estudo, o gene da protease elastase AhyB foi
identificado em 54% (60/111) dos isolados. Esta frequéncia observada é inferior & descrita pelos autores Sen
e Rodgers (2004), Guerra et al., (2007). Diferencas estatisticamente significativas foram observadas entre
isolados clinicos 36% (9/25) e ambientais 59% (51/86).

Os amplicdes correspondentes aos genes flaA/B foram identificados em 43% (48/111) dos isolados.
Embora, a prevaléncia dos genes flaA/B tenha sido superior nos isolados ambientais 47% (40/86)
comparativamente com os isolados clinicos 32 % (8/25), ndo foram identificadas diferengas estatisticamente
significativas. Estas estruturas responsaveis pela locomocdo de muitas bactérias, respondem a estimulos
sensoriais (quimiotaxia) (Merino et al., 2006), permitindo a locomo¢@o em dire¢do a novos substratos e
portanto conferem uma vantagem adaptativa na colonizagdo de diferentes ambientes. Desta forma, os
flagelos polares permitem a colonizacéo de diferentes nichos, inclusive a coloniza¢do dos tecidos do
hospedeiro embora ndo sejam suficientes para o desenvolvimento do processo infecioso.

Relativamente ao sistema de secrecao do tipo 11l (SST3), a prevaléncia observada para o gene ascV
foi de 15% (17/111) e o gene aext foi identificado em 13% (14/111) dos isolados. A distribuicdo dos genes
ascV e aext, em termos gerais, apresentou maior frequéncia em isolados clinicos, o gene ascV foi detetado
32% dos isolados cinicos enquanto que 20% presentaram amplificacdo o gene aext. A frequéncia de ambos
os genes foi de 10% entre os isolados ambientais. De fato, é expectavel uma maior prevaléncia do SST3

entre os isolados clinicos, dada a sua correlagdo com a patogenicidade.
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Quanto as enterotoxinas, a baixa frequéncia observada para o gene ast 7% (8/111) entre os isolados
de Aeromonas analisados neste estudo é semelhante ao relatado em estudos realizados por Kingombe et
al.,, (2010) e Wu et al., (2007) mas contrasta com a alta frequéncia relatada por Sen e Rodgers (2004) e
Albert et al., (2000). Albert et al., (2000) sugerem que estas diferencas observadas nas frequéncias do gene
ast podem estar relacionadas com questfes geograficas. No presente estudo ndo observamos
predomindncia do gene em nenhum ambiente especifico e ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre isolados clinicos 8% (2/25) e ambientais 7% (6/86).

O gene alt foi identificado em 53% (59/111) dos isolados. Esta frequéncia observada é semelhante a
gue foi relatada em estudos realizados por Kingombe et al., (2010) e Wu et al., (2007), Sen e Rodgers (2004)
e Albert et al., (2000). No presente estudo néo foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre isolados clinicos 56% (14/25) e ambientais 52% (45/86).

A pesquisa da atividade hemolitica foi realizada no meio Columbia Agar suplementado com sangue
de cavalo (5%). Cerca de 99% (110/111) isolados apresentaram um fenétipo hemolitico (30°C). VariagGes
nos tipos de hemolise foram observadas (a-hemdlise e B-hemodlise), apesar de ndo haver diferencas
estatisticamente significativas entre os isolados clinicos e ambientais (p<0,05). A elevada frequéncia de
isolados produtores de hemolisinas observada neste estudo esta de acordo com relatos anteriores (Brenden
and Janda, 1987; Guerra et al., 2007; Nagar et al., 2011).

No género Aeromonas, estdo descritas uma grande variedade de genes codificantes para toxinas
hemolisinas e fosfolipases que conduzem a lise de eritrocitos. No presente estudo, foram pesquisados os
genes para hemolisinas - act e hlyA. Aproximadamente 55% (62/111) dos isolados apresentaram o gene act
e para o gene hlyA a frequéncia observada foi de 36% (40/111). Em cerca de 63% (70/111) dos isolados
foram identificados pelo menos um dos genes (act e/ou hlyA). Nossos resultados sdo semelhantes aos
relatados por Kingombe et al., (1999), Sen e Rodgers (2004) e Nagar et al., (2011). A frequéncia observada
para o gene act foi superior nos isolados ambientais 61% (53/86) quando comparado com a frequéncia
observada para os isolados clinicos 40% (10/25). Da mesma forma, a frequéncia observada para o gene
hlyA foi superior entre os isolados ambientais 38% (33/86) quando comparado com os isolados clinicos 24%
(7126)

Embora a presenca dos genes codificantes para hemolisinas tenham sido identificados em 63% dos
isolados, apenas um dos isolados ndo apresentou um fenétipo hemolitico, ou seja, em 27% dos isolados
hemoliticos ndo foram identificados os genes act ou hlyA. Estas discrepancias podem ser explicadas pela
existéncia de outras hemolisinas cujos genes ndo foram pesquisados no presente estudo.

Entretanto, o gene gcat que tem sido utilizado como um marcador molecular ao nivel de género
(Beaz-Hidalgo et al., 2010; Marques et al., 2011; Soler et al., 2002), também tem sido apontando como um
factor de viruléncia. Este gene codifica para a enzima glicerolfosfolipideo-colesterol aciltransferase que
possui atividade fosfolipidica na digestdo da membrana de eritrocitos, podendo atuar como hemolisina (Lee
and Ellis, 1990 in Chacén et al., 2002; Scoaris et al., 2008).

No presente estudo, a identificacdo molecular ao nivel de género envolveu a detecdo de dois genes
alvos, o rRNA16S e o gene gcat, ambos amplificados com primers desenhados para sequéncias
conservadas entre as espécies de Aeromonas. Os resultados observados mostram que o gcat esta
altamente disseminado, tendo sido detetado em todos os isolados cujo amplicdo do gene rRNA16S também
foi observado. Considerando a elevada disseminacdo do gene gcat entre os isolados em estudo e ao fato do
produto deste gene estar associado a lise de eritrocitos, podemos inferir que a fosfolipase GCAT pode estar

a contribuir para os fenétipos hemoliticos observados.
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3.3.2 Perfil de sensibilidade aos agentes antimicrobianos

O perfil de suscetibilidade dos 111 isolados em estudo foi avaliado pelo método de difusédo segundo
o Clinical Laboratory Standards Institute (2006). Para esta andlise foram selecionados 16 antibiticos
representantes de diferentes classes e com diferentes alvos na célula bacteriana (Materiais e métodos -
Tabela 7). A interpretacdo dos perfis de suscetibilidade foi realizada de acordo com os breakpoints definidos
para Aeromonas spp. previamente estabelecidos pelo CLSI M45-A (2006). Apenas para 0s antimicrobianos,
acido nalidixico e norfloxacina foram utilizados breakpoints para Enterobacteriaceae definidos no CLSI
M100-S18 (2008). Os perfis de suscetibilidade dos isolados em estudo estéo apresentados no Anexo D e os
resultados globais dos perfis estdo organizados na Tabela 10. Em termos gerais, aproximadamente 38% dos

isolados apresentaram um fenotipo de suscetibilidade a todos os antibiéticos analisados.

Tabela 10. Nimero total de isolados de Aeromonas spp. com resisténcia aos antimicrobianos analisados neste

estudo.
Antibidticos
Origem dos isolados AMC CTX CAZ CRO ETP IPM ATM AK CN TE NA CIP LEV NOR C STX
Fabrica de queijo (N= 8) 1 0 0 0 0 0 0 0o 0 0O o0 OO 0 0o 0 O
Hipermercado (N= 20) 6 0 0 0 0 0 0 0O 0 1 4 o0 0 0o 0 o0
[ Matadouro (N= 19) 15 0 0 0 5 0 0 2 0 3 0 0 O 0o 0 1
*g EPAL (N=13) 6 0 0 0 0 0 0 0o 0 3 8 1 0 4 0o 2
o INSA (N=4) 3 3 0 3 1 0 3 0o 0o o0 2 0 0 0 0 0
Clinica (N=5) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0 0 0
Q@ Ambientais (N= 22) 2 1 1 0 0 0 3 1 0 4 7 0 0 0 5 3
=)
38
Clinica (N= 20) 6 1 3 2 0 0 1 1 3 5 8 0 0 0 1 1
Total N=111 40 5 4 5 6 0 7 4 3 19 32 1 0 4 6 5

Legenda: AK — amicacina; AMC — amoxicilina/acido clavulanico; ATM — aztreonam; C — cloranfenicol; CAZ — ceftazidima;
CIP — ciprofloxacina; CN — gentamicina; CRO — ceftriaxona; CTX — cefotaxima; ETP — ertapenem; IMP — imipenem; LEV —

levofloxacina; NA — acido nalidixico; NOR — norfloxacina; STX - trimetoprim/sulfametoxazol e TE — tetraciclina.
INSA - Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge
EPAL - Empresa Portuguesa de Aguas Livres

Relativamente a resisténcia aos f-lactamicos, a associacdo dos antimicrobianos amoxicilina/acido
clavulanico apresentou maior eficacia contra os isolados de Aeromonas analisados, cerca de 36% (40/111)
dos isolados apesentaram fenétipo de resisténcia a este antimicrobiano. A resisténcia observada no
presente estudo para esta associagédo B-lactamicos/inibidor de B-lactamases, estd de acordo com os estudos
realizados por Dias et al., (2012). Em contraste, outros estudos revelam niveis de resisténcias elevados (Vila
et al., 2003; Saavedra et al., 2004). Era esperado que a associagcdo de um antimicrobiano pertencente a uma
destas subclasses de [B-lactdmicos a um inibidor de B-lactamases promovesse uma potencializacéo da
eficacia dos farmacos. A observacao de cerca de 36% de isolados resistentes pode dever-se ao fato de que
muitas bactérias desenvolvem mdltiplos mecanismos de resisténcias que sao, com frequéncia,
complementares (Koneman et al., 2008).

De acordo com os resultados reportados anteriormente por Aravena-romana et al., (2012), Dias et
al., (2012), Nagar et al., (2011) e Wu et al., (2007), o presente estudo, aproximadamente 4% (5/111) dos
isolados apresentaram um perfil de resisténcia as cefalosporinas 32G (cefotaxime, ceftazidime e ceftriaxone)
e cerca de 6% (7/111) dos isolados apresentaram resisténcia ao aztreonam. A resisténcia aos

antimicrobianos carbapenémicos foi analisada através da avaliacdo dos perfis de suscetibilidade ao
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ertapenem e imipenem. Nenhum dos isolados em estudo apresentou um perfil de resisténcia ao imipenem,
enquanto para o ertapenem a resisténcia observada foi de 5% (6/111). No género Aeromonas, a resisténcia
aos carbapenémicos tem sido relatada em isolados com diferentes origens (Dias et al., 2012; Goni-Urriza et
al., 2000; Livermore et al., 2001).

Dentro da classe dos aminoglicosideos foram observados fendtipos de resisténcia para a
gentamicina - 3% (3/111) e amicacina - 4% (4/111). Em varios estudos é referida a resisténcia de
Aeromonas, com diferentes origens, aos aminoglicosideos (Dias et al., 2012; Goiii-Urriza et al., 2000; Guerra
et al., 2007; Palu et al., 2006). No entanto, em geral, os niveis de resisténcia observados para esta classe de
antimicrobianos sao baixos. Os mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos podem desenvolver-se por

mutagfes nos alvos dos farmacos, reducdo da permeabilidade membranar, transporte ativo do antibiético

para o exterior da célula ou por modificacdo enzimatica do antibiético, sendo este ultimo o0 mecanismo mais
comum de resisténcia aos aminoglicosideos (Warren Levinson, 2010). No género Aeromonas a resisténcia
aos aminoglicosideos tem sido associada a modificacdo enzimatica do antibiético por acdo das enzimas
aminoglicosidos 3'-adeniltransferase e aminoglicdsido-(6')-N-acetiltransferase codificadas pelos genes aadA
e aac(6')-1b-cr, respectivamente. Em Aeromonas, estes genes de resisténcia aos aminoglicosideos tém sido
identificados em elementos méveis de DNA (Henriques et al., 2006; Chang et al., 2007).

Os niveis de resisténcia observados para a tetraciclina foram relativamente elevados, cerca de 17%
(19/111) de todos os isolados analisados apresentaram um fenétipo de resisténcia a este antimicrobiano.
Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por Goni-Urriza et al., (2000) e Palu et al.,
(2006) mas abaixo dos observados por outros autores (Vila et al., 2003; Guerra et al., 2007; Dias et al.,
2012). Os elevados niveis de resisténcia a tetraciclina, tém sido associados a utilizacdo de tais agentes
antimicrobianos para a prevencdo e tratamento de doengas em humanos e animais (Gofii-Urriza et al.,
2000). H& varias décadas, a tetraciclina tem sido amplamente utilizada em clinica humana, veterinaria e
agricultura (Gilchrist et al., 2007), contribuindo para niveis mais elevados de resisténcia microbiana,
especialmente entre o género Aeromonas (Gofii-Urriza et al.,, 2000). Como consequéncia, estirpes de
Aeromonas tolerantes as tetraciclinas tém sido cada vez mais isoladas de fontes clinicas e ambientais. Entre
0s principais mecanismos de resisténcia as tetraciclinas o mais comum é o efluxo ativo destes farmacos.
Genes codificantes de determinantes de resisténcia as tetraciclinas, em Aeromonas, tém sido identificados
em elementos mdéveis e no cromossoma bacteriano (Balassiano et al., 2007; Henriques et al., 2008) e os
determinantes mais frequentemente observados codificam para bombas de efluxo (Chopra and Roberts,
2001 in Balassiano et al., 2007).

No geral, a frequéncia da resisténcia observada para o cloranfenicol foi de 5% (6/111), esta baixa
frequéncia € coincidente com os resultados apresentados por outros autores (Vila et al., 2003; Guerra et al.,
2007; Goni-Urriza et al.,, 2000). Nenhum dos isolados analisados, no presente estudo e que foram
recuperados a partir dos diferentes pontos de amostragens em Portugal, apresentaram um fenétipo de
resisténcia a este antimicrobiano. Uma das principais raz8es para esta observacdo pode dever-se ao facto
de que em Portugal, o uso deste antibiético ndo é permitido em producdo animal. A resisténcia a este
farmaco é observada em bactérias que produzem enzimas acetiltransferases, codificadas em plasmideos e
gue catalisam a acetilacdo do grupo 3-hidroxi do cloranfenicol, desta forma o produto é incapaz de ligar-se a
subunidade ribossomal 50S. No género Aeromonas, o0 fendtipo de resisténcia ao cloranfenicol tem sido
associado a presenca de genes codificantes para enzimas acetiltransferases identificados em elementos
méveis de DNA (Henriques et al., 2006; Chang et al., 2007).
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A percentagem da resisténcia observada para o trimetoprim-sulfametoxazol foi de 6% (7/111), esta
frequéncia esta de acordo com resultados apresentados por outros autores (Vila et al., 2003; Goni-Urriza et
al., 2000; Aravena-romana et al., 2012; Oliveira et al., 2011). Cinco dos sete isolados que apresentaram um
fendtipo de resisténcia ao trimetoprim-sulfametoxazol apresentaram simultaneamente resisténcia a outros
antimicrobianos, incluindo o acido nalidixico e a norfloxacina.

A resisténcia a esta classe de antibiéticos € mediada principalmente por sistema de transporte ativo,
cujos genes sao codificados em elementos mdveis, ou por mutacdo cromossomais no gene que codifica
para as enzimas alvos do antibidtico (Warren Levinson, 2010). No género Aeromonas, 0S genes
determinantes da resisténcia trimetoprim-sulfametoxazol tém sido associados a presenca de integrdes.
(Kadlec et al., 2011).

As fluoroquinolonas tém sido classificadas como eficazes em tratamentos de infe¢cdes associadas ao
género Aeromonas (Janda and Abbott, 2010), a eficacia desta classe de antimicrobianos tem sido
demonstrada em estudos in vivo em pacientes infectados e in vitro com isolados clinicos (Parker and Shaw,
2011). No presente estudo, a frequéncia de resisténcia as fluoroquinolonas foram relativamente baixas para
a norfloxacina - 4% (4/111) e ciprofloxacina - 1% (1/111) e nenhum dos isolados apresentou um fenotipo de
resisténcia para a levofloxacina. No entanto as estirpes analisadas apresentam um elevado nivel de
resisténcia ao 4acido nalidixico (quinolonas). Cerca de 29% (32/111) dos isolados representantes
apresentaram um fendtipo de resisténcia a este antimicrobiano. Em estudos anteriores, os niveis elevados
de resisténcia as quinolonas, no género Aeromonas, foram atribuidos principalmente a mutacdes
cromossomais pontuais como um resultado da selecé@o de estirpes resistentes 1apds exposi¢do excessiva a
agente mutagénicos (Miyahara et al., 2011 in Figueira et al., 2011; Gofii-Urriza et al., 2000). No entanto,
diferentes variantes de plasmideo que confere resisténcia as quinolonas mediada pelo gene gnr (codifica
proteinas de protecdo da DNA girase e topoisomerase V) foram detetados em estirpes de diferentes
espécies de Aeromonas isoladas de amostras ambientais (Picédo et al., 2008, Xia et al., 2010 in Figueira et
al., 2011; Cattoir et al., 2008; Gofii-Urriza et al., 2000).

De acordo com o conceito de multirresisténcia adotado no presente estudo (Magiorakos et al., 2011),
uma estirpe é considerada multirresistente quando apresenta um fenétipo de resisténcia a pelo menos um
antibiético de trés classes com alvos diferentes na célula bacteriana. Assim, no presente estudo, cerca de
11% (12/111) dos isolados analisados apresentaram um fenétipo multirresistente (MDR). O perfil de
multirresisténcia de cada dos isolados é indicado na Tabela 11.

O aumento da frequéncia de fen6tipos MDR em Aeromonas tem sido observado em isolados de
origem clinica e ambientais (Gofii-Urriza et al., 2000; Gofii-Urriza et al., 2002; Girlich et al., 2011). Alguns
estudos descrevem que a ocorréncia de fendtipos de multirresisténcia neste género bacteriano tem sido
associada a bombas de efluxo (Hernould et al., 2008; Seshadri et al., 2006). No entanto, a resisténcia a
multiplos antibiéticos em Aeromonas deve-se principalmente a presenca de varios genes determinantes de
resisténcia associados a elementos méveis de DNA (Bass et al., 1999, Goldstein et al., 2001 in Chang et al.,
2007; Libisch et al., 2008; Henriques et al., 2006) que contribuem para a disseminacdo de determinantes

genéticos de resisténcia antimicrobiana por transferéncia horizontal de genes (Chang et al., 2007).
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Tabela 11. Fenétipo de multirresisténcia observados entre os isolados em estudo.

Isolados Origem Fenétipo de resisténcia
A3 Matadouro de suinos - PT AMC - ETP - AK-TE
S5 Agua residual (EPAL) - PT AMC - TE - NA - CIP - NOR - STX
S8 Agua residual (EPAL) - PT AMC - TE - NA - NOR - STX
A219 Sedimento - TJ NA - C - STX
A226 Sedimento - VN AMC - AK - NA - STX
Al74 Fezes de humanos - BD NA - C - STX
Al54 Fezes de humanos - BD TE-NA-C-STX
A259 Clinica - PT AMC - TE - NA
Al43 Clinica - BE CAZ-CN-TE-NA
Al47 Clinica - BE AMC - CN - TE - NA - NOR
A206 Clinica - BE CTX-CAZ-CRO-ATM-TE-NA-C
A244 Clinica - BR AMC - CTX - CAZ - CN - TE - NA - NOR

Legenda: AK — amicacina; AMC — amoxicilina/acido clavulanico; ATM — aztreonam; C —
cloranfenicol; CAZ — ceftazidima; CIP — ciprofloxacina; CN — gentamicina; CRO —
ceftriaxona; CTX — cefotaxima; ETP — ertapenem; NA — &cido nalidixico, NOR —
norfloxacina; STX - trimetoprim/sulfametoxazol e TE — tetraciclina. Origens dos isolados:
Bangladesh (BD); Bélgica (BE); Brasil (BR); Portugal (PT); Tailandia (TJ) e Vietnam (VN).

Numa analise global, observamos fenétipos de multirresisténcia entre isolados clinicos e ambientais.
Teoricamente, era expectavel uma maior prevaléncia de fen6tipo de multirresisténcia em isolados clinicos
dada a maior pressdo seletiva, no entanto, sabe-se que o uso indevido e indiscriminado dos farmacos
(Warren Levinson 2010) aumenta a probabilidade de selecéo de estirpes resistentes noutros ambientes.

A frequéncia da resisténcia observada entre os isolados clinicos e ambientais ndo pode ser
comparada por uma analise estatistica devido ao fato da emergéncia de resisténcia aos diferentes
antimicrobianos tentem a variar significativamente devido a pressdes seletivas individuais condicionadas
pela localizacdo geogréfica (tendo em conta a elevada variabilidade dos isolados em estudo, ex. diferentes

origens, tipo de amostras e diferentes anos).

3.3.3 Potencial de patogenicidade dos isolados em estudo

Os isolados em estudo (N = 111) foram, numa fase inicial, submetidos a tipificacdo genémica para a
selecdo dos representantes. As relagcbes de similaridade gendmica entre os isolados da colecdo foram
observadas através da anélise de dendrogramas construidos a partir dos perfis de RAPD-PCR dos isolados
da colecdo. Relativamente a relagdo gendmica entre isolados ambientais e clinicos de Aeromonas spp.,
observa-se a auséncia de uma distingéo clara entre estes grupos, desta forma os dados obtidos sugerem
uma inter-relacdo entre os isolados clinicos e ambientais. Adicionalmente, a auséncia de formacgao de
grupos especificos consoante a origem dos isolados e/ou tipo de amostra permite confirmar a elevada
heterogeneidade deste género.

Os resultados dos testes fenotipicos em placa revelaram a elevada frequéncia de proteases, lipases
e Dnases entre os isolados em estudo. Enquanto as proteases e lipases estdo associadas a aquisicao de
compostos como fonte de carbono e azoto (Cascon et al.,, 2000%), a funcdo das DNases extracelulares é
aparentemente mais ambigua. Além de estarem associadas a obtencdo de nutrientes no ambiente as
DNases extracelulares desempenham um papel importante nos mecanismos de defesa microbiana,

proporcionando uma barreira a entrada de DNA estranho (Kamble and Deshmukh, 2012). Adicionalmente, é
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possivel que estas enzimas atuem na degradacdo do DNA de bactérias competidoras e desta forma
confram uma vantagem competitiva no meio ambiente. Desta forma, estas enzimas extracelulares
contribuem para a versatilidade metabdlica e favorecem as interagdes ecoldgicas, desta forma, contribuem a
ampla disseminagao e prevaléncia de membros de Aeromonas em diferentes nichos ecoldgicos. Apesar das
evidéncias acerca da relevancia destas enzimas como fatores de viruléncia serem reduzidas, em conjunto,
estas enzimas podem exercer um efeito sinérgico, contribuindo para a degradacdo dos componentes da
célula hospedeira, bem como dos componentes da matriz extracelular, e desta forma assumir um papel na
invasdo dos tecidos e disseminagcdo no hospedeiro. Adicionalmente, a atividade DNasica pode promover
uma vantagem competitiva relativamente ao microbiota enddgena e funcionar como um mecanismo de fuga
as defesas do hospedeiro.

Relativamente a analise da ocorréncia de genes de viruléncia, aproximadamente 93% (103/111) dos
isolados tinham pelo menos um dos nove genes de viruléncia pesquisados. Diferentes combinacfes de
genes de viruléncia foram observadas em isolados provenientes da mesma amostra. Estes dados sugerem
gue a distribuicdo de genes de viruléncia no género Aeromonas ndo é homogénea, e corrobora com outros
estudos que investigaram a ocorréncia de varios genes de viruléncia em que as diferentes combinacdes de
potenciais fatores de viruléncia sao identificadas em diferentes estirpes de uma mesma espécie (Albert et al.,
2000; Kingombe et al., 2010; Sen and Rodgers, 2004; Wang et al., 2003).

Para uma andlise comparativa entre a prevaléncia de fatores de viruléncia entre isolados clinicos e
ambientais, os dados foram tratados através de uma andlise estatistica de independéncia, pela realizacdo do
teste Qui-Quadrado (x2). N&do foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre isolados
clinicos e ambientais para os genes flaA/B, alt e ast, para os restantes genes pesquisados foram observadas
diferencas estatisticamente significativas. No entanto, as diferencas observadas ndo sdo conclusivas dado
gue podemos estar perante um efeito de “variavel de confundimento”. Em estatistica, uma variavel de
confundimento pode ser definida como uma varidvel externa, ndo tida em consideracdo no estudo e que se
distribui de forma diferente entre as duas amostras, neste caso, isolados clinicos e néo clinicos. A variavel
de confundimento pode promover associacdo onde esta ndo existe, ou pode mascarar a associacdo onde
esta existe (Pestana and Velosa, 2008).

Devido as dificuldades de identificagdo ao nivel de espécie neste género (apresentadas em 1.1.1.

Identificacdo e classificacdo), a identificagdo dos isolados por uma abordagem MLST (Multi-Locus sequence

typing) esta ainda a ser desenvolvida no nosso laboratério. Desta forma, os sessenta e quatro isolados de
aeromonas que foram identificados ao nivel de género no decorrer do presente trabalho ndo foram
identificados ao nivel de espécie, ndo sendo possivel afirmar se existe uma distribuicdo diferencial das
diferentes categorias (espécies) entre as diferentes amostras.

Uma compilacdo de dados de diferentes estudos sugere que existe uma variacdo nas frequéncias
dos genes ast; ascV; aexT; ahyB; act e hlyA dependem da espécie. De acordo com estudos realizados por
Khajanchi et al., (2010), Martino et al., (2011), Wu et al., (2007), os genes ascV e aext s8o0 maioritariamente
identificado nas estirpes de A. veronii e ausente em A. caviae. Em estudos anteriores (Albert et al., 2000;
Kingombe et al., 2010; Khajanchi et al., 2010; Sen e Rodgers, 2004), a frequéncia dos genes act e hlyA tem
sido relatada como inferior na espécie A. caviae quando comparada com a frequéncia observada em A.
hydrophila e A. veronii. De acordo com os autores, Wu et al., (2007), Kingombe et al., (2010) e Sen e
Rodgers (2004) o gene ast parece predominar na espécie A. hydrophila. Os resultados obtidos por Sen e

Rodgers (2004) e Nagar et al., (2011) indicam que o gene ahyB é raramente identificado na espécie A.
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veronii. Desta forma, as diferencas nas prevaléncias destes genes entre os isolados clinicos e ambientais
podem derivar de um efeito de varidvel de confundimento, associado a diferente distribuicdo das espécies
nas duas amostras.

Embora a prevaléncia individual de alguns genes apresente padrdes de desvio, as diferentes
combinacBes de potenciais fatores de viruléncia identificados nas diferentes estirpes ndo parecem estar
associadas a um tipo de ambiente especifico. No presente estudo observamos que isolados de uma mesma
amostra podem apresentar diferencas tanto no nimero como na combinacdo de genes de viruléncia que
transportam.

Para uma analise integrada dos dados, foi construida uma tabela com dados binarios (booleanos)
obtidos a partir dos resultados da pesquisa dos genes de viruléncia, atividade enzimatica, atividade
hemolitica e dos perfis de suscetibilidade aos diferentes antimicrobianos. Esta tabela foi adicionada aos
perfis de RAPD e seguidamente procedeu-se a construcdo de um dendrograma global para os isolados
representantes da colecdo. Os resultados estdo representados no Anexo D.

Numa primeira analise, a observacao dos diferentes perfis de viruléncia e de suscetibilidade permite
confirmar a heterogeneidade gendémica dos isolados em estudo. Verifica-se também a auséncia de um
conjunto de fatores de viruléncia predominante ou caracteristico de ambientes especificos (ex. clinicos ou
ambientais). Numa analise mais detalhada observou-se um nivel de semelhanca de 96% entre dois isolados
clinicos provenientes de um hospital de Portugal. Estes isolados foram selecionados como representantes
para avaliacdo do potencial de patogenicidade por terem sido recuperados de dois individuos distintos. Os
respetivos isolados sdo provenientes do mesmo hospital porém ndo ha informa¢des adicionais acerca da
relacdo de proximidade entre os individuos infetados nem do tipo de exposicado que conduziu a transmissao
do agente. O nivel elevado de semelhanca e a presenca do mesmo perfil de viruléncia e de resisténcia
sugerem que estes isolados estdo estreitamente relacionados e portanto, supde-se que h&d uma provavel
relacéo clonal entre estes isolados (Anexo D: Retangulo vermelho, Isolados A256 e A257). Para uma anélise
confirmatoria, da relacé@o clonal serd necesséario realizar a tipificacdo gendmica através da técnica molecular
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), dado ser este o0 método Gold-standard para este tipo de analise.

Embora a relacdo clonal entre os isolados A256 e A257 ainda n&o esteja confirmada, parece néo
haver davidas que estes isolados foram de facto os responsaveis pela sintomatologia observada em dois
individuos diferentes. O gendétipo de viruléncia exibido pelos isolados A256 e A257 incluem a presenca dos
genes ascV; aexT; act e flaA/B. Porém, nenhum dos genes detetados nos isolados A256 e A257 foi
observado em alguns isolados clinicos, que no entanto apresentam outros genes de viruléncia (ex. A147,
Al161, A232. Anexo D: Retangulo amarelo). Estas observagbes refletem a natureza multifatorial dos
processos que levam ao desenvolvimento de doencas infeciosas associadas ao género. Diferentes estirpes
transportam diferentes combinacdes de fatores de viruléncia que atuam em sinergismo contribuindo para o
potencial patogénico associado ao género.

Os dados do presente estudo, relativamente a vasta gama de combinac8es de potenciais fatores de
viruléncia associados a ampla disseminacdo destas bactérias no ambiente, apoiam a hip6tese de que a
incidéncia de gastroenterites relacionadas com este género pode estar a ser fortemente subestimada,
principalmente porque grande parte dos laboratorios ndo preconiza a pesquisa de Aeromonas spp. em
cultura de fezes, como referido por outros autores (Janda and Abbott, 2010), mas também devido a

existéncia de estirpes menos virulentas que promovem o desenvolvimento de casos subclinicos.
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Muitos autores tém tentado identificar fatores de viruléncia que poderiam ser os “fatores chave” no
desenvolvimento da doenca infeciosa e outros métodos de andlise de diferenciacdo de fatores de viruléncia
entre os membros deste género (Joseph and Carnahan, 2000; Khajanchi et al., 2010; Martino et al., 2011). E
provavel que outros fatores de viruléncia, que ndo foram pesquisados no presente estudo, tenham influéncia
na génese do processo infecioso. Porém, dada a heterogeneidade observada, os nossos dados sugerem
gue nédo é possivel atribuir a patogenicidade associada ao género Aeromonas a um fator (nico ou conjunto
unico de fatores de viruléncia, mas sim a varios parametros relacionados aos microrganismos (ex. fatores de
viruléncia, dose infeciosa) e a suscetibilidade do hospedeiro. Isto explicaria as inconsisténcias relacionadas
com a incapacidade de identificar um surto Unico de diarreia com uma relagéo clonal e a inexisténcia de um

modelo animal que reproduza fielmente a sindrome diarreica associada ao género.

Relativamente aos perfis de suscetibilidade dos isolados em estudo, observamos uma elevada
heterogeneidade de niveis de resisténcia entre os diferentes isolados. Esta variabilidade podera ser
condicionada por caracteristicas especificas ambientais, como as pressodes seletivas diferenciais em cada
local de amostragem.

Entre os 19 isolados provenientes do matadouro de suinos, 15 exibiram um fenétipo de resisténcia in
vitro ao antimicrobiano amoxicilina/acido clavulanico. Considerando a frequéncia de 79% observada para
este antimicrobiano, pode dizer-se que a resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico é uma caracteristica
partilhada pelas estirpes provenientes do matadouro. Outro dado que chama atengcdo entre os isolados
provenientes do matadouro de suinos € o nivel elevado de resisténcia ao ertapenem 26% (5/19) quando
comparado a resisténcia total observada neste estudo 5% (6/111).

A resisténcia ao ertapenem entre os isolados do matadouro de suinos € preocupante visto que nao
se devera a presséo seletiva através da utilizagdo deste antimicrobiano, considerando que a utilizacdo de
agentes da subclasse dos carbapenémicos esta restrita ao uso hospitalar (Livermore et al., 2001).

Quanto a resisténcia a cefotaxime e ceftriaxone, foi observada unicamente no grupo de isolados
provenientes do INSA, adicionalmente, trés dos sete isolados resistentes ao aztreonam também foram
recuperados do mesmo grupo. Alguns estudos (Koneman et al., 2008) relatam uma associacdo entre a
resisténcia as cefalosporinas de terceira geragao e aztreonam com a atividade de B-lactamases de largo
espectro (ESBLS), e portanto a resisténcia simultdnea as cefalosporinas e ao aztreonam observada em trés
dos quatro isolados do grupo proveniente do INSA sugere a atividade ESBLs. Os elevados niveis de
resisténcia bacteriana em ambientes onde h& maior pressao seletiva é frequente e, associado a circulagdo
das estirpes resistentes através das pessoas podem permitir a contaminagdo cruzada. Curiosamente, 0s
isolados provenientes do INSA, embora com os perfis semelhantes de suscetibilidade, foram recuperados
com um intervalo de alguns dias. Tendo em conta que 0s respetivos isolados foram recuperados de saladas
prontas para o consumo e que estes alimentos sdo altamente manipulados, supfe-se que as condi¢cbes
insatisfatorias de higiene por parte do manipulador permitam a contaminacdo do alimento com estirpes
resistentes que circulam nestes ambientes.

As resisténcias observadas, no presente estudo, para os B-lactamicos parecem variar consoante as
pressfes seletivas especificas de cada ambiente. Apesar de outros mecanismos de resisténcia terem sido
identificados, a producéo de [(-lactamases tem sido reconhecida como a principal causa de resisténcia a
estes antimicrobianos em aeromonas. Os genes que codificam para estas enzimas foram localizados tanto
no cromossoma de algumas estirpes como em elementos méveis de DNA (Girlich et al., 2011; Libisch et al.,

2008; Neuwirth et al., 2007). Desta forma, a presséo seletiva exercida especificamente em cada ambiente
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pode ter favorecido a selecdo de estirpes intrinsecamente resistentes e a posterior disseminacdo por
propagacao clonal, mas também pode estar a favorecer a disseminagcdo de elementos moveis, o que faz
com que este género atue como um veiculo para a disseminacdo de determinantes de resisténcia.

E importante referir que os niveis de resisténcia a B-lactamicos observados entre os isolados de
Aeromonas em estudo podem ser inferiores aos niveis reais de resisténcia, dado que no género Aeromonas
os mecanismos de resisténcia aos -lactamicos nédo sdo expressos de uma forma homogénea. Desta forma
estirpes apresentam um fenétipo sensivel in vitro podem comportar-se como resistentes in vivo, dificultando
a detecao de resisténcia clinicamente relevante (Janda and Abbott, 2010; Koneman et al., 2008). Estirpes
produtoras de B-lactamases de largo espectro (ESBLs) podem ser clinicamente resistentes a terapia com
penicilinas, cefalosporinas ou aztreonam, apesar da aparente suscetibilidade in vitro para alguns destes
agentes. Da mesma forma, a identificacdo de estirpes de Aeromonas produtoras de metalo-B3-lactamases
(MBLs) é extremamente problematica. De acordo com o Clinical Laboratory Standards Institute as estirpes
gue apresentam zonas de inibigdo inferior a populagdo normal suscetivel, mas acima dos pontos de rutura
padrdo para determinadas cefalosporinas de terceira geracdo (ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima) ou
aztreonam, devem ser selecionadas para confirmacdo da producdo de ESBL (CLSI M100-S18, 2008).

De acordo com o critério definido para triagem de estirpes potencialmente produtoras de ESBLS,
aproximadamente 16% (18/111) dos isolados submetidos ao teste de suscetibilidade aos antimicrobianos
deverdo ser analisados por testes adicionais (recomendacdes no CLSI M100-S18, 2008) para confirmacéo
da producdo de B-lactamases de largo espectro. Os resultados obtidos para a resisténcia ao ertapenem e a
elevada percentagem de fenétipos intermédios para o ertapenem em 9% (10/111) e imipenem 15% (17/111)
nos isolados pode ser um indicativo da producéo de MBLS.

Entre os isolados provenientes de dguas néo tratadas da EPAL cerca de 62% (8/13) exibiram um
perfil de resisténcia ao acido nalidixico. Deste grupo de isolados também foram identificados fendtipos de
resisténcia a norfloxacina e ciprofloxacina. Os isolados resistentes a norfloxacina apresentaram, em
simultédneo, resisténcia ao &cido nalidixico, e um destes isolados, além da resisténcia a estes dois
antimicrobianos exibiu adicionalmente resisténcia a ciprofloxacina. Embora, o principal mecanismo de
resisténcia as quinolonas, no género Aeromonas seja atribuido a mutagbes cromossomais pontuais, é
provavel que o mecanismo que esteja na base da resisténcia observada esteja a mediar também a
resisténcia a norfloxacina e ciprofloxacina. Adicionalmente, os isolados que exibiram fenétipos de resisténcia
as quinolonas/fluoroquinolonas exibiram também resisténcia a tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol e
amoxicilina/acido clavulanico. De facto, geralmente, isolados recuperados de ambientes poluidos estéo
sujeitos a uma maior pressao seletiva, desta forma apresentam resisténcias a diferentes agentes

antimicrobianos (Gofii-Urriza et al., 2000).

Apesar dos fenétipos de resisténcia observados serem preocupantes, os dados podem ser ainda
mais relevantes se as estirpes resistentes possuirem capacidade de infetar o hospedeiro. Tendo em conta
estas consideracfes, e associando os perfis de viruléncia aos perfis suscetibilidade, verificamos a presenca
de estirpes potencialmente patogénicas nos diferentes ambientes de processamento e distribuicdo de
alimentos.

Com a integracéo de todos os resultados obtidos, verificamos a presenca de estirpes potencialmente
patogénicas entre os isolados provenientes da fabrica de queijos. Apesar do potencial perigo associado a

presenca de aeromonas neste ambiente, dado que os produtos finais estarem prontos para o consumo, a
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suscetibilidade observada a todos os antimicrobianos (excepto amoxicilina/ac. clavulanico) reduz o risco
associado.

Quanto aos isolados provenientes do hipermercado (talho e peixaria) e matadouro de suinos,
verificamos a presenca de estirpes potencialmente patogénicas, tendo sido detetados uma ampla variedade
de combinac®es de potenciais fatores de viruléncia. Adicionalmente foram detetados fendétipos de resisténcia
a antibioticos clinicamente importantes (ex. A3, A13, A23, A37, A57. Anexo D: retangulo azul). Apesar do
potencial perigo associado a estes isolados, os alimentos procedentes dos respetivos ambientes,
normalmente, passam por tratamentos térmicos antes de serem consumidos, e portanto reduz o perigo
associado.

Relativamente aos isolados provenientes do INSA e que foram recuperados de saladas prontas para
0 consumo, apesar do fenétipo de resisténcia observado ser altamente preocupante, visto ser sugestivo da
presenca de estirpes produtoras de B-lactamases de largo espectro, apenas no isolado A123 (Anexo D:
retangulo azul) foram detetados os potencias fatores de viruléncia pesquisados. Contudo € importante referir
gue outros fatores de viruléncia, que ndo foram pesquisados neste estudo, podem contribuir para o potencial
patogénico de aeromonas.

4 CONCLUSOES

No presente estudo, analisamos a disseminacéo de Aeromonas spp. numa féabrica de queijos, num
matadouro de suinos e hum hipermercado. Posteriormente, a avaliagdo do potencial de patogenicidade dos
isolados foi realizada através da pesquisa de fatores de viruléncia e perfis de resisténcia aos
antimicrobianos.

Na globalidade dos resultados verificAmos que Aeromonas spp. estdo amplamente disseminada nos
diferentes locais de amostragem. VerificAmos a presenca de estirpes potencialmente patogénicas,
transportando diferentes conjuntos de determinantes genéticos codificantes para enterotoxinas, hemolisinas
e fatores relacionados com a adeséo e invasdo dos tecidos e disseminacdo no hospedeiro. VerificAmos a
elevada expressao de enzimas extracelulares que apesar de ndo estarem associadas diretamente com a
patogenicidade, interagem de forma complexa contribuindo para o desenvolvimento e estabelecimento do
processo infecioso. Adicionalmente, verificAmos a presenca de fendtipos de resisténcia a diferentes
antibiéticos que poderdo contribuir para falhas terapéuticas, conduzindo a persisténcia do agente no
organismo do hospedeiro, 0 que podera constituir uma ameaca a saude publica. Estas consideragfes sédo
ainda mais relevantes dada a presenca de resisténcia a antimicrobianos clinicamente importantes como as
cefalosporinas de terceira geracdo e carbapenémicos.

Associando os perfis de viruléncia aos perfis de resisténcia aos antimicrobianos, verificamos que as
estirpes com maior potencial de patogenicidade sdo provenientes de ambientes onde os alimentos serdo
processados por tratamentos térmicos antes de serem consumidos, e esta pratica reduz significativamente a
carga microbiana no alimento e portanto reduz o potencial perigo associado a presenca de aeromonas.
Contudo, a elevada disseminacdo destas bactérias potencializa a probabilidade da ocorréncia de
contaminagfes cruzadas e portanto, refor¢ca a necessidade de 6timas praticas de higiene, processamento e
conservagdo dos alimentos, com o objetivo de controlar a transmissao, ndo sé de aeromonas como também

de outros agentes infeciosos transmitidos via alimentar.
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Em conclusao, a presenca de estirpes de aeromonas potencialmente patogénicas disseminadas em
pontos de processamento e distribuicdo de alimentos promovem a continua exposicdo ao agente,
constituindo um potencial perigo, principalmente aos individuos mais susceptiveis, como criancas, idosos e
imunocomprometidos onde a infecdo via alimentar pode evoluir para infecbes invasivas. Portanto, é
importante avaliar a incidéncia de infe¢cdes associadas as aeromonas para melhor avaliar o real impacto que

estes microrganismos exercem na populacao.

No términus da presente investigagdo algumas questdes ficaram em aberto e deverdo ser
analisadas em trabalhos futuros:

Os resultados do presente estudo sugerem que estirpes resistentes sdo resultantes, essencialmente,
da pressao seletiva dos varios ambientes. Portanto, os resultados apontam, principalmente, para a
existéncia de elementos méveis de DNA na base dos fenétipos de resisténcia observados. Desta forma os
dados fenotipicos necessitam de ser complementados com a pesquisa dos respetivos determinantes da
resisténcia, dado que a presenca de genes de resisténcia localizados em elementos méveis aumenta o risco
associado a presenca de aeromonas ho ambiente.

Embora a pesquisa dos potenciais fatores de viruléncia, preconizados no presente trabalho, seja
necessdria e contribua para estudos de viruléncia associada ao género, é insuficiente, sendo necessario
completa-la com uma andlise de expressédo génica e ensaios de citotoxidade em células animais.

Outra questdo que pode ser analisada é a incidéncia de aeromonas nos mesmos ambientes de
processamento e distribuicdo de alimentos, focando principalmente alimentos prontos para o consumo.
Muitos trabalhos tém sugerido a existéncia sazonal na recuperacdo de aeromonas no ambiente e também de
amostras clinicas, com maior incidéncia nos meses de verdo. Desta forma, é importante analisar a incidéncia
nestes ambientes nos meses mais quentes, dado que os isolados do presente estudo foram

maioritariamente recuperados entre os meses de Outubro e Novembro.
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Anexo A - Descricdo das amostras e 0s respetivos locais de amostragem.

Tabela 1 - Amostras alimentares recolhidas nos diferentes locais de amostragem.

Locais de amostragem Amostras alimentares analisadas

Queijo de cabra curado

Queijo de vaca curado
Fabrica de queijos Queijo de ovelha curado

Queijo fresco de ovelha

Leite pasteurizado

Leite cru

Soro de leite

Salmoura

L L L L L < <L

Carapau fresco v+
Carne fresca v+

Hipermercado Sandes v
Lombo assado v

Legendas: (V) amostra analisada; (V +) amostra analisada e positiva para a
presenca de Aeromonas.

Tabela 2 - Amostras de aguas recolhidas nos diferentes locais de amostragem.

Locais de amostragem Amostras analisadas
Agua no tratada v+
Fabrica de queijos
Agua tratada* v+
Agua utilizada para lavagem v
Hipermercado de carnes e peixes ,

Agua utilizada na lava loiga

Legendas: (v) amostra analisada; (v +) amostra analisada e positiva para a
presenca de Aeromonas. * amostra positiva apds o0 enriquecimento em
agua peptonada tamponada (30 °C/24 h).

Tabela 3 - Amostras de superficies recolhidas na Fabrica de queijos.

Zonas de processamento

Superficies de recolhas dos queijos
Preparagéo Maturagéo
Carrinhos de transporte v v
Puxadores de portas \ -
Pé de corte do coagulo v -
Luvas dos trabalhadores V' v
Avental dos trabalhadores v+ V+*
Recipiente para o colorau - v
Ralo v+ v+
Moldes para os queijos V' -
Cuba de corte do leite coagulado v -

Legendas: (V) amostra analisada; (V +) amostra analisada e positiva para a
presenga de Aeromonas; (-) amostra ndo analisada. * amostra positiva apés o
enriquecimento em agua peptonada tamponada (30 °C/24 h). Zona de
maturacdo — seccdes onde o queijo é armazenado até adquirir as

caracteristicas oraanoléticas.
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Tabela 4 - Amostras de superficies recolhidas no Matadouro de suinos.

Zona de corte Zona da Zona da
Superficies de recolhas da carne refrigeragcéo salsicharia
Depésito de tripa para enchidos - - v+
Caixas de transporte v+ v+ -
Avental de trabalhadores v+ - -
Luva de trabalhadores v - -
Macaneta de portas V' - -
Faca v - v
Bancada com manipulagéo v - v
Chéo v v+ v+
Carcaga — cabeca V' - -
Carcaga — coxa v+ - -
Carcaca — rejeitada v+ - -
Ralo v+ v v+
Ganho Vv - -

Legendas: (V) amostra analisada; (V +) amostra analisada e positiva para a
presenca de Aeromonas; (-) amostra ndo analisada.

Tabela 5 - Amostras de superficies recolhidas no hipermercado.

Zonas de amostragens

Superficies de recolhas Talho Peixaria Charcutaria Gastronomia

o Luvas dos trabalhadores v+ v+ v Vv
lg« Avental dos trabalhadores v+ v v -
N
S Faca/tesoura de corte v+ v - v
E’ Bancada/tabuleiro v+ v+ - v+
o
©
@ Ralo v+ Vv - -
£ Ralolava Loica v+ v+ - v
g__wu Fatiadora - Queijo - - v -
§ Fatiadora - Fiambre - - v -
4

Fatiadora - Leitdo - - - v

Faca/tesoura de corte v v - v
8 o Bancada/tabuleiro v+ v - v
28
0 8 Ralo lava loica v v+ - -
® =
% 5 Fatiadora - Queijo - - v -
S g
o < Fatiadora - Fiambre - - v .

Fatiadora - Leitédo - - - v

Legendas: (V) amostra analisada; (V +) amostra analisada e positiva para a presenca de Aeromonas; (-) amostra ndo
analisada. As amostras de superficies foram recolhidas nas zonas onde circulam os alimentos frescos, talho e peixaria
e em zonas onde circulam os alimentos processados e prontos para 0 consumo.
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Anexo B - Lista dos primers e condi¢des de reacao de PCR.

Genes (locus) Dimenséao dos Primers Sequencia (5°-3’) Referéncias
fragmentos (pb)
gcat 237 GCATF CTCCTGGAATCCCAAGTATCAG Chacén et al., 2002
Identificacédo ao GCATR GGCAGGTTGAACAGCAGTATCT
nivel de género rRNA 165 521 16S F ACGCAGGCGGTTGGATAAGT Marques 2011
16S F GGCAACAAAGGACAGGGGT
n.a 1200-3000] OPC19 GTTGCCAGCC
=) n.a 1200-3000] 1281 AACGCGCAAC
= n.a 1200-3000] ERICF ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
5 ERIC 2R AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG Szczuka and Kaznowski.
qg)v n.a 1200-3000] REP F ICGICGICATCIGGC 2004
i REP R ICGICTTATCIGGCCTAC
n.a 1200-3000] M13 GAGGGTGGCGGTTCT
aext 226 aext F ATGCAGATTCAAGCAAACAC Martino et al., 2011
© aext R TTGCCGATCCACTCTTTGAT
e ahyB 513 elaF ACACGGTCAAGGAGATCAAC
% elaR CGCTGGTGTTGGCCAGCAGG
'z flaA/B 608 flaF TCCAACCGT(C/T)TGACCTC Sen and Rodgers, 2004
S flaR G(A/C)(C/T)TGGTTGCG(A/G)ATGGT
‘GE) pla/lip/lipH3/alp-1 382 lip F ATCTTCTCCGACTGGTTCGG
_E lip F CCGTGCCAGGACTGGGTCTT
% hlyA 130 ahh F GCCGAGCGCCCAGAAGGTGAGTT Wang et al., 2003
e
kS ahh R GAGCGGCTGGATGCGGTTGT
a alt 480 alt F ATGACCCAGTCCTGGCACG Kingombe et al., 2009
?g altR GCCGCTCAGGGCGAAGCC
% ascV 577 ascV F CTCGAACTGGAAGAGCAGAATG Martino et al., 2011
§ ascV R GAACATCTGGCTCTCCTTCTCGATG
e act 232 actF GAGAAGGTGACCACCAAGAACA
actR AACTGACATCGGCCTTGAACTC Kingombe et al., 2009
ast 536 Ast F GACTTCAATCGCTTCCTCAACG
Ast R GCATCGAAGTCACTGGTGAAGC

Legenda: n.a — ndo aplicavel



Anexo C - Isolados analisados na pesquisa de fatores de viruléncia e na andlise do perfil de sensibilidade aos

antimicrobianos.

Tabela 1. Isolados recuperados das diferentes fontes em Portugal.

Origem Cdédigo Amostra Identificagdo Origem Cobdigo Amostra Identificagdo
Al Superficie Aeromonas sp. A 85 Superficie * Aeromonas sp.
A3 Superficie Aeromonas sp. g A 92 Superficie * Aeromonas sp.
A4 Superficie Aeromonas sp. Qo A 93 Superficie ? Aeromonas sp.
A5 Superficie Aeromonas sp. T A94 Superficie ? Aeromonas sp.
A6 Superficie Aeromonas sp. A 95 Superficie ? Aeromonas sp.
A7 Superficie Aeromonas sp. A 97 Superficie Aeromonas sp.
8 A8 Superficie Aeromonas sp. A 98 Superficie Aeromonas sp.
% All Superficie Aeromonas sp. 3 ® A 99 Superficie Aeromonas sp.
g A 13 Superficie Aeromonas sp. s S A 100 Superficie Aeromonas sp.
o A 17 Superficie Aeromonas sp. =3 A 101 Superficie Aeromonas sp.
g A 23 Superficie Aeromonas sp. il A 102 Superficie Aeromonas sp.
8 A24 Superficie Aeromonas sp. A 104 Superficie Aeromonas sp.
% A 25 Superficie Aeromonas sp. A 105 Agua Aeromonas sp.
s A 26 Superficie Aeromonas sp. A 108 Saladas Aeromonas sp.
A 27 Superficie Aeromonas sp. 5) A 116 Saladas Aeromonas sp.
A28 Superficie Aeromonas sp. =z A 123 Saladas Aeromonas sp.
A3l Superficie Aeromonas sp. A 127 Saladas Aeromonas sp.
A 33 Superficie Aeromonas sp. S1 Aguas residuais Aeromonas sp.
A 37 Superficie Aeromonas sp. S2 Aguas residuais Aeromonas sp.
A 38 Superficie Aeromonas sp. S3 Aguas residuais Aeromonas sp.
A 42 Superficie Aeromonas sp. S4 Aguas residuais Aeromonas sp.
A 44 Superficie Aeromonas sp. S5 Aguas residuais Aeromonas sp.
A 50 Superficie Aeromonas sp. 4 S6 Aguas residuais Aeromonas sp.
A 52 Superficie Aeromonas sp. E S7 Aguas residuais Aeromonas sp.
S A 53 Superficie Aeromonas sp. w S8 Aguas residuais Aeromonas sp.
8 A 57 Superficie Aeromonas sp. S 10 Aguas residuais Aeromonas sp.
o A 61 Superficie Aeromonas sp. S 13 Aguas residuais Aeromonas sp.
S A 62 Superficie Aeromonas sp. S15 Aguas residuais Aeromonas sp.
S A 68 Superficie Aeromonas sp. S 17 Aguas residuais Aeromonas sp.
T A73 Peixe Aeromonas sp. S 18 Aguas residuais Aeromonas sp.
A 75 Peixe Aeromonas sp. A 255 Clinica A. hydrophila
A 76 Peixe Aeromonas sp. A 256 Clinica A. hydrophila
AT7 Carne Aeromonas sp. A 257 Clinica A. hydrophila
AT78 Carne Aeromonas sp. A 258 Clinica A. hydrophila
A 259 Clinica A. hydrophila
Legenda: (a) — amostras recolhidas apds a higienizagéo das respetivas superficies.
INSA - Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo. EPAL - Empresa Portuguesa de Aguas Livres
Tabela 2. Isolados provenientes de laboratérios colaboradores.
Origem Cobdigo Amostra Identificagéo Origem Co6digo Amostra Identificacéo
A 154 Fezes de humanos A. caviae A 230 Clinica A. caviae
A 157 Fezes de humanos A. caviae A 231 Clinica . enteropelogenes
BD A 163 Fezes de humanos  A. hydrophila A 232 Clinica A. hydrophila
A 172 Fezes de humanos  A. hydrophila A 234 Clinica A. jandaei
Al174 Fezes de humanos  A. hydrophila BR A 236 Clinica A. veronii
A 143 Clinica A. caviae A 237 Clinica A. hydrophila
A 147 Clinica A. caviae A 239 Clinica A. veronii
A 150 Clinica A. caviae A 241 Clinica . enteropelogenes
A 161 Clinica A. hydrophila A 244 Clinica A. veronii
A 206 Clinica A. veronii A 245 Clinica A. veronii
A 160 Agua potavel A. caviae A 246 Clinica A. veronii
A 179 Agua potavel A. hydrophila A 248 Clinica A. hydrophila
A 184 Agua potavel A. hydrophila DK A 249 Clinica A. hydrophila
BE A 186 Agua potavel A. hydrophila A 252 Clinica A. media
A 208 Agua potavel A. veronii A 253 Clinica A. caviae
A 210 Agua potavel A. veronii A 220 Peixe A. caviae
A 193 Peixe A. hydrophila VN A 222 Agua A. caviae
A 194 Peixe A. hydrophila A 226 Sedimento A. caviae
A 200 Peixe A. hydrophila TJ A 219 Sedimento A. caviae
A 202 Peixe A. hydrophila
A 178 Vegetais A. hydrophila

Legenda: Origens dos isolados: BD - Bangladesh; BE - Bélgica; BR - Brasil; DK - Dinamarca; TJ - Tailandia e VN - Vietnam.
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Anexo D - Dendrograma obtido a partir dos perfis de RAPD-PCR, perfis de resisténcia e de viruléncia dos isolados representantes da colecdo em estudo (N = 111).
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Dendrograma global obtido a partir da analise conjunta dos perfis de RAPD-PCR e perfis de viruléncia e de sucetibilidade aos antimicrobianos. As relagoes de semelhanca foi calculada com o coeficiente ‘Simple
Matching’ para os genes de viruléncia, expresséo de proteinas extracelulares ativas e resisténcia aos antimicrobianos (quadrados pretos — resultados positivos). O coeficiente de correlagéo de Pearson foi utilizado
para calcular as relagdes de semelhancas a partir dos perfis de RAPD ap6s a normalizac&o dos tragos densitométricos. Os clusters foram formados com base no método de aglomeracao baseado na média aritmética

néo ponderada (UPGMA).
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