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RESUMO

Diante da alta frequéncia com gé@eromonasspp foram isoladas de fezes de pacientes
durante um surto de diarréia em S&do Bento do UBagRendo em vista que seu papel na
etiologia de infec¢des intestinais ainda ndo tesidla comprovado, o potencial patogénico
dessas bactérias foi avaliado através da pesqeigaoskiveis genes de viruléncia, da sua
capacidade de aderir em células animais e de fomiodfifme. Também foi pesquisada a
regido intergénica espacadora (ISR) 16S-23S natiestde encontrar um perfil clonal entre
essas bactérias, além do gene 16S. Diante dald#d® na identificacdo laboratorial do
géneroAeromonasfoi desenvolvida e padronizada uma duplex-PCRutfieeos 106 isolados
clinicos e 19 ambientais, os getigs exy gcat e flaA/B foram encontrados respectivamente
em 84,9% e 100%, 85,8% e 94,7%, 100% e 100% e 8491686 das amostras. O geaasA

foi encontrado em menor frequéncia tanto nos isasladliinicos como nos ambientais
(47,2%/36,8%). As cepas deeromonadestadas apresentaram aderéncia difusa em células
HEp-2 mas nado foram capazes de formar biofilme kwap A ISR 16S-23S dessas bactérias
revelou nove perfis diferentes, enquanto a andlisgene 16S mostrou o mesmo perfil para
os diferentes ribotipos encontrados. A duplex-PGReprodutivel e especifica para o género
Aeromonas apos sua validacdo podera ser utilizada congmasiico complementar dessas
bactérias. Embora tenham apresentado um alto pakgratogénico, as cepas deromonas
isoladas durante o surto de diarréia ocorrido emBEg#nto do Una, ndo provém de um mesmo
clone e, portanto, ndo podem ser responsabilizeda® a causa do surto, sugerindo que
essas bactérias eram parte da microbiota intestaraitoria dos individuos infectados. Por
outro lado, e tendo em vista a preocupacao querauridade cientifica tem demonstrado a
respeito deAeromonasconsiderada patégeno emergente, sdo necessatios estudos para
tentar definir o papel desses microrganismos emegsms diarréicos.

Palavras-chave:Aeromonasdiarréia, clonagem, reacdo em cadeia da polireras
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ABSTRACT

Given the high frequency &eromonaspp isolated from stools of patients during artiea
outbreak in S&o Bento do Una, Pernambuco, andeas rifle in the etiology of intestinal
infections has not been proven, the pathogenimpiateof these bacteria was evaluated by the
search of potential virulence genes, their abtlityadhere to animal cells and to form biofilm.
The intergenic spacer region (ISR) 16S-23S was agestigated in an attempt to find a
clonal profile among these bacteria, besides tH& déne. Given the difficulty in identifing
Aeromonasgenus, a duplex-PCR was developed and standardiedng the 106 clinical
and 19 environmental isolatdf, exuy gcat andflaA/B genes were found respectively in
84.9% and 100%, 85.8% and 94.7%, 100% and 100984tdand 89.5% samples. The gene
aerA was found less frequently in both clinical and/iemnmental isolates (47.2% / 36.8%).
Aeromonasstrains showed diffuse adherence on HEp-2 celisviete unable to form biofilm
on plates. The ISR 16S-23S of these bacteria shonveddifferent profiles, while 16S gene
analysis showed the same profile for the diffenebbtypes found. The duplex-PCR was
reproducible and specific for tieeromonasgenus and after its validation can be used as a
complementary method to identify these bacterithdlgh they presented a high pathogenic
potential, strains oAeromonassolated during the outbreak of diarrhea occuimefao Bento

do Una, are not a clone and therefore were not ctiuse of the outbreak, suggesting that
these bacteria were part of the intestinal tramsimicrobiota of infected individuals.
Furthermore and in view of the concern that thergdic community has shown in respect of
Aeromonasconsidered an emerging pathogen, further stiadiesecessary to define the role
of these microorganisms in diarrhea cases.

Keywords: Aeromonasdiarrhea, cloning, polymerase chain reaction.
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1 INTRODUCAO

Aeromonassao bactérias curvadas, Gram-negativas, anaefdbidgativas, catalase e
oxidase positivas. Encontram-se comumente em amteSieaquaticos e sao reconhecidas
como patégenos eventuais de répteis, peixes, algom@miferos e humanos
imunocomprometidos causando, nestes ultimos, pafente infecgdes respiratérias e
septicemia.

Algumas espécies deeromonagéa foram identificadas como causa de gastroeaterit
aguda em pacientes imunocompetentes e, mais revamis surtos de diarréia foram
atribuidos a esta bactéria. No primeiro semestr200d, no municipio de Sao Bento do Una,
na regido agreste de Pernambuco, ocorreu um serthadéia bacteriana caracterizado por
evacuacbes aquosas acompanhadas de vOmitos, nauébeas abdominais e, menos
frequentemente, febre e desidratacdo. Dentre oscddés analisados bacteriologicamente,
foram isoladas 114 cepas deromonasspp. como unico patdégeno presente nas fezes e este
foi considerado o primeiro relato desta bactérima@@nteropatdégeno humano no Brasil.

Apesar de varios estudos darem suporte a evid@&weigue existe relacdo entre
Aeromonas spp. e diarréia, ndo ha consenso na literaturaesab etiologia desses
microrganismos nesse tipo de infeccdo uma vez eue rmecanismos de viruléncia ainda n&o
estdo bem esclarecidos e ndo existe um modeldfe@#o animal adequado. Além disso, a
bactéria é também isolada de fezes de individutissa, uma vez que esta presente em agua
e alimentos, poderia tratar-se de microbiota ttédnai no trato intestinal humano de
individuos, ndo sendo o verdadeiro agente da dharré

Diante das davidas sobre o real papeAdeomonasspp. em infecgfes intestinais, e
com o proposito de compreender a dinamicAegi®monasio ambiente e tentar apontar quais
fatores poderiam estar envolvidos na sua patoglme; realizou-se uma caracterizacao
molecular dos isolados do surto de Sao Bento dq Wilezando métodos moleculares que
geralmente fornecem uma identificacdo corretardeatiens bacterianas em comparagcao com
técnicas baseadas em caracteristicas fenotipicas,ngo sdo muito discriminatérias em

investigacdes epidemioldgicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TAXONOMIA

Reconhecidas como patégenos de peixes, répteifibdoa desde 1891, espécies do
génercAeromonaso foram associadas a doengcas em humanos ha pleweaas (CASTRO-
ESCARPULLI et al., 2002). Devido a algumas sematharfenotipicas, foram incluidas na
familia Vibrionaceae durante varios anos (POPOMB4), entretanto, com o avanco dos
estudos de hibridizacdo e andlise de sequénciasDMA, observou-se que esses
microrganismos sao evolutivamente diferentes demavibrio e familia Enterobacteriaceae,
0 que levou a designacao de uma nova familia: Aenaalaceae (COLWELL et al., 1986).

A taxonomia deAeromonasé confusa e varios testes sd0 necessarios para uma
classificagdo acurada uma vez que as caractesidicetipicas e genotipicas sdo dubias
(JOSEPH; CARNAHAN, 2000). Até a década de 70, aspeateAeromonaseram divididas
em dois grupos de acordo com a motilidade e terparatima de crescimento: as moveis,
em temperatura variando entre 35-37°C, eram dleadiéfis comoAeromonas hydrophila
enquanto as ndo-mdveis, que cresciam entre 22-28861 denominadag®eromonas
salmonicida(AGENCIA DE PROTEQAO AMBIENTAL AMERICANA, 2006).

Estudos posteriores mostraram grande heterogemeidattutural, bioquimica e
genética entre bactérias classificadas comohydrophilae nesse grupo foram também
incluidas as espécidsgeromonas caviae Aeromonas sobrigatualmente designada corAo
veronii biotipo sobrig). Através de estudos de hibridizacdo de DNA fiewidente que havia
varios grupos de hibridizacdo (HG) diferentes derde cada uma destas espécies e
posteriormente outros HG foram identificados (CARMNMN et al., 1991; JANDA, 1991;
POPOFF et al., 1984).

De acordo com a ultima edicdo dRergey’s Manual of Systematic Bacteriology
existem 14 fenoespécies e 18 genoespécies ou HGRTWMMCARNAHAN; JOSEPH,
2005), nem todas relacionadas a infeccbes em huam@d@dNDA; ABBOTT, 2010). Mais
recentemente, trés novas espécies (HARF-MONTEHI.e2004; MINANA-GALBIS et al.,
2004; PIDIYAR et al., 2002) foram descritas e aiteede que o numero tende a aumentar
(AGENCIA DE PROTECAO AMBIENTAL AMERICANA, 2006; MARINEZ-MURCIA
et al., 2008).
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Apesar da grande heterogeneidade do género, asessp®is comumente associadas

a infeccbes em humanos s@a hydrophila A. caviae e A. veronii biotipo sobria

(GHENGHESH et al., 2008). No Brasil, contudo, estidpontanmf. caviaecomo a especie
mais prevalente (FREITAS et al., 1993;1998; HOFERI.e 2006; NOJIMOTO et al., 1997).

E importante ressaltar que devido a dificuldadeidimtificacdo desse género, algumas

espécies sao erroneamente tipadas como novas quaadeerdade, ja foram descritas
(JANDA; ABBOTT, 2010). A tabela 1 mostra as espgcie Aeromonasatualmente

reconhecidas e sua importancia clinica.

Espécie

Importancia clinica

Aeromonas hydrophila
Aeromonas salmonicida
Aeromonas sobria
Aeromonas media
Aeromonas caviae
Aeromonas veronii
Aeromonas eucrenophila
Aeromonas schubertii
Aeromonas jandaei
Aeromonas trota
Aeromonas encheleia
Aeromonas bestiarum
Aeromonas popofii
Aeromonas simiae
Aeromonas molluscorum
Aeromonas bivalvium
Aeromonas aquariorum
Aeromonas tecta
Aeromonas allosaccharophila
Aeromonas culicicola
Aeromonas sharmana

Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Nao
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Nao
Nao
Nao

Quadro 1. Espécies do géneeromonastualmente reconhecidas e sua importancia clinica.

Fonte: Adaptacéo de Janda e Abbott, 2010.

2 ECOLOGIA

Aeromonassao habitantes autoctones de ambientes aquatcm) sido isoladas de

rios, lagos, mar, esgotos e fontes de agua mirfell@VELAAR et al., 1992; HOLMES;
NICCOLLS; SARTORY, 1996). Também ja foram isoladas de agua engamafadiusive
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tratada com cloro (FERNANDEZ et al., 200BIGUERAS, 2005). A sobrevivéncia da
bactéria no ambiente depende de fatores ambiefiEicos e quimicos tais como a
temperatura, pH e salinidade da agua, além daéncid de radiacdo ultravioleta e
disponibilidade de nutrientes. A maioria das eg®mcresce bem a 37°C, mas a temperatura
Otima de crescimento varia de 22°C a 28°C com pke eén5 e 9.0 (JANDA; ABBOTT,
2010).

O crescimento daeromonag inibido pela presenca de bactérias heterots)fwaue
sugere que a competicdo por nutrientes é um fadahte para a sua manutencdo no meio
ambiente (MARY et al., 2001). Além disso, em cgdds de estresse ambienfséromonas
provoca sua prépria morte celular, situacdo coulaeccomo “fendmeno suicida”
(NAMDARI; CABELLI, 1989). Ballal et al. (2001) mosiram queAeromonasao suicidas
sdo mais letais em camundongos do que as suicdgstindo uma relacao entre fenémeno
suicida e virulénciaque ainda nao foi comprovado.

Outra situagdo comumente encontrada no ambientec&pacidade de células de
Aeromonasse agruparem formando um biofilme. Bactérias argalas dessa forma tornam-
se mais resistente as situacdes de estresse amhbiemtcomo a acédo do cloro, o que dificulta
o controle bacteriolégico nos sistemas de disttdwide agua (EDGE; FINCH, 1987).

Embora ainda ndo seja comprovadamente reconhemida em patdgeno emergente,
Aeromonagesta incluida na lista de candidato a contaming@uataminant Candidate List
CCL) da agua pela Agéncia de Protecdo Ambiental riaea ({J.S. Environmental
Protection Agency que recomenda aprofundar os conhecimentos aligas@ presenca de
Aeromonas em &gua para consumo (AGENCIA DE PROTECAO AMBIENTA
AMERICANA, 2006). Além disso, também esta presamdista do FDA Food and Drug
Administration como patégeno presente em alimento§ooflborne Pathogen
Microorganism3 (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2004) e deve seortsiderado
como patdgeno emergente (MERINO et al., 1995).

2.3 TRANSMISSAO

Foram descritos varios casos de contaminacacAposmonasspp. ap0s o contato

direto de feridas abertas com agua contaminadaando ulceracdes purulentas e, algumas
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vezes, evoluindo para sepse (GOLD; SALIT, 1993; M@WAN et al., 2008). A
transmissao direta pessoa-pessoa, embora raraj jéldtada (MOYER; LAREW, 1988;
TORRE et al., 1996), bem como a transmisséo atrdoésso terapéutico de sanguessugas
contaminadas poAeromonas(BRASCHLER et al., 2003; INDERGAND; GRAFF, 2000).
Além destes, ja foram descritos alguns casos iesla@ infeccdo poA. hydrophilaapos
ataque de animais selvagens como urso e serp&MN&E( et al., 2002; JORGE et al., 1998;
KUNIMOTO et al., 2004).

Para infec¢cbes gastrointestinais, a forma mais oonde contaminacdo por
Aeromonasspp. € através da ingestdo de agua contaminada ¢@uotéria (HOLMBERG et
al., 1986), o que provocaria diarréia. Além digspécies déderomonagém sido isoladas de
alimentos como vegetais, leite, carne e frutos do (KIROV et al., 1993; MERINO et al.,
1995) e, desde 1984, tém sido consideradas comreo@ais agentes de infeccbes alimentares
(BUCHANAN, 1984). Infeccdo alimentar pokeromonasapds a ingestdo de camardes
contaminados foi comprovada por Altwegg et al. (999

2.4 ETIOLOGIA

Ha mais de um século, espéciesAdegomonassao reconhecidas como patdgenos de
animais pecilotérmicos, como peixes, anfibios d@eiép(CASTRO-ESCARPULLI et al.,
2002).Aeromonas salmonicidé considerada o principal agente etiolégico deralgbes em
peixes, provocando ulcera¢gdes cutaneas que culmioama morte desses animais, levando a
perdas econdmicas significativas nos sistemas dacatjura (AUSTIN; ADAMS, 1996).

A partir da década de 70, alguns representantegyét@ro Aeromonasforam
considerados como patdgenos oportunistas de indisitmunocomprometidos, provocando
infeccdes cutaneas e, em alguns casos, sepse (CAEBRARPULLI et al., 2002).
Aproximadamente uma década depois, esses micrergagi comecaram a ser apontados
como causa de infec¢cdes gastrointestinais em pesao@a ndo apresentavam deficiéncia
imunoldgica (ALTWEGG et al., 1991; BLOOM; BOTTONBR990; HOFER et al., 2006;
MOYER, 2002; MOYER; LAREW, 1988).

Ultimamente, diferentes espéciesABromonagém sido associadas a uma vasta gama
de infecgbes, incluindo pneumonia (KAO et al., 2003t al., 2008; MURATA et al., 2001),
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infeccdes hepatobiliares (KUMAR et al., 2000), eratdite (BROUQUI; RAOULT, 2001),
septicemia (KO et al., 2000; LLOPIS et al., 200d)eccdes cutaneas (ANGEL et al., 2002;
CHENG et al., 2004;LIM, 2005; MINNAGANTI et al.,, 2000), sindrome uréoai
hemorragica (FIGUERAS et al., 2007a) e artrite isaptROUX et al., 2000). Enquanto na
literatura ndo existem duvidas sobre a respondad#i deAeromonasna etiologia de
infeccOes extraintestinais, o papel que esses rgamesmos desempenham nas doencas
diarréicas ainda € causa de controvérsia entreesuBlGUERAS et al., 2007b).

Apesar de produzirem fatores de viruléncia siredaraos de bactérias que
comprovadamente causam diarréia em humanos e semsideradas potenciais patégenos
entéricos (ALBERT et al., 2000), os mecanismos agenicidade de espécies do género
Aeromonasainda nao foram elucidados e, portanto, € difipbnta-las como agentes de
gastroenterites (BORCHARDT et al., 2003). Além djs®té agora, o papel dessas bactérias
em infeccdes entéricas tem sido definido a padirelatos de casos, estudos do tipo caso-
controle e de investigacao de surtos associadesokmmento da bactéria nas fezes (KIROV,
2001) o que, embora relacione o microrganismo calmesca, € insuficiente para inferir uma
relacdo de causa e efeito entre estes (ALTWEGGSGEL989).

Na maioria dos casos onde se acreditaAgremonasspp. seja 0 agente etiologico, a
diarréia é bastante aquosa e pode vir acompanteadmrdabdominal, vomitos, e febre. A
presenca de sangue e muco nas fezes também Edi@da. Geralmente a diarréia é auto-
limitada e apds alguns episédios, o individuo admmeapresenta melhora dos sintomas,
contudo, em casos mais graves, o quadro pode eyala desidratacdo (GHENGHESH et
al., 2008). Ha, ainda, alguns relatos de casoséilias semelhantes a colera onde apenas
Aeromonasfoi isolada das fezes (CHAMPSAUR et al.,, 1982; EEARet al., 1997,
GHENGHESH et al., 1995).

No primeiro semestre de 2004, ocorreu um surtoiaieéia em Sao Bento do Una,
localizado na regido agreste de Pernambuco, aujansatologia foi similar a da cdllera, com
diarréia aquosa abundante, vomitos, nauseas es@brominais. Entre os meses de marco e
junho daquele ano, foram registrados 1.146 casdsad@ia, dos quais 582 foram submetidos
a coprocultura. Em 145 destes, foi isolado ao memws enteropatégeno, sendo que
Aeromonadoi encontrada como Unico microrganismo presemtel&4 amostras. Nas outras
31 amostras, foram isoladds choleraeO1 (18) e ndo-O1/n&o-0139 (Halmonella(8), e
Shigella(3) (HOFER et al., 2006).
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2.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico diferencial déeromonasspp. ndo € realizado como parte da rotina da
maioria dos laboratérios clinicos (GHENGHESH et, &008), embora alguns autores
recomendem sua pesquisa, principalmente em sendmtale fezes diarréicas de
imunocomprometidos (JANDA; ABBOTT, 1998). As amastr suspeitas de conter
Aeromonassdo inoculadas em meio de enriquecimento liquidair{ heart infusion- BHI,
ou agua peptonada alcalina — APA) e incubadas 2735-durante 18-24h. Sdo semeadas em
placa de agar sangue com ampicilina para veriftheas caracteristicas que facilitam a
identificacdo do género: a resisténcia a ampiceimahemalise do tip@.

As colbnias crescidas em placa sdo submetidasstoda oxidase para diferenciar da
familia Enterobacteriaceae. Para diferenciar\Milario sp. e Plesiomonas shigelloideé
realizado semeio em meio de cultura liquido cordediflerentes concentracbes de NacCl,
como mostra a tabela 2 (GHENGHESH et al., 2008).

Teste Aeromonas sp. Vibrio sp. Plesiomonas
shigelloides
Oxidase + + +
sem NaCl + - +
Crescimento em meio liquido NaCl 1% + + +
NaCl 6% - + -
Hidrolise da gelatina + v -
Producao de acido a partir de inositol - v +

Quadro 2. Provas fenotipicas diferenciais pa&@romonasp.,Vibrio sp. ePlesiomonashigelloides
Fonte: Ghenghesh et al. (2008).
Nota: V= variavel.

Apesar dos avancgos, a identificagdo bioquimicAel®monasspp. continua confusa,
levando a classificar esses microrganismos em ®ug@neros, principalmentd/ibrio
(CHACON et al., 2002; JANDA; ABBOTT, 2010; SOLER at., 2003). Os sistemas
comerciais de identificacao tais como API 20E ek itdentre outros, apresentam limitacdes
em diferenciar corretamente as espécieg@l®monastendendo a classificar grande parte
das cepas comA. hydrophila(PARK et al., 2003; SOLER et al., 2003), o quevpoa uma
superestimacao dessa espécie como agente etiolbgitdeccdes ao mesmo tempo em que
mascara a verdadeira incidéncia das outras esp@d®&ERAS, 2005). Para evitar esses

problemas, alguns autores indicam a utilizacdo @odos moleculares na identificacdo
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correta desses microrganismos (CASTRO-ESCARPULL4lgt2002; FIGUERAS, 2005),
embora grande parte dos laboratdrios clinicos,céspgente nos paises em desenvolvimento,
ainda néao utilizem ferramentas moleculares naaalim suas analises (GHENGHESH et al.,
2008).

Dentre os métodos moleculares de diagndstico, sarda sequéncia 16S do rDNA
através de Polimorfismos de Tamanhos de FragmeletdestricdoRestriction Fragment
Lenght Polymorphism RFLP) tem sido bastante utilizada e mostradalteetos satisfatorios
inclusive na identificacdo de novas espécies (FIBAE et al.,, 2000; FIGUERAS et al.,
2005; FIGUERAS; GARRO; MARTINEZ-MURCIA, 2000; HUAteal., 2004). Outras
técnicas moleculares utilizadas na identificagdddemonasncluem ERIC-PCR e BOX-
PCR (DAVIN-REGLI et al., 1998; TACAO et al., 2005).

Kong et al. (1999) sequenciaram a regido espacadimagénica lptergenic Spacer
Region — ISR) 16S-23S do rDNA de algumas espéciesAdeomonase, apesar da
heterogeneidade encontrada, conseguiram des@ninaers especificos para cada espécie,

contudo, até onde se sabe, esse método nao temtiihalo como forma de diagnaostico.

2.6 TRATAMENTO

O uso de antibioticos em casos de diarréia asi®eAeromonas: controverso uma
vez que a maioria dos pacientes apresenta melbpoat&nea apds alguns dias de infeccao e
nos casos leves, apenas a terapia de reidrataséficiente (SAN JOAQUIN; PICKETT,
1988). A medicacdo antimicrobiana, portanto, sé gxticada para doenca intestinal crénica
ou quando o sitio de infeccdo é extra-intestindlARPICHITR; CATTO-SMITH, 2003).

Mais de 90% das aeromonas sdo resistentes a Anapio que permite a utilizacéo
desse antibiotico na identificacdo do género (GHHEGH et al., 2008). De uma forma
geral, as aeromonas sdo sensiveis a grande medmsiantibidticos utilizados na clinica
médica, dentre eles cefalosporinas de terceirac@erajuinolonas e imipenem (LUPIOLA-
GOMEZ et al., 2003; ZONG et al.,, 2002). No entantonumero de relatos sobre o
surgimento de cepas dAeromonasresistentes vem aumentando ao longo dos anos
(EDWARDS et al., 2001; FOSSE et al., 2003; GONI-UBR et al., 2000; SINHA et al.,
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2004), o que é um alerta para os sistemas de gxildiea ja que a resisténcia mediada por
plasmideos pode ser transferida de uma cepa a(@RtaUN et al., 2003).

2.7 PATOGENICIDADE

Os fatores envolvidos no processo de infeccdo Asnomonasainda ndo foram
comprovados (CASTRO-ESCARPULLI et al., 2002), deyidm grande parte, a falta de um
modelo animal que reproduza a doenca. S&o, portemsiderados fatores de viruléncia por
inferéncia, isto é, uma vez que sao molecularma&ntgares a produtos e estruturas de outras
bactérias que ja tiveram seu papel na infeccdo mmrado, sugere-se que eles também
estejam relacionados a patogenicidade do géneiddaA2001).

Acredita-se que espécies deromonaspossuem um amplo espectro de fatores
envolvidos no processo de infeccdo que inclui deby@o, invasdo e proliferacdo do
microrganismo, além de apresentar a habilidade stapar do sistema imunolégico do
hospedeiro (JANDA, 2001; ZONG et al., 2002). S&aodptoras de fatores de viruléncia
extracelulares, como enterotoxinas, hemolisinaglesinas, e dispoem de caracteristicas
estruturais, como pili, flagelo, proteinas de maanbrexterna e camadas “S”, que parecem
desempenhar algum papel durante a infeccao. Alésodja foram descritos mecanismos de
motilidade, adesividade e invasividade celular (AN 2001). As estruturas e proteinas
codificadas pelos provaveis genes de viruléncidAel®monagesquisados nesse estudo sao
apresentadas de forma mais detalhada a seguir.

2.7.1 Flagelo polar (gendésA/B)

O flagelo auxilia na adesdo da bactéria a céluleargitica durante o processo
infeccioso, além de induzir resposta imunoldgica lwspedeiro (RAMOS; RUMBO;
SIRARD, 2004), sendo, portanto, considerado um mapte fator de viruléncia
(JOSENHANS; SUERBAUM, 2002; OTTERMAN; MILLER, 1997) Aeromonas

mesofilicas, semelhantes\Vabrio parahaemolyticuse Vibrio algynoliticus apresentam um
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incomum sistema de flagelo (MERINO et al., 2006paz de expressar dois flagelos
completamente diferentes: um polar, constitutiuee qonfere motilidade a bactéria em meio
liquido (Sswimming e outro lateral, induzido, que permite a ade@ma bactéria em meio
ViSC0so ou sobre superficiesmarming e expresso somente nestas situacoes e apenas por
algumas cepas (CANALS et al., 2006; MANSON etX998).

O flagelo polar é essencial para a colonizacacstini, enquanto a expressao do
flagelo lateral contribui para a formacdo de bmoé| ativando o mecanismo d@giorum
sensingbacteriano (BELAS; COLWELL, 1982; KIROV et al., @) que torna as bactérias
mais resistentes as defesas do hospedeiro e ane@gatimicrobianos. Quando agrupadas
em biofilme, as bactérias expressam mais fatorevimdéncia, o que faz dos flagelos
importantes marcadores da patogenicidadderomonagMERINO et al., 2006).

Geralmente, quando a bactéria encontra-se em nsioso, a expressao do flagelo
polar é reprimida, enquanto os genes que codificarflagelo lateral sdo induzidos.
Entretanto, a expresséo de um sistema nao integegulacdo do outro, como ocorre em
Vibrio parahaemolyticue Azospirillum brasiliensee o sinal através do qual a bactéria €
induzida a expressar o flagelo lateral ainda éatdsecido (MERINO et al., 2006).

O flagelo polar deAeromonasspp. € codificado por 55 genes dispersos em cinco
clusters(ALTARRIBA et al., 2003; CANALS et al, 2006), elateral é codificado por 38
genes distribuidos em uma Unica regido do cromasdmanteriano (MERINO et al., 2006).
Em A. caviae o locus do flagelo polar contém dois genes quificam flagelinas flaA e
flaB), um gene de funcdo desconhecifla), além de genes que codificam proteinas de
superficie flaH) e do tipo chaperondldJ). O locus do flagelo lateral consiste de doisegen
codificantes de flagelinadafAl/lafA2 (que apresentam 87% de homologia entre $afE:
além de outros genes que codificam as demais pasteinvolvidas na biossintese do flagelo
(GAVIN et al., 2002). A figura 1 mostra uma repmeseao dos genes envolvidos na sintese

do flagelo polar d&eromonaspp.

— flaa flaB_ |flaG|__flall | flal |

Figura 1. Esquema representativo dos genes envolvidos tessido flagelo polar deeromonaspp.
Fonte: Kirov (2003).
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2.7.2 Aerolisina (genaerA)

Cepas deAeromonasspp. sdo capazes de produzir uma grande variedade
enterotoxinas (KROVACEK; FARIS; MANSSON, 199MAJEED; MacRAE, 1991), sendo
gue algumas tém efeito citotdnico, a exemplo dakficadas pelos genedt e ast e outras
atuam de maneira citotoxica, como as codificaddsspgenesact, hlyA e aerA. As
enterotoxinas citotoxicas causam degeneracao geasce vilosidades intestinais (CHOPRA;
HOUSTON, 1999) e apresentam atividade hemoliticd € al., 1998). As enterotoxinas
citotonicas, por outro lado, ndo, causam danos wilasidades do intestino (CHOPRA,;
HOUSTON, 1999). Dentre todas as toxinas produzm@sAeromonasspp., a aerolisina,
enterotoxina citotéxica codificada pelo geaeA, € o fator de viruléncia mais bem estudado
e caracterizado (JANDA; ABBOTT, 1998).

A aerolisina € uma proteina termolébil de aproxiamaente 50 kDa (CHOPRA et al.,
1993) que reage cruzadamente com anticorpos espsqggfara a toxina colérica, embora ndo
apresente homologia entre suas sequéncias e rdmedralizada pelo antissoro colérico
(FERGUSON et al.,, 1997); apresenta alta similaedadm o-toxina de Clostridium
perfringense tem um mecanismo de acdo similar, formando po@smembrana do
hospedeiro (COLE et al., 2004).

Aerolisina é secretada na forma de um precursaivebldenominado proaerolisina
(BURR; DIEP; BUCKLEY, 2001), que € convertida poojgases da bactéria e do hospedeiro
em aerolisina. Segue-se 0 processo de oligomedzam@de um peptideo C-terminal &
removido e a proteina sofre uma mudanca conformakidranformando-se em um anel
heptamérico de natureza anfipatica que se insereemabrana celular do hospedeiro. Uma
série de eventos bioquimicos culmina com mudangagradientes de ions N&* e Cd", e

levam a vacuolizacao do reticulo endoplasmaticoeercelular (FIVAZ et al., 2001).

2.7.3 Fosfolipase (gerip)

Bactérias Gram-negativas apresentam uma fosfoliipésgrada & membrana externa

que esta envolvida no transporte transmembraname iteplicacbes na viruléncia do
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microrganismo (SNIJDER; DIJKSTRA, 2000). SegundohrSiel e Miller (1999), as
fosfolipases atuam na manutencdo e disseminacdmaataria, interferem nas cascatas de
sinalizacdo celular do hospedeiro e modulam suposts imunoldgica sem, contudo,
provocar dano tecidual. Acredita-se também quesessimas atuem modificando a
membrana plasmatica das células do hospedeircanoras mais suscetiveis as toxinas
bacterianas (ANGUITA et al., 1993; CHUANG et ab9Y).

O gene da fosfolipase d®& hyrophilaé conhecido coméipH3 (ANGUITA et al.,
1993), lip (CHUANG et al., 1997) ela (MERINO et al.,, 1999) e também apresenta
homologia com oapl-1 (INGHAM; PEMBERTON, 1995), nimero de acesso %51
U63543, AF092033 e U14011, respectivamente.

2.7.4 DNase (genexy

Quando o hospedeiro é infectado, hd aumento ddugio de neutréfilos que sao
recrutados para o sitio de infeccdo para fagoaitaicrorganismo e eliminar a infeccdo. Apés
ativacdo, os neutrofilos liberam histonas e cramsatjue juntas formam uma rede fibrosa
capaz de prender e eliminar o agente infecciosguAhs bactérias, contudo, produzem
DNAses que degradam a cromatina liberada pelosrgides, impedindo que o sistema
imunologico do hospedeiro as elimine (BRINKMANNatt, 2004).

Vérias nucleases tém sido descritas como impeddatores de viruléncia, apesar de
ainda nao terem seu papel na patogénese bem oeffitRMBERTON; KIDD; SCHMIDT,
1997), e alguns autores tém pesquisado genes dqlitcam DNAses, associando sua
presenca a viruléncia deeromonas(CHANG et al., 1992; DODD; PEMBERTON, 1996;
NAM; JOH, 2007).

2.7.5 Glicerofosfolipidio-colesterol aciltransfegggenegca

Glicerofosfolipidio-colesterol aciltransferase (&0 é uma lipase secretada par

salmonicida responsavel pela formacédo de furdnculos em pe(RdSRLAND, 1996;
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THORTON et al., 1998)A. hydrophilasecreta uma enzima similar que hidrolisa e nezéral
fosfolipidios de membrana, levando a lise celuRENIBERTON et al., 1997). O gene que
codifica GCAT é encontrado praticamente em todascegsms de qualquer espécie de
AeromonagCHACON et al., 2003) e tem sido utilizado como omarcador para o género,

diferenciando-o de outras enterobactérias (CHACOM. £2002).

2.8 ADESIVIDADE EM CELULAS ANIMAIS

A habilidade de aderéncia das bactérias a céananais € um passo necessario a
colonizacéo do trato gastro-intestinal e, portaatmfeccdo (CROCIANI et al., 1995). Varios
estudos relacionam o padrdao de adesividade ao &mngen potencial de viruléncia de
bactérias (MITACHE et al., 2009; MORA et al., 2003RSOT, 2005). Por serem mais bem
estudados, os padrées de adesividade obtidosEsmimerichiacoli servem de modelo para
estudos de infeccéo de outras bactérias em c@utagioticas. Enf. coli pode-se observar
adesividade difusa (DA), localizada (LA), agregatfAA) e um padrdo semelhante ao de
aderéncia localizada (LAL) mas observado apenas»gmarimentos com periodos longos de
incubacdo (SCALETSKY et al., 1999). Acredita-se qate Ultimo esteja relacionado a maior
viruléncia bacteriana, em contrapartida ao padr#@o dde € visto em bactérias menos
virulentas (SCALETSKY et al., 2010).

Devido & falta de um modelo de infeccio vivo que reproduza a infeccdo por
Aeromonasspp, varios estudos de infecclio vitro em linhagens celulares animais déo
suporte a capacidade dessas bactérias provocarers delulares como citotoxicidade, além
da sua habilidade em aderir e invadir as célulasLAI; JESUDASON; SRIDHARAN,
2004; MARTINS et al., 2002; SCHIAVANO et al., 1998)

2.9 GENOMA

Até o0 momento, ha apenas dois genoma&atemonasompletamente sequenciados

na base de dados tiational Center for Biotechnology InformatigNCBI), sendo um dé.
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hydrophila e o outro deA. salmonicida Aeromonas hydrophilgpossui um cromossomo
circular de 4.744.488 nucleotideos, 4.286 genesritles 160 RNA estruturais e contetdo
GC de 61%Aeromonas salmonicidambém possui apenas um cromossomao circular, com
4.702.402 nucleotideos, composto de 4.387 gen@&dRIMA estruturais e cujo conteudo GC é
de 58%.

2.9.1 Regiao Espacadora Intergénica 16S-23S rDNA

Em procariotos, a regido espacadora intergénitsR-16S-23S do rDNA apresenta
variabilidade de tamanho e de sequéncia nucleatiglide nimero de cépias (GURTLER;
STANISICH, 1996), e é composta de operons que oorgénes codificadores de tRNA.
Dependendo do numero de operons de tRNA preseatesgido espacadora apresenta
tamanhos diferentes que variam de acordo com a@@uea espécie bacteriana (GARCIA-
MARTINEZ et al., 1996; GURTLER; STANISICH, 1996; KSKTMAN et al., 1992).

A ISR 16S-23S rDNA, talvez por se encontrar edtis genes altamente conservados
em relacdo a evolucdo, diverge pouco entre bastg@réatencentes a um mesmo grupo
(GARCIA-MARTINEZ et al., 1999), o que a torna um nmcedor bastante utilizado em
estudos de investigacdo epidemiolégica (AMANN; LUA SCHLEIFER, 1995),
possibilitando caracterizar e diferenciar bactér@do no que se refere ao género, quanto a
espécie (GARCIA-MARTINEZ et al., 1999), além deenf diversidade populacional em
bactérias de uma comunidade (STEWART; CAVANAUGH) 20

O sequenciamento da ISR 16S-23S do rDNA de espéeidsromonasmostrou que
essas bactérias contém dois tipos de espacaddimsniicos: tRNAS" (glutamato) e tRNA
(isoleucina e alanina), sendo que no primeiro améecias variam entre 512 a 595 pb,
enquanto os genes que codificam tRNpossuem de 464 a 498 pb. Além disso, as espécies
de Aeromonaspresentaram grande heterogeneidade da ISR 168p238r de haver tambéem
algumas regifes conservadas, permitindo, inclusigsenhaprimers especificos para cada
espécie (KONG et al., 1999).
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2.9.2Gene 16S do rDNA

A andlise do gene 16S do rDNA através de sequeeci® € uma das praticas mais
precisas para determinar proximidade entre bastéeimbora alguns autores acreditem que
nem sempre ela reflete de forma apropriada a rel@g@®ndémica entre bactérias (MORANDI
et al., 2005). Com relacdo ao géné&mromonasexistem alguns trabalhos na literatura que
fazem uso da pesquisa do gene 16S rDNA, geralnaassteciada a clivagem com diferentes
enzimas de restricdo, para identificacdo das esp@eEIGUERAS et al., 2000; ORMEN et al.,
2005).

Martinez-Murcia, Benlloch e Collins (1992) sequareim o0 gene 16S rDNA de 20
cepas déeromonag encontraram uma sequéncia de 1.502 nucleotidpossentando 98%
do gene. Foram encontrados altos niveis de siadlde entre as cepas contudo, algumas
alteracdes pontuais tornaram possivel a difereficide cada genomoespécie.
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3 JUSTIFICATIVA

Cepas deAeromonasspp. foram isoladas como Unico microrganismo pmtesem
fezes de pacientes apresentando diarréia durantidmda infeccdo em S&o Bento do Una,
PE, em 2004. Apesar de estarem cada vez mais @ma®lgm infeccbes extraintestinais em
humanos e de terem sido relacionadas aos proadissscos do surto de S&o Bento do Una,
ainda ndo ha consenso na literatura de que espefsromonagrovoquem diarréias em
individuos imunocompetentes uma vez que, algumassyesdo encontradas em fezes de
pessoas sem a doenca.

Diante do exposto, surgiu a duvida sobre o reatlpd@Aeromonasspp. no surto de
diarréia de Sdo Bento do Una: seriam bactérias gantgs contendo um mecanismo de
viruléncia ainda desconhecido, ou seriam microsyans oportunistas que teriam competido
com o agente responsavel pelo surto e “mascaraderdadeira etiologia daquelas infecgbes?
Ou ainda: seriam bactérias que fazem parte da biateotransitoria normal do intestino de
humanos e, uma vez que ndo sdo pesquisadas mtiesite, ndo se conhece sua frequéncia
em fezes de individuos sem sintomatologia?

Tendo em vista a grande frequéncia de casos deidiale onde foram isoladas
espécies dderomonasbem como a preocupacédo que a comunidade cientdiic levantado
acerca dessas bactérias, este estudo foi realizadntativa de elucidar o seu carater

patogénico e o seu papel no surto de diarréia abfgram relacionadas.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar molecularmente isoladosf@@omonasobtidos de um surto de diarréia ocorrido

no municipio de Sao Bento do Una, PE, Brasil, e6420

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Pesquisar genes de viruléncia em isolados humanasik®@entais deAeromonas

provenientes do surto;

b) Verificar a capacidade de adesacAgeomonasn vitro;

c) Avaliar o crescimento bacteriano e correlacionan aama possivel capacidade de

formacgao de biofilme;
d) Identificar a relacéo clonal dos isolados pelaiaaala regido espacadora intergénica
16S-23S e do gene 16S de uma cepa representansala@eerfil obtido com a ISR

16S-23S;

e) Desenvolver e padronizar uma duplex-PCR para dsgoodeAeromonaspp.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 REATIVACAO DAS CEPAS E EXTRACAO DE DNA

As cepas utilizadas nesse estudo foram gentilnosabelas pelo Dr. Ernesto Hofer do
Laboratério de Referéncia Nacional de Colera eaguinteroinfeccdes Bacterianas, Instituto
Oswaldo Cruz/Fiocruz. Cento e seis amostras dascéfpds isoladas de coproculturas de
pacientes envolvidos no surto de diarréia em SamoBdo Una (HOFER et al., 2006) foram
recuperadas e incluidas neste estudo, além depi8 eenbientais também isoladas durante o
surto. Do total, 82 cepas foram tipadas genotipgrdam através de RFLP do gene 16S
(FIGUERAS et al., 2000) e o restante através deddsioquimicos para o género e foram
denominadas nesse trabalho comeromonassp. As cepas de referéncha hydrophila
ATCC 7966, A. veronii biogrupo veronii ATCC 35624", A. caviaeATCC 15468 e A.
hydrophilalOC 11036 foram utilizadas como controle.

As culturas estavam mantidas em TSA em camadaaate@mperatura ambiente e
foram recuperadas pelo enriquecimento em BHI a 3@@@nte 24h. Duzentos microlitros da
cultura foram transferidos para outro tubo de Bhhiabados a 37°C por 24h. Um mililitro
da suspensao bacteriana foi utilizado para extrdgdoNA seguindo o protocolo descrito por
Leal et al. (2004). Para preservacao do materigtgm as cepas foram estocadas a -80°C em

BHI com 25% de glicerol.

5.2 PESQUISA DE GENES DE VIRULENCIA

A presenca de genes de viruléncia é&mromonasfoi determinada através de
amplificacdo do DNA das cepas em regifes espesjfiglizando primers descritos na
literatura (SOLER et al., 2002; SEN; RODGERS, 200dimo mostra a tabela 3.

As reacOes de PCR foram realizadas nas seguimescées: KCI 50 mM; Tris-HCI
10 mM; MgChL 1,5 mM; dNTP 20QuM; 20 pmol de cadarimer, 20 ng de DNA gendmice
0,5 U deTaq DNA polimerase (Gorag DNA polimerase — Promega), ajustadas para um

volume final de 25uL por tubo. A ciclagem térmica consistiu de: 3 nbasuiniciais de
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desnaturacao a 95°C seguidos de 30 trinta ciclo¥ denuto de desnaturagéo a 94°C, 1
minuto na temperatura de anelamento otimapdimsers (tabela 3) e 1 minuto de extensdo do
fragmento a 72 °C e uma extensao final de 72° Gpuinutos. As reacdes foram realizadas
no termociclador Biometria T-3000. Os produtos dapl#ficacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1% corado com SY&B& com tensdo de 120v, durante
uma hora. O gel foi visualizado em UV e fotografadm camera digital Kodak, utilizando o

programa Kodak 1D Image Analysis Software, vers&gara Windows.

Genes Sequéncias nucleotidicas Fragmento Referéncias TA
5->3 amplificado (pb)
aerA CCTATGGCCTGAGCGAGAAG
CCAGTTCCAGTCCCACCACT 431 Soler et al., 2002 58°C
geat CTCCTGGAATCCCAAGTATCAG 237 Soler et al.. 2002 56 °C

GGCAGGTTGAACAGCAGTATCT

TCCAACCGT(C/T)TGACCTC 608 Sen; Rodgers, 2004 55 °C
flaA/B G(A/C)(CIT)TGGTTGCG(A/G)ATGGT

exu (A/G)GACATGCACAACCTCTTCC 323 Soler etal., 2002  58°C
GATTGGTATTGCC(C/T)TGCAA(C/G)

lip CA(CIT)CTGGT(T/G)CCGCTCAAG 247 Soler etal., 2002 56 °(
GT(A/G)CCGAACCAGTCGGAGAA

Quadro 3. Genes pesquisados, sequéncias plasers tamanho esperado dos fragmentos, referéncias e
temperaturas de anelamento (TA) utilizadas nesteles
Fonte: elaborado pelo autor.

5.2.1 Sequenciamento dos fragmentos obtidos

Os produtos das reacdes de PCR dos genes denuiaul@esquisados na cepa de
referéncia ATCC 7966 e em duas cepas representantes do surto (umdstfaito e outro
ambiental) foram purificados com o QIAEX Il Gel Eattion Kit (Qiagen, Chatsworth, CA) e
sequenciados em ABI Prism 3100 Genetic Analyzepl(i@d Biosystems, Foster City, CA).
As sequéncias foram submetidas a alinhamento atdw@rograma BLASTn do NCBI para
confirmacéo da identidade dos fragmentos ampliéisad

Com relacdo ao gerféaA/B, os produtos de PCR da#seromonasATCC 7966,
ATCC 35624' e de sete cepas do surto, além de alinhadas mejcema BLASTn, também
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foram alinhadas com programas do pacote DNAstamgaradas entre si e com sequéncias
do gene da flagelina de diferentes espécigsetlemonagiepositadas no NCBI.

5.3 ADESIVIDADE CELULARIN VITRO

Para avaliar o padrdo de adesividade e buscandelamonar esse padrdo com 0s
achados moleculares para o gene do flagelo fl@larB, 12 isolados deéeromonasspp.,
além das cepa®A. hydrophilaATCC 7966 e A. veroniibiogrupo veronii ATCC 35624,
foram submetidos a tesie vitro de adesividade celular em células das linhagems {ren
de macaco verde africano) e HEp-2 (carcinoma ladrigimano).

Os experimentos foram realizados com células Vemora células HEp-2 e foi
utilizado o protocolo descrito por Neves, Nunes dhdfmen (1994), com pequenas
modificacdes. Os isolados foram inoculados em tutmsendo cinco mililitros de BHI
durante 24h a 37°C. Dois mililitros das culturalsiidas em tampao PBS pH 7,2 para uma
ODggp~0.5 foram inoculados em laminulas contendo a mamada de células. As laminulas
foram incubadas a 37°C durante 90 minutos e laveh@® vezes com PBS pH 7,2 para
retirar as bactérias ndo-aderentes. As célulasnfdiseadas com dois mililitros de metanol e
coradas com Giemsa. ApOs secagem a temperatur&rambas laminulas foram montadas

sobre laminas e visualizadas em microscopio optico.

5.4 MICROSCOPIA CONFOCAL

Com o objetivo de avaliar o crescimento bacteriatentar correlaciona-lo com uma
possivel formacdo de biofilme, uma cepaABromonasspp. representante de cada perfil
encontrado na PCR do geif@A/B e uma cepa d8taphylococcus aureusconhecidamente
capaz de formar biofilme (controle positivo) forambmetidas a microscopia confocal. Para
isso, as bactérias foram cultivadas diretamentglacas de cultivo MatTek (MatTek Corp.
MA, USA) de 35 mm de diametro, por 72 horas, a 37&R€ culturas foram examinadas

diretamente e apods fixacdo em metanol, seguindocegimento descrito anteriormente para
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o teste de adesividade celular. Foi utilizado nsicépio confocal a laser, com a reflexdo do
laser em 488 nm. Cortes Opticos foram realizadasreconstrucao tridimensional com a

projecdo maxima e topografica foi feita atravépamrama Leica Lite 2.0.

5.5 AMPLIFICACAO DA REGIAO ESPACADORA INTERGENICAGS-23S

Para amplificacdo por PCR da regido espacadongéntiea 16S-23S foram utilizados
0S primers 5TTTCTGCAGYGGNTGGATCACCTCCTT3 € 5'ACGAATTCTGACTGCCMRGGCATCCA3'
descritos por Chun, Hug e Colwéll999). As reacdes de amplificacdo foram preparada
volume total de 23uL por tubo contendo KCI 50 mM; Tris-HCI 10 mM; Mgdl,5 mM;
dNTP 200uM; 20 pmol de cadarimer, 20 ng de DNA gendmico e 0,5 U deag DNA
polimerase (GdaqDNA polimerase — Promega).

O programa de ciclagem térmica consistiu de 8@<ide 1 minuto a 92°C, 1 minuto a
55°C, 1 minuto a 72°C, terminando com 7 minutoextensao final a 72°C. A ciclagem
térmica foi realizada no termociclador Biometri®0dB0. Os produtos da amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2dacoom brometo de etidio, caanséo
de 100v, durante quatro horas. O gel foi visuatizewh UV e fotografado com camera digital

Kodak, utilizando o programa Kodak 1D Image AnaySoftware, versao 3.5 para Windows.

5.5.1 Clonagem e sequenciamento da regido espagatengénica 16S-23S

O produto da PCR de uma cepaAdecaviaerepresentante dos ribotipos R1, R2 e R3
foi extraido e precipitado em alcool etilico patanagem em pGEM3zf(Promega Inc.,
Madison, WI) previamente linearizado com as enzig@gestricadP’st e EcaRI. Tanto o
vetor quanto os insertos (produto das PCR) foramfigados com o QIAEX Il Gel Extraction
Kit (Qiagen, Chatsworth, CA). Células de. coli DH50 foram transformadas com o
plasmideo recombinante, semeadas em placas conteedn LB com 100 mg/mL de
ampicilina, X-GAL e IPTG, e inoculadawernighta 37°C. Em seguida, 96 colbnias brancas

de cada ribotipo representante foram selecionaa@sgxtragcdo de DNA plasmidial segundo



34
Marques, C.L.M. Caracterizacao molecular’@gomonaspp. isoladas durante um surto de diarréia...

protocolo adaptado de Sambrook e Russell (2001 )pl&snideos foram digeridos com as

enzimas de restricdo previamente utilizadas eaggrfentos foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1% para verificacdo do tamaokandertos clonados. Vinte clones de
cada ribotipo contendo insertos compreendidos d@de600 pb foram sequenciados em ABI

Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied BiosystemsstEp City, CA). As sequéncias obtidas

foram analisadas usando softwares do pacote DNAst@omparadas entre si e com

sequéncias da ISR 16S-23SAromonasiepositadas no banco de dados do NCBI.

5.6 AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S

Com o objetivo de encontrar um marcador mais coaser;, que permitisse fazer uma
relacéo clonal entre as cepas isoladas durantet@ somparando com os perfis observados
na amplificacéo da regido ISR 16S-23S, o gene Ba8rdrepresentante de cada ribotipo (R1
a R9) foi amplificado por PCR e sequenciadara amplificacdo foram utilizados psmers
5’AGAGTTTGATCATGGCTCAGS3' e 55 GGTTACCTTGTTACGACTT3e metodologia descritos
por Figueras, Guarro, e Martinez-Murcia (2000).p@xdutos das reac¢des foram purificados
com o QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen, Chatswior CA) para sequenciamento em ABI
Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied BiosystemsstEpCity, CA) com 0s mesm@simers
utilizados para a amplificacdo. As sequéncias foearalisadas através de programas do
DNAstar e comparadas com sequéncia do gene 16@hbde® sp. depositada no NCBI e

utilizada como controle externo para construcadetelrograma.

5.7 DESENVOLVIMENTO DA TECNICA DUPLEX-PCR PARA IDENFICACAO DE

Aeromonas

Devido a dificuldade na identificacdo das espéaes géneroAeromonas foi
desenvolvida uma duplex-PCR para o diagnéstico adedmctérias. Foram desenhados
primers dirigidos para uma regido conservada do gene Ifffecdica para o0 género
Aeromonas(5’ ACGCAGGCGGTTGGATAAGT 3' e 5 GGCAACAAAGGACAGGGT
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3’). Sequéncias de diferentes espéciesei®monagnimeros de acesso: X60411, X60412,
X60415, X60416, FJ998417, HMO007582, AB034760, AR e FJ998415) foram
coletadas do banco de dados EMBL, alinhadas atd@sograma MegaAlign (DNAstar) e,
para anelamento dgsimers foram selecionadas regides conservadas entspasies.

Foi adicionado outro par darimers (5' CTCCTGGAATCCCAAGTATCAG 3' e 5
GGCAGGTTGAACAGCAGTATCT 3') utilizado por Soler et. §2002) e voltado ao gene
gcat especifico dé\eromonagCHACON et al., 2002). As reacbes de PCR forartizamas
nas seguintes condi¢cdes: 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCE mM MgCh, 400 mM de cada
dNTP, 40 pmol de cadarimer GCAT, 20 pmol de cadarimer 16S, 1 U deTag DNA
polimerase (Promega) e 20 ng DNA para um volumal fde 25 pL. As amplificacbes
ocorreram em um termociclador Biometria T-3000 GienAnalyzer e consistiram de 35
ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 54°C e 1 min a 724guidos de 5 min a 72°C para extensao
final. Dez microlitros dos produtos da PCR foranbreatidos a eletroforese em gel de
agarose 1% corado com SYBR Safe DNA gel staintfiogen), a 100v por 60 minutos. O gel
foi visualizado em um transiluminador de UV e foifgdo usando o programa Kodak 1D
image analysis version 3.5 (Digital Kodak Science).

A reprodutibilidade da técnica foi avaliada atradésquatro ensaios com as cepas de
referénciaA. hydrophilaATCC 7966, A. veroniiATCC 35624 bio veronii,A. caviaeATCC
15468 eA. hydrophilalOC 11036, além de seis espécies diferentesetiemonagA. caviae
A. caviaeatipica,A. hydrophila,A. jandaei, A. mediaA. veronij A. veroniiatipica eA. trota).
Para avaliar a especificidade da duplex-PCR, tamioéam realizados quatro ensaios com
sete diferentes espécies dibrio (V. choleraeOl, V. choleraenon-O1/non-0O139Vibrio
alginolyticus Vibrio fluvialis, Vibrio furnissi Vibrio mimicus V. parahaemolyticug Vibrio
vulnificug, género cuja identificacdo laboratorial € muitrgeida comAeromonaso que
dificulta a identificacdo (JANDA; ABBOTT, 1998).

Além disso, nove cepas com identificacdo bioquinmcanclusiva, sendo ora tipadas
como Aeromonase ora tipadas comd/ibrio, foram submetidas a duplex-PCR para

confirmacado do género e avaliacdo da especificidadécnica.
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6 RESULTADOS

6.1 GENES DE VIRULENCIA

Os genedip, exy gcat e flaA/B foram encontrados em alta frequéncia nas 106
amostras clinicas e nos 19 isolados ambientaissadak. O genaerA foi encontrado em
menor frequéncia tanto nos isolados clinicos com® ambientais. Nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre os gruposalados clinicos e ambientais para quaisquer
dos genes estudados (tabela 4). A figura 2 mosteananho dos fragmentos amplificados
para os geneserA, gcat, lip, exu(A) eflaA/B (B) na cepa de referéncia ATCC 7966

Tabela 1.Frequéncia de genes de viruléncia em potenciakelados clinicos e ambientais Aeromonaspp.
obtidos durante um surto de diarréia em S&o Bemidrh, PE, em 2004.

Frequéncia (%)
Gene Valor de p
Isolados Clinicos Isolados Ambientais

lip 84,9 100 0,128
exu 85,8 94,7 0,463
gcat 100 100 1,000
flaA/B 84 89,5 0,971
aerA 47,2 36,8 0,405

Fonte: elaborado pelo autor.

A amplificacdo do genBaA/B gerou fragmentos de tamanhos ligeiramente elifiers
(figura 3). De acordo com os padroes de amplificgéhanho dos segmentos, foram
identificados quatro perfis (F1 a F4). O perfil denplificacdo mais frequentemente
encontrado entre as cepas foi o perfil F1 de tamagimelhante ao fragmento amplificado
pela cepaA. hydrophilaATCC 7966', seguido do perfil F2, semelhante ao padréo olpida
amplificacdo do gene na cepa de referéAciaeroniibiotipo sobria ATCC 35624' (figura
4). Os perfis F3 e F4 s6 foram encontrados emdsslalinicos. Uma cepa representante de
cada um desses perfis foi submetida aos testededesamade celular e formagéo de biofilme.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos d® ¢De especifica da cepa Mleromonas
hydrophilaATCC 79686.

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: A: linhas: M: marcador de peso molecular (100pb), Aaer (aerolisina), 2: gcat
(Glicerofosfolipideo:colesterol acetiltransferasg)lip (lipase), e 4exu (DNase).B - linhas: M: marcador de
peso molecular (100pb), fla (flagelinaA/B).

O
©
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Figura 3. Fragmentos obtidos apds amplificacdo por PCR de fige A/B com uma cepa representante de cada
perfil, denominados F1 a F4, e as cepas de referAecomonas hydrophil&TCC 7966 e Aeromonas veronii
bio veronii ATCC 35624.

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: Linha M = marcador de peso molecular.
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Figura 4. Frequéncia dos perfis para o géla&/B em cepas clinicas e ambientaisAkEromonasspp. isoladas
durante um surto de diarréia ocorrido em S&o Béatona, PE, em 2004.

O sequenciamento de quatro cepas representansestd@ue apresentaram tamanhos
de bandas diferentes, bem como das cepas de @&®HCC 7966' e ATCC 35624

confirmou a existéncia de polimorfismo dentro degsee (figura 5).

F3
1 F4
| ATCC 7965
F1
F2
S50 ATCC 35624
I I I I I I I 1
70 60 50 40 30 20 10 0

Mucleatide Substitutions (100)

Figura 5. Dendrograma obtido apos alinhamento (ClustalW) skguéncias do gerfi@®aA/B de diferentes
isolados deAeromonasspp.

Em relacdo ao gene codificante da aerolisia@rA — em 57 isolados (45,6%) houve
amplificacdo de um fragmento de cerca de 1000 @bhamnho aproximadamente trés vezes
maior que o esperado (figura 6) e 13 amostras ¥d0anplificaram os dois fragmentos (431

e 1000 pb).
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos &eeRfecifica para o geaerA em dois isolados
do surto.

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: Linhas: M: marcador de peso molecular (10f) pbfragmento de tamanho esperado para o gerg
431 pb; 2: fragmento amplificado de, aproximadameb®00 pb.

O sequenciamento das bandas de 431 pb e de 10@lomddas revelou que o
fragmento de 431 ppossui sequéncia homologa a depositada em banadadde publicos
para o geneaerA de Aeromonas O amplicon de aproximadamente 1,0 kb ndo possui
identidade com o geraerA, mas sim (embora baixa) com gene codificanterda proteina
hipotética deAeromonas(putative Mg" transporteiC, Gl: 117558854 e Gl: 142849896)
Apds aumentar a temperatura de anelamentqdo®rs para 62°C, o fragmento de 1,0 kb
nao foi amplificado. O achado, portanto, foi corsadio inespecificidade da reacédo de PCR e
as cepas que apresentaram apenas esse fragmanicctorsideradas negativas paesA.

Dentre as cepas analisadas, apenas 34% dos isalétioss e 31,5% das amostras
ambientais apresentaram 0s cinco genes pesquis@dosutro lado, 94,4% e 100% dos
isolados clinicos e ambientais, respectivamentepliicaram pelo menos trés genes de
viruléncia associados, como mostrado na tabela 5.

N&o houve diferenca estatisticamente significatigafrequéncia dos genésaA/B,
exu,elip entre as espécies deromonasncontradas durante o surto (p=0,6557, p=0,5415 e
p=0,133, respectivamentefEntretanto, o gene da aerolisin@eid) foi encontrado numa
distribuicdo menor erA. caviaee nas cepas que nao foram tipadas para espéomnoadas

Aeromonasp. (p<0) (tabela 6).
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Tabela 2.Associacdo de genes de viruléncia em isoladosolre ambientais deeromonaspp. obtidos

durante um surto de diarréia em S&do Bento do UBaei 2004.

Genes Isolados clinicos  Isolados ambientais
n % n %

gcat, exd, lip*, fla’, aer 36 34 6 31,5
gcaf, aer’,exu, lip* 3 2,8 1 5,3
gcaf, exu, lip”, fla* 29 27,4 10 52,6
gcaf, aer’, lip*, fla* 5 4,7 - -
gcaf, aer’, exu, fla”* 6 57 - -
gcaf, exu, lip” 8 7,5 1 5,3
gcaf, lip*, fla" 6 5,7 1 5,3
gcaf, exu, fla”* 7 6,6 - -
gcaf, lip” 3 2,8 - -
gcat, exu 2 1,9 - -
gcat 1 0,9 - -
Total 106 100 19 100

Fonte: elaborado pelo autor
Nota: n = nimero de amostras; % = percentual.

Tabela 3.Frequéncia de provaveis genes de viruléncia entiespdeAeromonaspp.

Espécie n flaA/lB  exu lip aerA
% % % %
Aeromonas caviae 52 80.8 846 865 28.8
Aeromonas caviaatipica 5 80 80 80 0
Aeromonas media 4 100 100 100 100
Aeromonas hydrophila 4 100 100 75 75
Aeromonas veronii 7 100 85,7 100 85,7
Aeromonas veronatipica ¢ 66.6 833 100 833
Aeromonas jandaei 1 100 100 0 100
Aeromonas trota 3 100 100 0 66,6
Aeromonasp.* 43 79,1 88,4 93 48,8

Fonte: elaborado pelo autor
Nota: *Cepas que nao foram tipadas para espécienumero de amostras; % = percentual.
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A presenca dos genes associados variou entre asiespsendo que 100% de
mediae 100% deA. veroniiapresentaram oS Cinco genes pesquisados, sedeidaveronii
atipica (60%)A. hydrophila(50%), Aeromonassp. (31,6%) €. caviae(25%). As outras

espécies apresentaram quatro ou menos genes dssocia

6.2 ADESIVIDADE CELULARIN VITRO

Os testes de adesividade mostraram que nem todapas déd\eromonasaderiram as
células animais, mas algumas apresentaram adds&a,diomo mostra a figura 7 (aumento
400x). Também foram observadas algumas alterag@iésativas de dano citolégico, como
aumento do volume celular com rarefacédo citoplasaabalém de areas focais de necrose
(perda de nucleo e nucléolo). As alteragfes foras misiveis nas células da linhagem HEp-

2 do que nas da linhagem Vero (dados nao mostrados)

Figura 7. Adesividade difusa déeromonassp. em células HEp-2 coradas com Giemsa e visukiz em
microscépio éptico.

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: aumento de 400x.

6.3 MICROSCOPIA CONFOCAL

A microscopia confocal do crescimento bacteridnonatura mostrou que ha
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diferencas entre as cepas no que se refere a &jpogr a densidade do crescimento
bacteriano (figura 8). Nao foi observada adesadat#érias apos fixacdo do crescimento
bacteriano, ao contrario do que foi observado parepa d&. aureusitilizada como controle

positivo (dados ndo mostrados).

Figura 8. Fotomicrografia confocal mostrando diferencasapmgrafia do crescimento bacteriano de diferentes
cepas déeromonaspp.

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: quadrantes: F1 a F4: cepas com diferentdis pler amplificacdo para o geflaA/B; neg: cepa que nao
possui 0 genflaA/B; S. aureuscepa deS. aureuprodutora de biofilme.
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6.4 AMPLIFICACAO DA REGIAO ESPACADORA INTERGENCIA SR 16S-23S

De acordo com o padrédo de bandas obtidas pelafanagdio da ISR 16S-23S, nove
perfis distintos foram identificados entre os igola clinicos analisados, reunidos em grupos

denominados de R1 a R9 (figura 9).

M R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
et

Figura 9. Perfis obtidos a partir da amplificacdo da regifpacadora intergénica 16S-23S do rDNA de cepas de
Aeromonas

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: linha M: marcador de peso molecular.

O perfil mais encontrado é o R1, com 57,5% dosgus, seguido de R7 (13,2%), R5
(8,5%), R8 (5,7%), R3 (4,7%), R4 (3,8%%), R6 (2,8%8)e R9 (1,9% cada) (figura 10). N&o
foi encontrada relacdo entre ribotipo e espéciesaja, cepas de espécies diferentes estdo
agrupadas no mesmo ribotipo e cepas da mesma espstéio distribuidas em ribotipos

diferentes.
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Figura 10. Distribuicdo dos nove ribotipos relacionados dide espacadora intergénica de cepas de
Aeromonasgsoladas de humanos durante o surto de diarréa@&nBento do Una, PE, em 2004.
Fonte: elaborado pelo autor.

Com relacdo a PCR da ISR 16S-23S das cepas anbjehiad% pertenciam ao
ribotipo R1, seguidas de R7 (15,8%), R2 e R4 (10¢3%a) e R5 (5,3%). Nenhum isolado
ambiental foi classificado nos perfis R3, R6, R8%(figura 11).

LIRL

HR2
57,90%

H R4
HR5
MR/

Figura 11. Distribuicdo de ribotipos relacionados a regi&pagadora intergénica de cepasAd@omonas
isoladas de ambiente durante o surto de diarréi@@mBento do Una, PE, em 2004.
Fonte: elaborado pelo autor.

O sequenciamento e alinhamento de clones contentt®Ral6S-23S do rDNA

mostrou que existem dois tipos de ISR polimérfices cepas déeromonas ISR®", que
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contém genes de tRNA de glutamato e 1SRue contém genes para tRNA de alanina e
isoleucina. A figura 12 mostra o dendrograma coiitr a partir do alinhamento das

sequéncias dos clones dos ribotipos R1, R2 e B®\ dhs sequéncias referentesrangleA.

hydrophila(Seg# 1h a 9h) A. salmonicidgSeg# 1s a 9s).
’E%Ei }RZ clones

R2F5
L Seq#10h
R1G11
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Figura 12. Dendrograma obtido apés alinhamento (ClustalV) dequencias 16S-23S clonadas de um
representante dderomonasdos ribotipos R1, R2 e R3, juntamente com sequérddamesma regido de
hydrophilae A. salmonicidadepositadas no NCBI.

Fonte: elaborado pelo autor.

O alinhamento isolado das sequéncias referentadaritotipo mostrou que existem
espacadores com sequéncias nucleotidicas diferentess de tamanho igual ou muito
préoximas (507 pb, 510 pb e 512 pb) para os tré&gipds analisados (figuras 13, 14 e 15), ou
seja, cada banda visualizada no gel correspondaisada um tipo de sequéncia espacadora

que por serem de tamanho igual ou muito semelhsoibeepoem-se umas as outras no gel.
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Figura 13. Dendrograma obtido apds alinhamento (ClustalW) stepiencias 16S-23S clonadas de cepa do
ribotipo R1, juntamente com sequéncias da mesmaaeateA. hydrophilae A. salmonicidadepositadas no

NCBI.
Fonte: elaborado pelo autor.

[ R2C3
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Figura 14. Dendrograma obtido apds alinhamento (ClustalW) skagiencias 16S-23S clonadas de cepa do
ribotipo R2, juntamente com sequéncias da mesmaaeatgA. hydrophilae A. salmonicidadepositadas no
NCBI.
Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 15. Dendrograma obtido apds alinhamento (ClustalW) skaguencias 16S-23S clonadas de cepa do
ribotipo R3, juntamente com sequéncias da mesmaaeatgA. hydrophilae A. salmonicidadepositadas no
NCBI.

Fonte: elaborado pelo autor.

6.5 GENE 16S

A figura 16 mostra os produtos de PCR para o géfedk um representante de cada
ribotipo R1 a R9 e pode-se observar que ndo haéedifa no tamanho desses fragmentos.
Contrariamente a heterogeneidade encontrada nd8SR3S, o sequenciamento do produto
de PCR do gene 16S de uma cepaAdeomonasrepresentante de cada perfil (R1 a R9)
mostrou que esse gene € mais homogéneo do quéia espacadora, como se observa na

figura 17.
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Figura 16. Perfil obtido a partir da amplificacdo do gene H@Ssolados dderomonabtidos durante o surto
de diarréia em S&o Bento do Una, PE, em 2004.

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: linha M: marcador de peso molecular.
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Figura 17. Dendrograma obtido a partir do alinhamento (Cldgtade sequéncias do gene 16S de um

representante déeromonagie cada ribotipo (R1 a R9), juntamente com seqaéuhzigene 16S deibrio sp.
depositada no NCBI.

Fonte: elaborado pelo autor.

6.6 DUPLEX-PCR

A técnica revelou boa reprodutibilidade uma vez ambos os genes alvo foram

amplificados nas cepas de referéncia nos quatescnsealizados (figura 18).
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Figura 18. Reprodutibilidade da duplex-PCR.

Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: linhas: M: marcador de peso molecular 100lpbAeromonas caviaTCC 7966; 2: Aeromonas veronii
biogrupoveronii ATCC 35624; 3: Aeromonas caviadTCC 15468; 4Aeromonas hydrophiléOC 11036 e 5:
controle negativo.

Também foi especifica para o génAeromonascom os fragmentos para os genes
gcat (237 pb) e 16S (aproximadamente 600 pb) sendoificadbs nas seis espécies testadas,
nos quatro ensaios realizados (figura 19, linh8% O gengycatnao foi amplificado em
nenhuma das espécies\derio testadas (figura 19, linhas 9-16). Por outro lddmdas de
peguena intensidade da altura do 16S, foram old&s\@nV. choleraenon-O1/non-0139,

V. alginolyticus V. mimicuse V. parahaemolyticuffigura 19, linhas 10, 11, 14 e 15

respectivamente).

M1 23 456 7 8 9 10 11 12 131415 16 1718 M
B -

= -
T e e a

- . .- -— Ed

Figure 19.Sensibilidade da duplex-PCR.
Fonte: elaborado pelo autor.

Nota: linhas: M: marcador de peso molecular 100lpbAeromonas cavige2: Aeromonas caviaatipica; 3:
Aeromonas hydrophila4: Aeromonas jandagi5: Aeromonas medja6: Aeromonas verornii7: Aeromonas
veronii atipica; 8:Aeromonas trota9: Vibrio choleraeO1; 10:Vibrio choleraenon-O1/non-0139; 11Vibrio

alginolyticus 12: Vibrio fluvialis; 13: Vibrio furnissi 14: Vibrio mimicus 15: Vibrio parahaemolyticus16:

Vibrio vulnificus 17: controle positivo e 18: controle negativo.

Com relacéo a identificacdo de isolados com tipag@quimica inconclusiva, todos
foram negativos parAeromonaspela duplex-PCR, resultado confirmado através BePR
PCR, técnica considerada padrédo-ouro para ideagtdic dessas bactérias (FIGUERAS et al.,
2000).
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7 DISCUSSAO

Segundo alguns autores, a patogenicidad@atemonasspp € multifatorial e inclui
mecanismos complexos e varios fatores de viruléEUILERA-ARREOLA et al 2005;
JANDA; ABBOTT, 2010). Entretanto, ainda existem tagiduvidas sobre o seu papel na
etiologia de gastroenterites, considerando queselkaatérias ja foram isoladas tanto de
doentes, quanto de individuos saudaveis, além de ex@tir um modelo animal que
reproduza o processo diarréico. Além do mais, elpdgssas bactérias em infec¢des entéricas
tem sido definido a partir de relatos de casosvesiigacées de surtos com isolamento de
Aeromonasspp. de fezes de pacientes (KIROV, 2001) o quehoemn relacione esses
microrganismos a doenca, nao inferem relacao deacaefeito (ALTWEGG; GEISS, 1989).

Como esperado, no nosso estudo o ggrat foi encontrado em todas as amostras
analisadas, confirmando a importancia deste gemw coarcador especifico para distinguir
Aeromonasspp. de outros enteropatdgenos, como sugerid€lpacon et al (2002). Soler et
al. (2002) também encontraram frequéncia semelh@ni@nalise dos seus isolados clinicos,
no entanto, outros estudos apontam que o geaendo esta presente em todas as cepas
analisadas (CHACON et al., 2003; GUERRA et al.,200AM; JOH, 2007) e isso pode ser
devido as condicdes de estringéncia da PCR. Nemeesrabalho, a estringéncia foi reduzida
através da diminuicdo da temperatura de anelantam#tprimers de 56°C, para 54°C, o que
pode justificar a amplificacdo do gene em todasepss.

Os genedip e exy codificadores repectivamente de uma lipase extirks e de uma
DNAse também foram encontrados em alta frequéaai@ thos isolados clinicos quanto nos
ambientais. Sabe-se que as lipases extraceluliezana a membrana celular e as DNases
degradam o material genético do hospedeiro poréaaando foi mostrado o seu papel na
patogenicidade daeromonasMesmo assim, ambos os fatores sado consideragmstantes
para a nutricdo e o desenvolvimento bacteriano (BEHRTON et al.,1997) e por isso foram
incluidos nesse estudo.

Surpreendentemente, o fragmento de aproximadani€ti®pb foi encontrado na
amplificacdo do genaerA sugerindo alteracdo por inser¢cao neste geneinda a existéncia
de dois alelos distintos para codificagdo de mesnoaluto o que poderia influenciar a
expressdo da toxina e, consequentemente, o grainutencia das cepas que apresentaram a

variacdo. A clonagem e posterior sequenciamentsedigagmento revelou que a banda de
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1000pb era artefato da PCR ocasionado, provavedmeot inespecificidade dqmimers
utilizados.

A amplificacdo de fragmentos de tamanhos diferedtegeneflaA/B, tanto entre as
cepas do surto, quanto entre as cepas de refed®hici@ 7966' e ATCC 35624, sugere que
esse gene é polimorfico ederomonas o que foi comprovado pelo sequenciamento dos
produtos de PCR de quatro cepas do surto, aléntefms de referéncia ATCC 7966
ATCC 35624". Todas as sequéncias apresentaram similaridadeagegido codificante do
flagelo de diversas espécies/Akeromonagiepositadas no banco de dados do NCBI. Embora
tenha mostrado diferencas, a analise nucleotidicaénmuito esclarecedora e, nesse caso, é
interessante conduzir estudos posteriores comeéntaanalise das proteinas codificadas pelo
flaA/B dos diferentes perfis obtidos na PCR.

A analise dos genes de viruléncia em conjunto ceveue existe uma associacao
significativamente mais frequente de trés ou margeg, em comparagdo com a presenca de
um unico gene. Segundo Guerra et al. (2007) e Natvalz (2010), existe um maior potencial
patogénico das cepas que albergam um maior nuneegertes de viruléncia. Dessa forma, o
fato de todas as cepas Ae mediaapresentarem 0s cinco genes de viruléncia podanser
indicativo do maior potencial patogénico dessa @spdentre os isolados do surto. Contudo,
0 pequeno numero de cepas dessa espécie podeeesitalo a um viés nesse resultado.

Guerra et al. (2007) apontam um maior potenciabg&tico emA. hydrophilae A.
veronii biotipo sobria em comparacdo corA. caviae Infelizmente, no nosso estudo, um
grande numero de cepas correspondente a 34,4%talp ndo puderam ser tipadas para
espécie, 0 que prejudicou nossas conclusodes.

As frequéncias similares dos genes de virulénce grapos de isolados clinicos e
ambientais sugerem que houve contaminacdo ambienitdezes das pessoas infectadas e,
possivelmente, de animais portadores. Isso podexgéicado pelas condi¢des inadequadas de
saneamento em Sdo Bento do Una, com sistemas rikcifmento de agua e tratamento de
esgoto precérios. Por outro lado, na época do,spatte da populacdo da cidade consumia
agua dos rios de onde as amostradelemonasspp. foram isoladas (HOFER et al., 2006) e,
uma vez que o0 ambiente aquatico € nicho ecologstad bactérias, as pessoas podem ter se
infectado através da agua contaminada.

A presenca do flagelo polar est4 diretamente ijglada & capacidade deromonas
spp. formar biofilme (KIROV et al., 2004), sendortpoto, um indicador de viruléncia das

cepas que abrigam esse gene. Nos testes de infezlgdar, as cepas deeromonadestadas
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mostraram um perfil de aderéncia difuso, sem difgas significativas entre os perfis de
amplificacdo ddlaA/B. Contudo, devido ao pequeno numero de cepéadi@Es os resultados
obtidos ndo sédo conclusivos. Além disso, o tempinfézcdo de 90 minutos pode nao ter
sido suficiente para que houvesse multiplicacddebana necessaria ao processo de adesao.
Por isso recomenda-se repetir os testes com umraumaior de cepas e com tempo de
infeccdo de trés e seis horas, semelhante aos tesaéizados enk. coli e sO entédo
correlacionar o padrao de adesao obtido com umarmaimenor viruléncia da cepa.

Em relacdo a microscopia confocal, o fato de vizamluma maior densidade
bacteriana em uma lamina de crescimento mais campaderia ser um indicio do comeco
da formacdo de biofilme. Entretanto, quando o erperto foi realizado apés fixacdo do
crescimento bacteriano, ndo foi observada adeséerlzama nas placas, o que indica que as
Aeromonastestadas n&o tém capacidade de aderir e, portaétn,formam biofilme. E
importante destacar, contudo, que o numero dedaeslagesquisados foi pequeno e nao
existem muitos trabalhos na literatura que relateformacéo de biofilme emAeromonas
através de microscopia confocal, o que enfraqusesa Ripétese. Outros experimentos sao
necessarios para confirmar que as cepas testagago@rodutoras de biofilme.

Devido a grande heterogeneidade encontrada naferagdio da regido espacadora
intergénica (ISR) 16S-23S do rDNA, nao foi possi@pbntar um clone entre os isolados
analisados, o que enfraquece a hipotese de que lesst#rias tenham sido a causa do surto.
Pela heterogeneidade encontrada nas cepas, agediize as aeromonas estdo presentes
naquele ambiente ha bastante tempo e vém acumutantbgdes nas sucessivas geracoes.
Também néo foi surpresa encontrar dois tipos depl@iorficos nas cepas deromonas-
ISR®" e ISR* — pois resultados similares foram descritos pargket al. (1999).

Contrariamente a heterogeneidade encontrada nd8SR23S, a analise por PCR do
gene 16S revelou grande homogeneidade, o queisgggiiie a analise desse gene por PCR
ndo é util na investigacdo de surtos. Por outro,ladanalise por sequenciamento do produto
de PCR para esse gene, realizada neste trabathca ique apesar de evolutivamente mais
conservado do que a regidao 16S-23S, o gene l6Seapmediferencas que podem ser
determinadas através de RFLP-PCR ou de sequend@mmmjue torna esse gene um
marcador em potencial para investigacdes epidegigaé. Outros estudos sdo necessarios no
gue se refere a andlise do 16S dos isoladéedemonaspp.

Embora ainda seja realizada na maioria dos lab@vatélinicos, a identificacdo de

Aeromonasatravés de meétodos fenotipicos € muito falha. 1O e ser confundida com
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Vibrio mostra essa limitacéo e fortalece a ideia de qdiegndstico déderomonasspp deve
ser realizado através de métodos moleculares guaaid precisos e confiaveis. Atualmente,
varios meétodos moleculares séo recomendados pdeatiicacdo genotipica deéeromonas
(FIGUERAS et al., 2000; HOIE et al., 1999; NAM; JO2007; SEN; RODGERS, 2004; YU
et al.,, 2008), contudo grande parte desses métsdlmespecificos para uma espécie em
particular. Baseando-se neste conceito, desenvolvema duplex-PCR para identificagéo de
espécies do géneArromonas

A duplex-PCR apresentada neste trabalho ampliftis genes-alvo déderomonase
pode ser utilizada como complemento aos métodagtifecos, ou triagem na identificacdo
desse género. Chacon et al (2002) considerangcaeé encontrado em todas as cepas de
Aeromonasspp, € 0 mesmo resultado foi observado por Castcaspulli et al. (2003) e no
presente trabalho. Entretanto, alguns estudos n&tram 100% de frequéncia deste gene em
AeromonagGUERRA et al., 2007; NAM; JOH, 2007; NAWAZ et,&010).

Por isso, e buscando fortalecer o resultado de,tastnélise do gene 16S foi incluida
na técnica. A duplex-PCR é considerada positiva pAaromonagjuando os dois genes alvo
sdo amplificados simultaneamente e, portanto, @ dat gene 16S ter sido amplificado em
algumas espécies débrio ndo invalida o teste. Ainda, a duplex-PCR mosseuitil na
identificacdo de bactérias que apresentavam diéigadsoquimico inconclusivo entMibrio
e Aeromonas 0 que indica que a técnica pode ser utilizadaladaratérios clinicos para
diagndstico diferencial destes géneros.

Diante do grande namero de isoladosAgeomonasas fezes dos pacientes do surto
de S&o Bento do Una, acreditou-se inicialmenteegsas bactérias provinham de um mesmo
clone e eram responsaveis pela etiologia do shrtwetanto, os resultados obtidos através da
ISR 16S-23S apontam que essas bactérias estaotpseba bastante tempo naquela regido e
nao foram, portanto, responsaveis pelo surto deétha Por outro lado, as 20 cepas\de
choleraeisoladas no surto apresentaram o mesmo perfib taatISR 16S-23S quanto por
RAPD (HENRIQUES et al., 2005), eliminando qualqdévida quanto a etiologia do surto de
Séo Bento do Una.

Heuzenroeder et al. (1999) apontam a presencardoageA como um indicativo da
patogenicidade déeromonasO fato de esse gene ter sido encontrado em wegaéncia
baixa entre os isoladdas um indicio de que elas ndo sao tdo patogénicgee dortalece a
hipotese de que essas bactérias eram parte dabioterdransitoria dos individuos e

competiram no meio de cultura camcholerae o verdadeiro agente do surto.
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Por outro lado, a alta frequéncia dos genes ddéwicia pesquisados aliada as
alteragOes celulares descritas, ainda que incamaljschamam a atencao para a possibilidade
de existir um marcador de patogenicidade aindaotscido nestas bactérias. Além do mais,
varios trabalhos relatam a presenca de plasmidmsgres elementos genéticos moéveis que
contém genes de resisténcia a antimicrobianos (D3S&HA; PAL, 2009; VERNER-
JEFFREYS et al., 2009; YE; XU; LI, 2010), o quednta a possibilidade de que cepas de
Aeromonasadquiram esses elementos. Portanto, recomendaessefp realizada pesquisa de
Aeromonas spp. tanto em coproculturas quanto em ambientagtiaqs de regides
susceptiveis e, de posse desses dados, tentair defpapel desses microrganismos em

processos diarréicos.
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8 CONCLUSAO

Apesar de ter sido encontrado um potencial de gpafoidade nas cepas de
Aeromonagspela alta frequéncia dos genes de viruléncian alé capacidade de produzirem
alterac6es em células eucaritticas animais, naerfoontrado um perfil clonal entre essas
bactérias e, portanto, elas ndo podem ser apontadas responsaveis pelo surto de diarréia
ocorrido em S&o Bento do Una, PE, em 2004. Contdidnte do alto niumero de isolados
presentes em fezes de individuos da regido e daypacdo da comunidade cientifica acerca
deste patégeno, considerado por alguns autores eoramente, € importante realizar outros
estudos naquela regido, com foco na pesquis&edemonasspp. tanto de fezes, quanto do

ambiente.
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9 PERSPECTIVAS

a) Aprofundar os estudos relacionados ao gene 16®mrnacao de biofilme por cepas
de Aeromonaspp;

b) Validar a duplex-PCR descrita neste trabalho aptioacomo método de rotina para
pesquisa dderomonaspp no Laboratério Central de Pernambuco;

c) Caracterizar molecularmentéderomonas spp isoladas em coproculturas e em
ambientes aquéaticos do estado de Pernambuco, apwagle é realizado pavabrio

spp.
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10 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto ndo tem implicacdes éticas uma vez queepas estudadas foram obtidas
por ocasido da investigacdo de um surto suspeitkdea, pelo LACEN-PE, Secretaria de
Saude do Estado e Ministério da Saude. As refedepas foram encaminhadas ao Servigco de
Referéncia em Coélera/Fiocruz para confirmacao. eRosder consideradas como de demanda
espontanea e como sao identificadas com uma nuaceda;registro laboratorial ndo se tem
identificacdo do paciente. Além disso, o projetd $ubmetido ao Comité de Etica em
Pesquisa do CPgAM e foi aprovado (parecer n° 06420
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