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RESUMO

Aeromonas sdo bacilos gram-negativos, anaerébios facultativos, fermentadores de
glicose, oxidase e catalase positivos, ubiquos em ambientes aquaticos e capazes de
causar uma variedade de doencas em humanos, incluindo gastrenterite. As espécies
mais comumente associadas com infeccoes em humanos sdo A. hydrophila, A.
caviae e A. veronii biovar sobria. Poucos sdo os dados disponiveis sobre Aeromonas
no Brasil. Os objetivos deste trabalho foram caracterizar estirpes de Aeromonas
isoladas no Estado do Parana durante o periodo de 1999 a 2009, utilizando a
metodologia bioquimica convencional e automatizada e PCR-RFLP, assim como
avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos. Setenta e quarto estirpes de
Aeromonas foram analisadas, utilizando 26 testes bioquimicos convencionais, 0
sistema automatizado VITEK® 2 Compact e PCR-RFLP do gene 16S rDNA. Quatro
espécies de Aeromonas foram encontradas: A. caviae (70,3%), A. veronii biovar
sobria (17,6%), A. hydrophila (8,1%), e A. trota (4%). A identificacdo bioquimica
convencional identificou corretamente 98,6% (73/74) das estirpes em comparacao
com a identificacdo molecular por PCR-RFLP. A identificacdo automatizada obteve
90,5% (67/74) de identificacBes corretas. Oito estirpes de A. caviae mostraram
padrbes de PCR-RFLP atipicos. Uma estirpe de A. caviae mostrou um padrédo
bioquimico incomum, o que levou a sua identificacdo errbnea nos sistemas
convencional e automatizado como A. hydrophila. A prevaléncia de Aeromonas foi
maior na faixa de 0 a 10 anos de idade e nas cidades de Curitiba/PR (39%) e
Paranagua/PR (34%). O Sistema VITEK® 2 Compact identificou duas das estirpes
como Vibrio vulnificus e V. cholerae, o que foi prevenido com a utilizacdo de NaCl
0,85% no preparo no inoculo. Foram observadas diferencas entre os perfis de
resisténcia aos antimicrobianos identificados pelo sistema VITEK® 2 Compact, e
aqueles obtidos pelo método de disco-difusdo. Com exce¢do da ampicilina,
cefalotina e cefazolina, cinquenta e quatro por cento das Aeromonas foram
suscetiveis aos demais antimicrobianos testados. O conhecimento sobre as
caracteristicas fenotipicas e moleculares de Aeromonas sera importante para 0s
estudos epidemiolégicos, o que podera auxiliar no controle e tratamento das
diarréias causadas por esse microrganismo.

Palavras-chave: Aeromonas, diarréia, Estado do Parana, Identificacdo Bioquimica
Convencional, Identificacdo Bioquimica Automatizada, ldentificacdo Molecular.



ABSTRACT

Aeromonas are gram negative rods, facultatively anaerobic, glucose fermenters,
oxidase and catalase positive, ubiquitous in aquatic environments and capable to
cause a variety of diseases in humans, including gastroenteritis.The species most
commonly associated with human infections are A. hydrophila, A.caviae, and A.
veronii biovar sobria. There are few data available on Aeromonas in Brazil. The aims
of this work were to characterize strains of Aeromonas isolated in Parana state
during the period of 1999 to 2009, utilizing conventional and automated biochemical
methodologies and PCR-RFLP, and to evaluate antimicrobial susceptibility. Seventy
four strains of Aeromonas were analysed utilizing 26 conventional biochemical tests,
the VITEK® 2 Compact automated system and 16S rDNA gene PCR-RFLP. Four
species of Aeromonas were found: A. caviae (70,3%), A. veronii biovar sobria
(17,6%), A. hydrophila (8,1%), and A. trota (4%). The conventional biochemical
identification identified correctly 98,6% (73/74) strains in comparing to the PCR-RFLP
molecular identification. The automated identification showed 90,5% (67/74) of
correctly identifications. Eight strains of A. caviae showed atypicals PCR-RFLP
profiles. One strain of A. caviae showed an uncommon biochemical pattern leading
to its wrong classification by conventional and automated systems as A. hydrophila.
The prevalence of Aeromonas was higher among people ages 0 to 10 years, and in
the cities of Curitiba/PR (39%) and Paranagud/PR (34%). The VITEK® 2 Compact
system identified two of the strains as Vibrio vulnificus and V. cholerae, what was
prevented with the use of NaCl 0,85% to prepare the inoculum. Some differences
were observed between the resistance profiles to antimicrobials identified by the
VITEK® 2 Compact system and the disc diffusion method. With the exception of
ampicillin, cephalotin and cephazolin, fifty four per cent of the Aeromonas were
susceptible to the others antimicrobials tested. The knowledge about phenotypical
and molecular characteristics of Aeromonas will be important to epidemiologic
research, and could help in the control and treatment of diarrhoea caused by this
microrganism.

Keywords: Aeromonas, diarrhoea, Parana state, Conventional Biochemical
Identification, Automated Biochemical Identification, Molecular identification.
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1 INTRODUCAO

Aeromonas sdo micro-organismos classificados no dominio Bacteria, filo
Proteobacteria, classe Gamaproteobacteria, ordem Aeromonadales, familia
Aeromonadaceae e género Aeromonas (PRESCOTT, 2002), sendo atualmente
reconhecidas 35 espécies e subespécies (DSMZ, 2009).

O género Aeromonas compreende bacilos gram negativos anaerdbios
facultativos que fermentam D-glucose, sdo oxidase e catalase positivos e reduzem
nitrato a nitrito. Além da glucose podem utilizar varios outros carboidratos. Inclui
espécies moéveis (com um unico flagelo polar) e imoveis, bem como bactérias
mesofilicas e psicrofilicas (MARTIN-CARNAHAN e JOSEPH, 2005). Sdo habitantes
dos ambientes aquaticos incluindo lagos, rios e agua potavel e sdo encontradas
associadas com animais aquaticos. Também podem ser encontradas em ambientes
marinhos, mas somente em agua salobra e agua com baixa concentracdo salina
(MARTIN-CARNAHAN e JOSEPH 2005; HORNEMAN, ALI e ABBOTT, 2007).

Algumas espécies de Aeromonas podem causar uma variedade de doencas
em humanos, incluindo gastrenterites, septicemia, sindrome urémico-hemolitica,
meningites, peritonites, infeccdes em feridas, infeccdes do trato respiratério e
infecgbes oculares. A infeccdo mais comumente associada com Aeromonas € a
gastrenterite, que pode variar de uma diarréia aquosa moderada auto-limitada até
uma forma mais severa, tipo disentérica invasiva similar a causada por Shigella.
Diarréia crénica, causada por A. hydrophila ou A. caviae e excedente a um ano de
duracdo também tem sido reportada. Diversos estudos epidemiolégicos
relacionaram Aeromonas spp. a diarréia do viajante em adultos (JANDA e ABBOTT,
1998; GALINDO et. al., 2006).

O isolamento de A. hydrophila a partir de alimentos e agua e a resisténcia
deste organismo a antibioticos e a cloracdo na agua representa uma ameaga a
saude publica (GALINDO et. al., 2006).

Nos ultimos 30 anos diversas metodologias foram desenvolvidas para a
identificacdo das espécies de Aeromonas recuperadas de amostras clinicas, animais
e ambientais. Mas frequentemente as estirpes de Aeromonas spp. sdo confundidas
com Escherichia coli e Vibrio spp. pois compartiham com este dltimo muitas
caracteristicas fenotipicas (ABBOTT et al., 1998; GALINDO et al., 2006). Tal erro de
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identificag@o pode levar a uma mobilizagdo do sistema de vigilancia sanitaria devido
ao problema de saude publica que representa o Vibrio cholerae.

Uma das principais dificuldades na identificacdo de Aeromonas em nivel de
espécie é o elevado numero de grupos taxondmicos reconhecidos. Esta dificuldade
se acentuou uma vez que os estudos taxonOmicos geralmente reportam apenas
caracteristicas bioquimicas selecionadas sobre as novas espécies descritas.
Sistemas comerciais também tém sido utilizados para a identificacdo de Aeromonas,
mas nao se sabe quao proximos os resultados sdo daqueles obtidos pela
metodologia convencional. Outro fator preocupante é que 0os esquemas bioquimicos
atualmente utilizados nos laboratérios clinicos foram desenvolvidos antes da
descricdo de novos grupos taxondmicos (ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003).

Estudos moleculares utilizando genes housekeeping como 16S rDNA, rpoD
e gyrB tem auxiliado na identificacdo dessas bactérias (BORREL et al., 1997;
FIGUERAS et al., 2000; SOLER et al., 2004).

Poucos séo os dados disponiveis sobre Aeromonas no pais. No Parana um
estudo recentemente realizado no laboratorio de Bacteriologia Clinica e Biologia
Molecular da UFPR mostrou uma prevaléncia de Aeromonas de 2,6% entre
pacientes ambulatoriais com diarréia (SUREK et al., 2008). Considerando que essa
prevaléncia é similar a de outros enteropatégenos como Shigella e E. coli, é de
interesse que Aeromonas seja mais bem estudado visando a prevencéao de casos de
infeccdo por esse agente. O conhecimento sobre as caracteristicas fenotipicas e
moleculares de Aeromonas sera importante para os estudos epidemiologicos, o que
podera auxiliar no controle e tratamento das diarréias causadas por esse micro-
organismo.

Considerando a dificuldade na identificacdo e a sua importancia como
patdgeno humano, neste trabalho estirpes de Aeromonas previamente isoladas no
Parana foram analisadas utilizando a metodologia bioquimica convencional,
automatizada e PCR-RFLP do gene 16S rDNA.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

A primeira descrigdo do micro-organismo hoje conhecido como Aeromonas
foi feita por Sanarelli em 1891, que isolou este micro-organismo de sapos
apresentando septicemia e foi designado Bacillus hydrophilus fuscus. Diversas
publicacbes sobre este organismo ocorreram nos anos seguintes e em 1901 foi
reclassificado como Bacterium hydrophila, uma nomenclatura que demonstrava
tratar-se de um organismo relacionado a agua. Devido a falta de consenso sobre
esta nomenclatura, muitos pesquisadores classificaram este micro-organismo em
diferentes géneros durante os anos de 1900 a 1943, os quais incluiram Aerobacter,
Proteus, Pseudomonas, Escherichia, Achromobacter, Flavobacterium, Bacterium e
Necromonas. (FARMER IlI, ARDUINO e HICKMAN-BRENNER, 2006; PERCIVAL et
al, 2004).

A designacdo Aeromonas foi proposta em 1936 por Kluyver e van Niel, na
tentativa de criar um sistema de classificacdo baseado em caracteristicas
morfologicas e fisiolégicas e de agrupar organismos similares numa mesma familia.
A denominacdo proposta significava literalmente “unidade produtora de gas”
(PERCIVAL et al., 2004). Entretanto foram necessarios muitos anos para que
Aeromonas fosse aceita como género. Nos 20 anos seguintes essas bactérias foram
intensamente estudadas, diferencas fenotipicas foram observadas, novas estirpes
foram descritas e diferentes classificacdes foram propostas. Somente na década de
1960 é que a definicdo do género Aeromonas foi estabelecida, e em 1974 houve
consenso sobre a descricdo de 3 espécies: A. hydrophila, A. salmonicida e A.
punctata (FARMER IIl, ARDUINO e HICKMAN-BRENNER, 2006).

Na década seguinte os ensaios de hibridizagdo indicaram que o género era
constituido por duas linhas evolucionarias “um grupo diverso de Aeromonas moveis
e outro, geneticamente mais homogéneo, de Aeromonas iméveis compreendendo a
espécie A. salmonicida”. Mesmo na literatura mais antiga era claro o fato de que dois
diferentes grupos de Aeromonas estavam sendo estudados. Um era composto de

estirpes moveis, ndo produtoras de pigmento marrom difusivel e que cresciam bem
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a 37°C. Atualmente estas estirpes compreendem o grupo A. hydrophila. O outro
grupo era composto de organismos imoéveis, que hidrolisavam gelatina, com
temperatura Otima de crescimento entre 10°C e 15°C, ndo sendo capazes de
desenvolvimento a 37°C, e produtores de pigmento marrom em meio contendo
tirosina. Atualmente estas estirpes sdo conhecidas como Aeromonas salmonicida,
um importante patdgeno de peixes (FARMER IIl, ARDUINO e HICKMAN-BRENNER,
2006).

Estudos posteriores realizados com Aeromonas mdveis indicaram a
existéncia de 17 grupos de hibridizacdo, e a natureza complexa do grupo A.
hydrophila. Foram descritas também novas espécies e verificou-se que alguns
grupos definidos pela hibridizacdo de DNA ndo podiam ser separados através de
testes fenotipicos e que algumas espécies eram heterogéneas contendo um ou mais
grupos de hibridizagcdo de DNA (MARTIN-CARNAHAN, JOSEPH, 2005; FARMER lII,
ARDUINO e HICKMAN-BRENNER, 2006; DEMARTA et al., 2008).

A nomenclatura e a classificacdo das espécies de Aeromonas continuaram
confusas por muitos anos, mas publicacdes recentes tém auxiliado a definir alguns
grupos (JANDA 1991; ABBOTT, CHEUNG, JANDA, 2003; FARMER IIl, ARDUINO e
HICKMAN-BRENNER, 2006).

A aceitacdo do género Aeromonas como patdégeno humano foi lenta. Foram
necessarios mais de 20 anos para se chegar a conclusdo de que algumas doencas
em humanos eram realmente causadas por espécies de Aeromonas. Em 1954, Hill e
colaboradores apresentaram um estudo que comprovava a relacao entre Aeromonas
e infeccdo em humanos, onde sugeriram que a bactéria tinha sido o agente
causador de septicemia fulminante em uma mulher que foi a ébito. Também as
infeccbes causadas por A. hydrophila tornaram-se aparentes. Isto ocorreu em 1964
durante um surto de infecgbes registrado em um hospital em New Haven,
Connecticut, EUA, onde 27 casos de infeccdo por A. hydrophila foram
documentados. Um artigo sobre o surto foi publicado no periédico New England
Journal of Medicine e representou a maior evidéncia, na época, da relacdo entre
Aeromonas e diarréia (PERCIVAL et al., 2004).
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2.2 DESCRICAO DO GENERO

2.2.1 Taxonomia

Um dos mais frustrantes e complexos problemas envolvendo as espécies de
Aeromonas tem sido a sua confusa taxonomia, em constante modificagdo (JANDA,
1991). Diversas abordagens foram aplicadas a caracterizacdo das Aeromonas, mas
apesar dos esforcos a identificacdo de algumas espécies ainda € problemética pois
0s testes bioquimicos nem sempre sao reprodutiveis e existem discrepancias entre
os grupos fenotipicos (fenoespécies) e genéticos (genomoespécies) (FIGUERAS et
al., 2000).

O termo “fenoespécie” refere-se a um conjunto de estirpes que possuem
caracteristicas fenotipicas semelhantes, agrupadas em uma espécie especifica que
é diferenciada das demais com base no estudo de caracteristicas bioquimicas. O
termo “genomoespécie” (grupo de hibridizacdo ou GH) refere-se a estirpes com
caracteristicas genéticas semelhantes e, da mesma forma, constituem espécies
especificas. Estas séo identificadas utilizando-se a hibridizagdo DNA-DNA, onde
estirpes que apresentam aproximadamente 70% ou mais de homologia DNA-DNA e
5°C ou menos de ATm sado classificadas como pertencentes a mesma espécie
(MARTIN-CARNAHAN e JOSEPH, 2005).

Ndo ha& uma correspondéncia entre fenoespécies e genomoespécies
pertencentes ao género Aeromonas. Prova disso € o caso da espécie A. media,
pertencente ao GH 5 (Quadro 1). Descobriu-se que existiam estirpes que possuiam
caracteristicas genéticas semelhantes e podiam ser classificadas na genomoespécie
A. media. Fenotipicamente, estas estirpes apresentavam caracteristicas bioquimicas
diferentes e podiam ser separadas, 0 que suscitou na divisdo do GH 5 em 2 outros
GHs, 5A e 5B. O GH 5A é composto por estirpes que se assemelham geneticamente
com A. media, mas fenotipicamente com A. caviae, e sao patdgenos humanos.
Entretanto, o GH 5B assemelha-se genotipicamente e fenotipicamente com A.
media, patdgenos de peixes. Sugere-se atualmente que estes dois grupos sejam
considerados como duas subespécies de A. media ou como biovars da

genomoespécie A. media.
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Apenas cinco espécies de Aeromonas eram reconhecidas até meados da
década de 80, trés das quais, A. hydrophila, A. sobria e A. caviae, existiam como
fenoespécies. Investigacdes subseqientes resultaram no aumento do namero de
genomoespécies e atualmente o género contém 18 grupos de hibridizacdo e 35
espécies e subespécies (ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003; MARTIN-CARNAHAN
e JOSEPH, 2005; DSMZ, 2009).

QUADRO 1 — GRUPOS DE HIBRIDIZACAO DE DNA, MOSTRANDO AS RESPECTIVAS
GENOMOESPECIES E FENOESPECIES PERTENCENTES AO GENERO

Aeromonas.
GH* Genomoespécies Fenoespécies
A. hydrophila A. hydrophila
1 | A. hydrophila subsp. dhakensis A. hydrophila subsp. Dhakensis
A. hydrophila subsp. ranae A. hydrophila subsp. Ranae
2 A. bestiarum tipo A. hydrophila
A. salmonicida subsp. Salmonicida
o A. salmonicida subsp. Achromogenes
3 A. salmonicida — -
A. salmonicida subsp. Masoucida
A. salmonicida subsp. Smithia
3 N&o nomeada tipo A. hydrophila
4 A. caviae A. caviae
5A A. media tipo A. caviae
5B A. media A. media
6 A. eucrenophila A. eucrenophila
7 A. sobria A. sobria
8 X A. veronii A. sobria
8Y A. veronii A. veronii biovar sobria
9 A. jandaei A. jandaei
10 A. veronii biovar veronii A. veronii biovar veronii
11 N&o nomeada Aeromonas spp. (Ornitina Positivo)
12 A. schubertii A. schubertii
13 Aeromonas Grupo 501 tipo A. schubertii
14 A. trota A. trota
15 A. allosaccharophila A. allosaccharophila
16 A. encheleia A. encheleia
17 A. popoffii A. popoffii
NI 2 A. culicicola A. culicicola

FONTE: MARTIN-CARNAHAN e JOSEPH, 2005; PUND e THEEGARTEN, 2008.
NOTA: 1. GH=Grupos de Hibridizacdo 2. NI=Grupo néo identificado.
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2.2.2 Caracteristicas do género Aeromonas

Os membros do género Aeromonas sao bacilos gram-negativos que podem
parecer como cocobacilos ou como formas filamentosas. Possuem 0.3-1.0 um de
largura por 1.0-3.5 pm de comprimento e podem ocorrer isoladamente, aos pares,
ou raramente em cadeias curtas (MARTIN-CARNAHAN e JOSEPH, 2005). A maioria
das espécies € movel e contém um unico flagelo polar, mas flagelos peritriquios
podem ser formados em culturas jovens desenvolvidas em meios sélidos e flagelos
laterais ocorrem em algumas espécies (KIROV et al., 2002; MARTIN-CARNAHAN e
JOSEPH, 2005). Geralmente sdo oxidase e catalase positivas e resistentes a 150ug
do agente Vvibriostatico 2,4 diamino-6,7-diisopropilpteridina (0O/129). Séao
quimioorganotroficos, e apresentam metabolismo oxidativo e fermentativo da
glucose. Acido e frequentemente acido com gas sdo formados a partir de muitos
carboidratos, especialmente glucose, e reduzem nitrato a nitrito. Produzem uma
série de enzimas tais como amilase, DNase, quitinase, elastase, esterases,
peptidases, arilamidases e outras enzimas hidroliticas (MARTIN-CARNAHAN e
JOSEPH, 2005; HORNEMAN, ALl e ABBOTT, 2007).

O género Aeromonas compreende bactérias capazes de crescer em uma
ampla faixa de temperatura (0-45°C). As espécies mesofilicas geralmente crescem
entre 10 e 42°C, mas alguns isolados podem ser mais ativos em alguns testes
bioquimicos em temperaturas entre 22 a 25°C. As espécies psicrofilicas isoladas de
peixes e do ambiente, A. popoffii e A. salmonicida, crescem preferencialmente entre
22 a 25°C e raramente acima de 37°C. Em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 28°C,
0 crescimento ocorre entre pH 4,5 a 9 e concentracdes de sal entre 0 e 4%. O
conteddo de C+G é de 57 a 63% (MARTIN-CARNAHAN e JOSEPH, 2005;
HORNEMAN, ALI e ABBOTT, 2007).

Nos meios de cultura utilizados na rotina em laboratérios, as colénias de
Aeromonas mesofilicas moéveis apresentam de 1 — 3 mm de diametro, possuem
aspecto liso, sao circulares, convexas, translicidas, e de coloragcdo branco-
acinzentado, apés 24-48 horas de incubacao a 35°C. Colonias envelhecidas podem
desenvolver uma coloracdo esverdeada, similar as observadas em certas espécies
de Vibrio, e odor pronunciado. Pode haver variacdo no tamanho da colbnia em

algumas ocasifes, tanto no isolado original ou apds subcultura. As estirpes de A.
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media podem produzir um pigmento marrom difusivel no agar tripticase soja (TSA).
As colbnias de A. salmonicida sao puntiformes apés 18-24 horas de incubacao a 20-
22°C, mas apos 4 dias de incubacédo tornam-se circulares, convexas e com 1-2 mm
em didmetro. Muitas subespécies de A. salmonicida produzem um pigmento marrom
difusivel apés 5 dias, especialmente em meio contendo tirosina. A presenca de
capsula, visivel entre muitas destas espécies, resulta no aparecimento de colbnias
com aspecto brilhante a mucdéide.

No agar MacConkey, a maioria das espécies mesofilicas crescem como néo
fermentadores de lactose, mas alguns isolados de A. caviae podem utilizar este
carboidrato. Isto pode causar confusdo na determinagao de coliformes em fontes de
agua, os quais também sao fermentadores de lactose (MARTIN-CARNAHAN e
JOSEPH, 2005).

Isolados clinicos geralmente sdo incubados a 37°C, e isolados ambientais a
22-30°C. Aeromonas sao frequentemente confundidas com Escherichia coli e Vibrio
spp., sendo a identificacdo errbnea um problema continuo (GALINDO et al., 2006),
pois compartilha com este Ultimo muitas caracteristicas fenotipicas. Tal erro de
identificagdo pode imediatamente levar a uma mobilizagdo do sistema de saude
publica devido ao problema que representa o V. cholerae. Para evitar tal erro,
reacoes-chave de classificacdo devem ser utilizadas como, por exemplo, detecgcao
de crescimento em caldo nutriente na presenca e na auséncia de NacCl, resisténcia
ao agente vibriostatico O/129, e crescimento em agar TCBS (tiosulfato-citrato-sais
biliares-sacarose) (ABBOTT et al., 1998).

Essas bactérias s&@o universalmente distribuidas, sendo ubiquas nos
ambientes aquaticos incluindo lagos, rios, esgoto doméstico e agua potavel,
podendo também serem encontradas em ambientes marinhos com baixa
concentracdo de sal (KUHN et al., 1997; SEN e RODGERS, 2004; GALINDO et al.,
2006). Sado amplamente isoladas de amostras clinicas, ambientais e alimenticias,
onde podem se desenvolver até mesmo em baixas temperaturas e produzir toxinas,
0 que aumenta significativamente o risco de intoxicacdo alimentar (CHOPRA e
HOUSTON, 1999; GALINDO et al., 2006).
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2.2.3 Fatores de Viruléncia

Fatores de viruléncia séo caracteristicas que permitem a uma bactéria
colonizar, invadir, evitar o sistema de defesa e causar dano tecidual ao hospedeiro.
Bactérias do género Aeromonas spp. produzem uma vasta gama de fatores de
viruléncia tais como proteases, hemolisinas, citotoxinas, enterotoxinas, leucocidina,
elastases e adesinas (CHOPRA e HOUSTON, 1999; JOSEPH e CARNAHAN, 2000;
CASCON et al., 2000; GALINDO et al., 2006; VON GRAEVENITZ, 2007), mas 0s
mecanismos associados a doenca ndo foram ainda claramente estabelecidos
(HUYS et al., 2002).

2.2.3.1 Adesinas

A aderéncia bacteriana as células do hospedeiro desempenha um papel
fundamental no desenvolvimento da infeccdo sendo geralmente mediada por
macromoléculas designadas adesinas. Localizam-se na superficie das bactérias e
sdo capazes de promover ligacdo a um receptor especifico. A maioria das bactérias
expressa mais do que um tipo de adesina (SALYERS e WHITT, 2002).

Diversas adesinas filamentosas (fimbrias) e n&o-filamentosas (adesinas
afimbriais) tem sido descritas em espécies de Aeromonas mesofilicas. Estruturas
filamentosas incluem varios tipos de fimbrias, entre elas as fimbrias curtas e rigidas
(C/R) as quais estdo presentes em grande numero na célula bacteriana e séo
observadas em isolados clinicos e ambientais, e fimbrias longas e flexiveis (L/F)
presentes em menor numero e também observadas em isolados clinicos e
ambientais. Ambos os tipos de fimbrias atuam aumentando a adeséo de espécies de
Aeromonas mesofilicas a diferentes linhagens celulares (MERINO et al., 1995). Nos
altimos anos varios genes associados com a expressao de adesinas em Aeromonas
comecaram a ser identificados, e estudos moleculares tem ajudado a esclarecer o
papel destas estruturas na patogenicidade (JOSEPH e CARNAHAN, 2000; FANG et
al., 2004).
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2.2.3.2 Exotoxinas

Ha dois principais grupos de exotoxinas descritas em Aeromonas. O primeiro
grupo € o das citotoxinas e inclui as aerolisinas, fosfolipases e hemolisinas. O papel
destas na patogenicidade parece ser importante, pois mutantes incapazes de
produzir ou de secretar as exotoxinas mostram uma reducdo na patogenicidade
(MERINO et al., 1995; WONG, HEUZENROEDER e FLOWER, 1998).

O segundo grupo inclui as enterotoxinas citotbnica e citotdxica, que foram
identificadas em filtrados de culturas de Aeromonas. A enterotoxina citotoxica Act
provoca extensiva lesdo do epitélio intestinal. E um dos mais potentes fatores de
viruléncia de Aeromonas, € termo-labil e possui atividades hemolitica, citotdxica e
enterotoxica (XU et al., 1998; CHOPRA e HOUSTON, 1999; VON GRAEVENITZ,
2007). A inativacdo do gene act, que codifica a toxina Act, resulta em drastica
reducao da viruléncia, (SHA, KOZLOVA e CHOPRA, 2002).

As enterotoxinas citotdnicas Alt — termo-labil, e Ast — termoestavel,
provocam a secrecao de fluidos, mas nao a degeneragéo das criptas e vilosidades
do intestino. Alt e Ast podem atuar sinergicamente provocando diarréia severa
(CHOPRA e HOUSTON, 1999; ALBERT et al., 2000; VON GRAEVENITZ, 2007).

2.2.3.3 Camada-S

Uma caracteristica associada com a viruléncia em Aeromonas € a
capacidade de produzir camada-S, uma estrutura composta de subunidades
idénticas de proteinas que sao translocadas para a membrana externa da célula e
ancoradas a mesma através de ligagbes com o lipopolissacarideo (LPS). A camada-
S confere a bactéria a capacidade de se ligar a estruturas do hospedeiro tais como
fibronectina, laminina, vitronectina, claramente aumentando a capacidade de adesé&o
destas células e isso se reflete no aumento da colonizacdo das mucosas do
intestino. Também confere resisténcia ao soro, menor susceptibilidade a fagocitose
e a digestdo por proteases. A perda da capacidade de produzir a camada-S reduz a
viruléncia de Aeromonas (MERINO et al., 1995; NOONAN e TRUST, 1997).
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2.2.3.4 Céapsula

A presenca de capsula polissacaridica é uma caracteristica comum em
muitas bactérias. Esta estrutura desempenha uma fungéo importante na protecao da
célula contra o dessecamento e nas interacdes patdgeno-hospedeiro na defesa
contra a fagocitose, sistema complemento, além de atuar também na adesao
(SALYERS e WHITT, 2002).

A. salmonicida é capaz de produzir um polissacarideo capsular quando é
cultivada em meio rico em glucose e também in vivo. Aeromonas spp. mesofilicas
pertencentes aos sorotipos O:11 e 0:34 (dois dos mais frequentes sorotipos de
isolados clinicos em todo o mundo), que compreendem A. hydrophila e A. veronii
biovar sobria também mostram a mesma habilidade de produzir polissacarideo
capsular quando cultivadas em meio rico em glucose. A presenca deste aumenta a
adesdo a diferentes superficies, previne fagocitose, e é um fator que aumenta a
viruléncia destas bactérias (MERINO et al., 1995; AGUILAR et al., 1999; ZHANG et
al., 2003; YU et al., 2005).

2.2.3.5 Outras caracteristicas associadas com viruléncia

A presenca de um sistema de secrecao tipo Ill (T3SS) e ilhas gendmicas
(YU et al., 2004, 2005) ja foi descrita em Aeromonas. A presenca de T3SS é
considerada uma caracteristica de viruléncia que se correlaciona com a
patogenicidade bacteriana, e pode ser usada como um indicador de viruléncia. A
importancia do T3SS para a patogenicidade de A. hydrophila foi demonstrada pelo
aumento do numero de camundongos que sobreviveram a inje¢cao intraperitoneal de
mutantes aopB, que codifica a proteina de membrana externa B envolvida na
formacdo do T3SS (SHA et al., 2007). Uma proteina efetora secretada pelo T3SS,
AexU, também parece ser importante para a viruléncia. Apresenta atividade de ADP-
ribosilacdo de proteinas da célula hospedeira e provoca reorganizacdo da actina
alterando a morfologia celular e provocando morte celular via apoptose, além disso,

camundongos infectados com mutantes aexU apresentam maior taxa de
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sobrevivéncia em relacdo aqueles infectados com a estirpe selvagem (SHA et al.,
2007).

Recentemente SUAREZ et al, 2008 descreveram um sistema de secrecéo
tipo VI (T6SS), também denominado “virulence-associated secretion” em A.
hydrophila. Este sistema foi inicialmente descrito em V. cholerae e secreta proteinas
que ndo contém sequéncias sinal sec-dependente. A participacdo desse sistema na
viruléncia de Aeromonas foi demonstrada através da delecdo de genes essenciais
para a sintese e/ou que compdem o T6SS, causando reducdo da viruléncia para
camundongos.

Esses dados sugerem gque a viruléncia em Aeromonas € um processo

complexo e envolve multiplos fatores que atuam em conjunto.

2.2.4 Susceptibilidade a antibi6ticos

Antibiéticos sao substancias naturais ou sintéticas que inibem o crescimento
bacteriano. Atualmente estdo disponiveis comercialmente varios tipos de antibiéticos
que agem em diferentes componentes estruturais ou bioquimicos das bactérias,
entretanto a efichcia desses compostos tem sido desafiada pelo crescente
desenvolvimento da resisténcia bacteriana (LERNER e LERNER, 2003).

A maior parte das espécies de Aeromonas moveis geralmente apresenta
resisténcia a ampicilina (exceto A. trota 100% suscetivel, e A. caviae 35%
suscetivel). Apresentam comportamento variavel frente a ticarcilina e piperacilina
(exceto A. veronii biovar veronii 100% resistente, e A. trota 100% suscetivel),
cefalotina, cefazolina, cefoxitina (exceto A. veronii biovar veronii 100% suscetivel),
cefuroxime, ceftriaxona e cefotaxima. Sao suscetiveis a ciprofloxacina, gentamicina,
amicacina e tobramicina (A. veronii biovar veronii 42% resistente), imipenem (A.
jandaei 65% resistente e A. veronii biovar veronii 67% resistente) e sulfametoxazol-
trimetoprim (HORNEMAN, ALl e ABBOTT, 2007). Entretanto, casos de resisténcia a
ciprofloxacina, acido nalidixico, norfloxacina, cloranfenicol, tetraciclina,
aminoglicosideos e sulfametoxazol-trimetoprim ja foram descritos (VILA et al., 2002,
2003; SINHA et al., 2004; NEUWIRTH et al., 2007).
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Muitas espécies produzem B-lactamases cromossomais induziveis, e no
minimo trés tipos distintos dessas enzimas ja foram encontrados em Aeromonas
incluindo uma cefalosporinase da classe C, uma penicilinase do grupo 2d, e
carbapenemase do grupo 3 (MARTIN-CARNAHAN e JOSEPH, 2005; HORNEMAN,
ALl e ABBOTT, 2007), além de B-lactamases de origem plasmidial (NEUWIRTH et
al., 2007; LIBISCH et al., 2008). A presenca dessas B-lactamases, em particular a
carbapenemase, pode nao ser detectada pelo antibiograma convencional,
requerendo testes especiais.

A realizagdo de testes de suscetibilidade a antimicrobianos de isolados
locais € necessaria para detectar padrbes relacionados as espécies, tais como a
continua susceptibilidade de A. veronii biovar sobria, e porque a susceptibilidade
pode variar de uma regido geografica a outra (HORNEMAN, ALl e ABBOTT, 2007).

2.2.5 Importancia clinica

Entre as espécies de Aeromonas spp., atualmente A. hydrophila, A. caviae,
e A. veronii biovar sobria sdo as mais comumente associadas com infeccfes em
humanos e somam mais de 85% dos isolados clinicos pertencentes a esse género
(JANDA e ABBOTT, 1998; VILA et al., 2003; AL-BENWAN et al., 2007; TSAI et al.,
2009).

2.2.5.1 Gastrenterite

A associacdo de Aeromonas spp. como causa de diarréia vem da década de
60, qguando a primeira estirpe foi isolada de fezes humanas. Posteriormente essas
bactérias foram implicadas em diversos surtos associados com o consumo de
alimentos contaminados, e com diarréia do viajante (JANDA e ABBOTT, 1998;
CHOPRA e HOUSTON, 1999; VILA et al., 2003).

Em humanos, a doenca mais comumente associada com Aeromonas spp. €

a gastrenterite, a qual abrange desde uma diarréia aquosa moderada auto-limitada
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até uma forma mais severa, tipo disentérica invasiva similar a causada por Shigella.
Diarréia cronica, causada por A. hydrophila ou A. caviae e excedente a um ano de
duracdo também foi reportada. Aeromonas spp. também é uma causa da diarréia do
viajante em adultos (DEODHAR, SARASWATHI e VARUDKAR, 1991; KUHN et al.,
1997; ALBERT et al., 2000; VILA et al., 2003; GUERRA et al., 2007; KHAN et al.,
2008; SUREK et al., 2008).

A gastrenterite causada por Aeromonas spp. na populacdo pediatrica €
particularmente problematica, com 2-20% das criancas na populacdo mundial
sofrendo de diarréia provocada apenas por espécies de Aeromonas. Apenas 0-2%
das criancas infectadas por Aeromonas ndo apresentam sintomas de diarréia
(GALINDO et al., 2006).

2.2.5.2 Infecgbes em ferimentos

InfecgBes em ferimentos séo a segunda maior fonte de isolados clinicos de
Aeromonas spp., sendo a maioria causada por A. hydrophila. Do mesmo modo que
a gastrenterite, os sintomas clinicos associados com infeccbes em ferimentos
causadas por Aeromonas variam de pessoa a pessoa, dependendo do estado imune
do hospedeiro, e abrangem infec¢des superficiais moderadas (por exemplo, celulite)
a infec¢des profundas mais sérias como ectima gangrenosa e mionecrose, que
envolvem fascia, tenddes, musculos, 0ssos e juntas. A maior parte (82%) dos
ferimentos infeccionados atribuidos a Aeromonas spp. envolve a entrada da bactéria
em individuos saudaveis através de abrasfes ou cortes, freqientemente (43%) em
associacdo com exposicao recreacional ou ocupacional a ambientes aquaticos
contaminados com a bactéria. Surpreendentemente, virtualmente todos os casos de
ferimentos em infeccbes causadas por contato com ambientes aquaticos
contaminados com Aeromonas spp. aconteceram em agua potavel, apesar do fato
de que estes micro-organismos podem ser recuperados da agua salgada e frutos do
mar e que a densidade bacteriana em ambientes marinhos (~10° UFC/ml) é
semelhante a dos habitats de agua doce (GALINDO et al., 2006).

O solo contaminado é também outra fonte para a infeccdo de ferimentos,

perfazendo um terco das infec¢des nos pés associados com Aeromonas. O solo (ou
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7

objetos inanimados recobertos com solo contaminado) também é a fonte
predominante de ferimentos infectados por Aeromonas causados secundariamente a
trauma severo. Danos relacionados a esmagamentos, queimaduras severas e/ou
fraturas combinadas, que acontecem em ambientes infestados com a bactéria
podem levar a grave infeccdo destes ferimentos, incluindo mionecrose, gangrena
gasosa sinergistica ou infec¢bes 6sseas (JANDA e ABBOTT, 1998; GALINDO et al.,
2006; TENA et al., 2007; TAO et al., 2009).

Mesmo sendo menos comum do que as infec¢cdes em feridas adquiridas do
ambiente, as infeccdes nosocomiais associadas com Aeromonas também tem sido
reportadas, as quais sdo tipicamente causadas pela transferéncia da bactéria de
areas infectadas para tecidos estéreis através de intervencdes meédicas, tais como
cirurgias. Raramente infec¢cdes em ferimentos por Aeromonas se desenvolvem em
pessoas que nao sofreram trauma e nao possuem qualquer doenga subjacente
(GALINDO et al., 2006).

2.2.5.3 Septicemia

Septicemia causada por Aeromonas Spp. Ocorre mais comumente em
adultos imunocomprometidos ou criancas abaixo de 2 anos de idade, e também
associada a malignidades (40-50%), doenca hepatobiliar (15-30%) ou diabetes (3-
5%). Também esta associada a outras doencas subjacentes que incluem
pancreatite, trauma, anomalias cardiacas, desordens gastrintestinais, anemia e
problemas respiratérios. A septicemia geralmente apresenta uma taxa de
mortalidade de 25-50%. A taxa de mortalidade € particularmente alta para individuos
que desenvolvem septicemia associada com mionecrose exégena (>90%) ou
subsequente a queimadura severa (~67%). SO raramente a septicemia associada a
Aeromonas spp. tem sido descrita em individuos saudaveis sem exposicao a fontes
de agua doce contaminadas com a bactéria (GALINDO et al., 2006; TENA et al.,
2007; TSAI et al., 2009).
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2.2.5.4 Outros tipos de infeccao

Aeromonas spp. podem causar uma variedade de outras infecg¢des, incluindo
sindrome urémica-hemolitica, fascite necrotizante, meningites, peritonites, doencas
do trato respiratorio, cistite e infeccdes oculares (GALINDO et al., 2006; TENA et al.,
2007; AL-BENWAN et al., 2007).

2.3 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA

Uma das principais dificuldades na identificacdo de Aeromonas ao nivel de
espécie é devida ao elevado numero de grupos taxondmicos e ao fato de que
apenas caracteristicas bioguimicas selecionadas sobre as novas espécies descritas
geralmente séo apresentadas. Além disso, mesmo que os testes utilizados sejam o0s
mesmos em cada estudo, as condi¢cdes de crescimento, composicdo do meio de
cultura, procedimento de inoculagcdo e condigcbes de incubacdo podem variar
consideravelmente, afetando potencialmente os resultados. Em alguns estudos
foram utilizados sistemas comerciais de identificacdo bioquimica, e ndo esta claro o
gquao proximo esses resultados sdo daqueles que utilizam metodologia
convencional. Além disso, muitos dos esquemas bioquimicos atualmente utilizados
nos laboratérios clinicos para a identificacdo de Aeromonas spp. sao anteriores a
descricdo de novos grupos taxonémicos. E a diversidade nas metodologias tem
dificultado o desenvolvimento de esquemas de tipagem e propriedades fenotipicas
consistentes para identificar a maioria das estirpes de Aeromonas ao nivel de
espécie no laboratorio clinico (JANDA e ABBOTT, 1998; ABBOTT, CHEUNG e
JANDA, 2003).

Em um estudo onde 428 estirpes de Aeromonas foram analisadas utilizando
63 testes fenotipicos, apenas 4 dos testes bioquimicos forneceram reacoes
uniformes: a fermentacdo de D-glucose, producdo de nitrato redutase, e falha na
producdo de &cido a partir de dulcitol e eritritol, documentando a extensiva
diversidade fenotipica neste género e nas espécies entao reconhecidas. Isto dificulta
a identificacdo de isolados de Aeromonas ao nivel de espécie sem a utilizagédo de
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um grande numero de testes bioquimicos (ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003).
Felizmente, cerca de 85% dos isolados clinicos humanos sdo pertencentes a trés
espécies, A. hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar sobria (GALINDO et al., 2006).

2.4 IDENTIFICACAO AUTOMATIZADA — SISTEMA VITEK

O uso de sistemas automatizados esta em expansdo nos laboratérios de
microbiologia clinica, e os microbiologistas dependem da precisdo destes para uma
correta identificacdo dos isolados. Recomenda-se que a precisdo de um sistema
automatizado exceda 90% na sua habilidade em identificar micro-organismos do
ambiente clinico e que este seja capaz de identificar organismos comumente
isolados com no minimo 95% de precisdo comparada com as precisfes de métodos
convencionais (O"HARA, 2006).

O Sistema Vitek é amplamente utilizado na atualidade (O'HARA et al.,
2003; PARK et al., 2003; NAKASONE et al., 2007; CHEN et al., 2008; DELMAS et
al., 2008). A primeira versao desse sistema de identificacdo bacteriana automatizado
surgiu nos primordios da corrida espacial quando a McDonnel Douglas Astronauticas
Co. Bioscience Laboratory introduziu o conceito de deteccdo, enumeracao e
identificacdo de micro-organismos no ambiente de uma espagonave. Empregava
cartdes plasticos contendo substratos liofilizados para a identificacdo microbiana e
um sistema O6tico para a deteccdo microbiana associado a um computador para
controle e processamento. Surgiu entdo, em 1973, o Sistema AutoMicrobic (AMS)
(MacDonnell Douglas Corp., St. Louis, Mo.). Pouco depois, o0 AMS foi reconfigurado
para identificar Enterobacteriaceae de amostras clinicas, e mostrou uma precisao de
97,8% para 1.020 isolados comparados aos testes bioquimicos convencionais. O
tempo necesséario para a identificacdo bacteriana era cerca de 8 horas. O AMS
tornou-se comumente conhecido como Vitek. Em 1982, foi desenvolvido um novo
cartdo que permitiu identificar varios organismos ndo-entéricos e reduziu o tempo de
processamento para 4 horas em muitos casos. Em 1988, o Sistema Vitek, Inc., foi
comprado pela bioMérieux, Inc. e novos melhoramentos foram feitos aumentando o
namero de organismos reconhecidos no banco de dados, melhorando a precisao da

identificacdo ao mesmo tempo em que diminuia o tempo de liberagdo dos resultados



29

de 5.7 para 4.1 horas. Em 1997, a bioMérieux introduziu a nova geracdo do
equipamento, o Vitek 2, e o cartdo ID-GNB (O'HARA, 2005). Esse sistema tem
tecnologia baseada em fluorescéncia e € mais sensivel na deteccédo de alteracdes
metabdlicas, fornecendo identificacdo de micro-organismos em tempo aproximado
de 3 horas (citado em FUNKE et al., 1998). O ano de 2004 presenciou o advento do
VITEK® 2 Compact. Este sistema utiliza a tecnologia “Advanced colorimetry”, conta
com a adicdo de novos substratos em relacdo as versdes anteriores e um banco de
dados mais amplo (O"HARA, 2005; NAKASONE et al., 2007; www.biomerieux.pt).

2.5 IDENTIFICACAO MOLECULAR

A identificacdo de Aeromonas spp. ha muito tempo tem gerado controvérsias
devido a sua heterogeneidade fenotipica, descricdo e reclassificacdo de novas
espécies gque resultaram em mudancas na taxonomia do género.

O gene codificador do RNA ribossomal 16S (ou 16S rDNA) provou ser uma
ferramenta valiosa ao fornecer sequUéncias caracteristicas para o delineamento e
identificacdo da maior parte das espécies de Aeromonas. Consequentemente,
diversos oligonucleotideos iniciadores espécie-especificos foram descritos na
literatura. Um protocolo baseado nos padrbes de PCR-RFLP do produto de
amplificagéo por PCR do gene 16S rDNA permitiu a identificagdo da maior parte das
espécies de Aeromonas spp. com 0 uso de duas endonucleases de restricdo
simultaneamente, a Alul e a Mbol (BORRELL et al.,1997 e FIGUERAS et al., 2000).
A aplicacdo de tal metodologia pode facilitar a identificacdo desse grupo de
bactérias.

Além desse, outros protocolos de PCR-RFLP tem sido descritos para a
identificagdo molecular de Aeromonas, como o0s descritos por GRAF, 1999 e
GHATAK, AGARWAL e BHILEGAONKAR, 2007. Mas existem controvérsias sobre a
sua utilidade na discriminacdo das espécies de Aeromonas. O protocolo proposto
por Graf € uma variagdo daquele proposto por BORRELL et al.,1997 e FIGUERAS et
al., 2000. Amplifica apenas uma regido de 600pb do gene 16S rDNA, e utiliza 3
enzimas (Alul, Cfol e Mnll) para a digestdo do fragmento. Além disso, padrbes nao

discriminatdrios sdo obtidos para algumas espécies (FIGUERAS et al., 2000).
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O protocolo de GHATAK, AGARWAL e BHILEGAONKAR, 2007 utiliza os
oligonucleotideos iniciadores descritos por BORRELL et al.,1997, amplificando o
gene 16S rDNA completo. Entretanto envolve até 4 digestbes seqienciais
independentes com as enzimas BstSNI, Mbol, Pvull e Nrul para diferenciar somente
um numero limitado de espécies de Aeromonas (A. hydrophila, A. caviae, A. veronii
biovars sobria e veronii e A. jandaei). Aléem da discriminacdo limitada, outro
problema desse método é que os padrdes descritos para essas espécies podem ser
compartilhados com outras Aeromonas spp (FIGUERAS, ALPERI e GUARRO,
2007).

AOYAGY et al., 2009 utilizaram a técnica de Nested-PCR para identificar a
presenca de A. sobria em casos de morte por afogamento, através da pesquisa do
gene da aerolisina. JA TRAKHNA et al., 2009 desenvolveram um ensaio de PCR em
tempo real para a deteccdo de A. hydrophila em amostras clinicas e ambientais,
utilizando para isso primers e sondas especificas para analise dos genes 16S rRNA
e aerA (enterotoxina citolitica), mostrando grande poder discriminatério para
deteccado desta espécie.

SZCZUKA e KAZNOWSKI, 2004 compararam as técnicas de RAPD, REP-
PCR e ERIC-PCR na anélise de clones de Aeromonas isoladas de amostras clinicas
e ambientais. Observaram que os métodos de RAPD e ERIC-PCR possuiam o
mesmo poder discriminatério e provaram ser ferramentas uteis em investigacdes
epidemioldgicas e andlise genética populacional, enquanto que a técnica de REP-

PCR mostrou-se menos efetiva na diferenciacao dos isolados de Aeromonas spp.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar fenotipica e molecularmente estirpes de Aeromonas isoladas de

infeccbes em humanos no estado do Parana.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Determinar o perfil bioguimico complementar das estirpes de

Aeromonas spp utilizando métodos microbiolégicos convencionais.

3.2.2 Identificar o perfil bioquimico das estirpes de Aeromonas spp utilizando

o sistema de identificacdo microbiolégica automatizado VITEK® 2 Compact.

3.2.3 Comparar os resultados da identificacdo convencional e automatizada.

3.2.4 Determinar o padrédo de susceptibilidade aos antimicrobianos dos
isolados.

3.2.5 Realizar a identificacdo molecular das espécies de Aeromonas atraves
do método da Reacdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo de tamanho de

fragmento de restricdo (PCR-RFLP) do gene 16S rDNA.

3.2.6 Comparar os resultados da identificagdo bioquimica e molecular.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA

Foram analisadas 74 estirpes de Aeromonas spp. previamente isoladas de
pessoas com diarréia (n=73) e bacteremia (n=1) no Estado do Parana durante os
anos de 1999 a 2009.

Cinquenta e cinco destas bactérias foram isoladas no Laboratério Central do
Estado do Parana (LACEN-PR) no periodo de 1999 a 2009, e mantidas em agar
fosfatado alcalino (AFA) a temperatura ambiente.

No Laboratorio de Bacteriologia Clinica da UFPR, SUREK et al.,2008 isolou
19 estirpes no periodo de 2007 a 2008, essas bactérias foram mantidas em meio
Cary-Blair (4-8°C). Dados epidemioldgicos referentes a esses isolados sao ilustrados

na Figura 1 e indicados no Quadro 2.

FIGURA 1 - MAPA DO ESTADO DO PARANA, DESTACANDO AS LOCALIDADES DE ORIGEM
DAS AMOSTRAS DE Aeromonas ANALISADAS.
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FONTE: adaptado de WIKIMEDIA COMMONS
<http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Curitiba_Parana_Brazil.gif>
NOTA: em destaque a cidade de Curitiba, Capital do Estado do Parana.



QUADRO 2 - DADOS EPIDEMIOLOGICOS DAS AMOSTRAS ANALISADAS.
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Amostra' |Local’|ldade®|Sexo| Data’ Amostra® |Local’|Idade®|Sexo| Data’

LACEN-01 | Ggba 21 M |22/02/2000 LACEN-56 | Pgua 41 F 14/10/2003
LACEN-02 | Pgua 27 F |22/02/2000 LACEN-59 | Pgua 1 M |09/03/2004
LACEN-04 | Pgua 69 M |29/11/2000 LACEN-60 | Pgua 36 F |18/08/2005
LACEN-06 | Mrts 4 F 20/12/2001 LACEN-61 | Ctba NI M |07/10/2005
LACEN-07 | Pgua 36 M |26/12/2001 LACEN-62 | Ggba 65 F |17/05/2006
LACEN-08 | Pgua 77 F 24/01/2001 LACEN-63 | Ctbha 24 F |05/10/2006
LACEN-09 | Pgua 66 M |26/01/2001 LACEN-64 | Ctbha 17 M |09/10/2006
LACEN-10 | Pgua 33 M |14/02/2001 LACEN-66 | Ctba 20 M |24/10/2006
LACEN-11 | Pgua 4 M |14/02/2001 LACEN-67 | Ctbha 46 F 18/12/2006
LACEN-14 NI 33 M |15/03/2001 LACEN-68 | Ctha 38 F |17/01/2007
LACEN-18 | Ant 30 F |06/12/2001 LACEN-69 NI 1 F |26/04/2007
LACEN-19 | Ant 13 F |07/12/2001 LACEN-70 | Ctha 35 F |22/01/2008
LACEN-20 | Ant 43 F [07/12/2001 LACEN-71| Ctba 8 F |28/03/2008
LACEN-22 | Mthos | 5m F |06/02/2002 LACEN-72 | Ctha 2 F |31/03/2008
LACEN-23 | Mthos | 06m M |21/03/2002 LACEN-73| Pgua 39 F |19/05/2008
LACEN-25 | Pgua 19 F 21/03/2002 LACEN-74 | Ctba 10 M |19/05/2008
LACEN-26 | Pgua 63 F |21/03/2002 MS-75 Ctba 44 M 28/11/2007
LACEN-29 | Mthos | 02m M |08/04/2002 MS-76 Ctba 6 F 20/09/2007
LACEN-31 | Pgua NI M |22/04/2002 MS-77 Ctba 2 M 31/01/2008
LACEN-32 | Pgua 28 M |03/06/2002 MS-78 Ctba 4 F 14/12/2007
LACEN-35 | Mthos 16 M |17/06/2002 MS-79 Ctba 82 M |07/12/2007
LACEN-36 | Mthos 40 M |17/06/2002 MS-80 Ctba 2 M 13/09/2007
LACEN-37 | Mthos 16 M |17/06/2002 MS-81 Ctba 26 M |17/08/2007
LACEN-38 | Mthos 17 M |17/06/2002 MS-82 Ctba 9 M |22/01/2008
LACEN-39 | Mthos 42 M |17/06/2002 MS-83 Ctba 4 M |22/02/2008
LACEN-40 | Mthos 15 M |17/06/2002 MS-84 Ctba NI NI 2007

LACEN-42 | Pgua 23 F |24/10/2002 MS-85 Ctbha 8 F |24/01/2008
LACEN-43 | Pgua 51 M |03/12/2002 MS-86 Ctba 1 NI |04/05/2007
LACEN-44 | Pgua 20 M |21/01/2003 MS-87 Ctbha 43 F |10/09/2007
LACEN-45 | Pgua 26 M |03/02/2003 MS-88 Ctba 41 F |05/09/2007
LACEN-46 | Pgua 14 F |30/04/2003 MS-89 Ctbha 1 F |16/02/2008
LACEN-47 | Pgua 9 M |05/05/2003 MS-90 Ctba 66 M |29/11/2007
LACEN-49 | Pgua M |29/04/2003 MS-91 Ctba 33 NI |04/05/2007
LACEN-50 | Pgua 60 M |14/05/2003 MS-92 Ctbha 55 F |25/02/2008
LACEN-51 | Mrts 08m F 30/06/2003 MS-93 Ctba 1 F |20/12/2007
LACEN-53 | Pgua 2 M |20/08/2003 LACEN-94 NI NI NI 1999

LACEN-55 | Pgua 16 M |01/10/2003 LACEN-95° Mnga 47 F 14/01/2009

NOTA: 1. LACEN - amostras isoladas pelo Laboratorio de Bacteriologia Geral do LACEN-PR; MS — amostras
isoladas por SUREK et al.,2008 no Laboratério de Bacteriologia Clinica da UFPR. 2.Localidades: Ant -
Antonina/PR, Ctba — Curitiba/PR, Ggba - Guaraquec¢aba/PR, Mthos — Matinhos/PR, Pgua — Paranagua/PR,
Mnga — Maringa/PR, Mrts — Morretes/PR 3. Idade dos pacientes expressa em anos. 4. Data de isolamento das
amostras 5. Amostra isolada no sangue. NI: Dados nao informados, M: Masculino, F: Feminino.
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4.2 CONDICOES DE CULTIVO

A reativacdo das estirpes de Aeromonas foi realizada em agar Triptona de
Soja (TSA). Uma aliguota dos estoques bacterianos foi transferida para o TSA e
incubada a 37°C por 24 horas em estufa bacterioldégica. Apds esse periodo varias
colbnias isoladas de cada cultura foram selecionadas e re-incubadas da mesma
forma.

As culturas foram entdo analisadas quanto a morfologia colonial e pureza.
Uma colonia isolada de cada cultura foi analisada microscopicamente pelo Gram,
para confirmar a morfologia e reacdo tintorial caracteristicas de Aeromonas, e
também quanto a atividade de citocromo oxidase. As culturas caracterizadas pela
presenca de bacilos gram negativos citocromo oxidase positivos foram utilizadas
para o preparo de novos estoques em Cary-Blair e TSB/glicerol 20% e mantidas
respectivamente a temperatura ambiente e a -20°C. Essas culturas foram entdo

analisadas conforme descrito a sequir.

4.2.1 Identificacdo Bioquimica- Método convencional

As estirpes de Aeromonas spp. foram analisadas utilizando 28 testes
bioguimicos, descritos para a caracterizacdo deste grupo de bactérias, selecionados
entre os 63 testes utilizados por ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003.

Os seguintes testes foram realizados: producdo de indol, H,S, urease,
motilidade, utilizacdo de arginina, lisina e ornitina, teste de halofilia em caldo
nutriente acrescido de 0, 1, 3, 6, 8 e 10% de NaCl, Voges-Proskauer, esculina,
fermentacdo de D-glucose, L-arabinose, m-inositol, lactose, D-manitol, manose, L-
ramnose, sacarose, salicina, D-sorbitol, celobiose, maltose, citrato de Simmons,
suscetibilidade ao agente vibriostatico O/129 150 ug, produgdo de [B-hemdlise e
producdo de gas a partir da glucose. Além desses testes, foi verificada a
suscetibilidade aos antibidticos ampicilina e cefalotina, juntamente com o teste de

suscetibilidade aos antimicrobianos. Estes dois antibiéticos sdo utilizados como
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marcadores para definir algumas espécies de Aeromonas, com base na resisténcia

intrinseca apresentada por algumas estirpes.

4.2.2 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos — Método convencional

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado através da
técnica de disco-difusdo, de acordo com o preconizado pelo documento M45-P
(CLSI, 2006) para micro-organismos de isolamento raro.

Os discos de antibidticos (Oxoid) utilizados foram acido nalidixico (30ug),
amicacina (30ug), amoxacilina-acido clavulanico (20ug/10ug), ampicilina (10ug),
cefalotina (30ug), cefepima (30ug), cefoxitina (30ug), ceftazidima (30ug), ceftriaxona
(30ug), ciprofloxacino (5ug), cloranfenicol (30ug), imipenem (10ug), levofloxacino
(5ug), meropenem (10ug), nitrofurantoina (300ug), sulfametoxazol-trimetoprima
(1,25u9/23,75uQ) e tetraciclina (30ug).

A interpretacdo dos halos de inibicdo foi realizada de forma manual com
auxilio de régua milimetrada e/ou utilizando o Sistema Osiris™ (Bio-Rad) para

registro dos diametros de inibicdo (Apéndice 1).

4.2.3 Identificacdo bioquimica e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos
— Método Automatizado

A identificacdo bacteriana e o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos
automatizados foram realizados utilizando o equipamento VITEK® 2 Compact
(bioMérieux, Inc.), de acordo com as instru¢gdes do fabricante, ou com modificagdes
descritas a seguir.

Para a identificacdo das estirpes foi empregado o cartdo GN (cartédo para
identificacdo de bacilos gram-negativos) que contém os substratos liofilizados
referentes a 47 provas bioquimicas. Os seguintes testes sao realizados neste cartao:
Ala-Fe-Pro Arilamidase, Adonitol, L-Pirrolidonil-Arilamidase, L-Arabitol, D-Celobiose,
Beta-galactosidase, Producdo de H,S, Beta-N-acetil-glucosaminidase, Glutamil

Arilamidase pNA, D-Glucose, Gama-glutamil-transferase, Fermentacao/glucose,
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Beta-Glucosidase, D-Maltose, D-Manitol, D-Manose, Beta-Xilosidase, Beta-Alanina
arilamidase pNA, L-Prolina Arilamidase, Lipase, Palatinose, Tirosina Arilamidase,
Urease, D-Sorbitol, Sacarose, D-Tagatose, D-Trealose, Citrato (Sodio), Malonato, 5-
ceto-D-Gluconato, Alcalinizacdo L-Lactato, Alfa-Glucosidase, Alcalinizacao
Succinato, Beta-N-Acetil-Galactosaminidase, Alfa-Galactosidase, Fosfatase,
Assimilagdo Glicina Arilamidase, Ornitina Descarboxilase, Lisina Descarboxilase,
Assimilacéo L-Histidina, Cumarato, Beta-Glucoronidase, Resisténcia 0/129, Glu-Gli-
Arg-Arilamidase, Assimilacdo L-Malato, ELLMAN e Assimilacéo L-Lactato.

Para a inoculacéo desse cartdo, colonias de culturas com 18-24 horas foram
suspensas em solucao de NaCl 0,45% (segundo as instru¢des do fabricante) e/ou
0,85% (modificacdo introduzida) e entdo foi seguido o procedimento recomendado,
como mostrado no Apéndice 2.

Para a realizacdo do teste de suscetibilidade a antimicrobianos automatizado
foi empregado o Cartdo AST-GN de acordo com as instrugbes do fabricante. Os
antibioticos presentes no cartdo AST-GN sdo o0s seguintes: ampicilina,
ampicilina/sulbactam, amicacina, aztreonam, ceftazidima, cefazolina, cefepime,
cefotetan, ceftriaxona, cefuroxima, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem,
levofloxacina, meropenem, nitrofurantoina, piperacilina, piperacilina/tazobactam,

sulfametoxazol/trimetoprim e tobramicina.

4.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR

A identificagdo molecular das estirpes de Aeromonas foi realizada
empregando a metodologia de PCR-RFLP do gene 16S rDNA, de acordo com
BORREL et al, 1997 e FIGUERAS et al., 2000.
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4.3.1 Extragdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido pelo método da fervura (OLSVIK e
STROCKBINE, 1993). Cerca de 3 a 5 colbnias de Aeromonas spp. foram suspensas
em 500 ul de dgua destilada estéril e as suspensdes foram fervidas por 10 minutos
para liberacdo do DNA e entdo centrifugadas a ~13000 x g (aprox. 14.000 rpm,
microcentrifuga Eppendorf modelo 5410) por 1 minuto. Os sobrenadantes
(aproximadamente 150 pl) foram transferidos para novos tubos e mantidos a -20°C

até o momento da analise.

4.3.2 Estimativa da concentragdo de DNA

A estimativa da quantidade de DNA foi feita em gel de agarose por
comparacao entre a intensidade de fluorescéncia emitida sob luz ultra-violeta pelo
DNA da amostra com a emitida pelo Low DNA Mass Ladder (Invitrogen™)

(SAMBROOK e RUSSELL, 2001).

4.3.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O gene 16S rDNA completo foi amplificado por PCR utilizando os iniciadores
descritos por BORRELL et al.,1997:
forward 5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3' e
reverse 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’, gerando um fragmento de 1502
pares de base (PB).
A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25 pl, contendo 2,5 pl
de tampé&o da Taq polimerase 10X (100 mM Tris-HCI pH 8.8, 500mM KCI, 0,8%
Nonidet P40, Fermentas), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 1 U de Taq DNA
polimerase (Fermentas), 1 ul de cada iniciador (10 pmol/l), 13,8 ul de agua ultra pura
estéril e 4,0 ul de DNA (aproximadamente 5-10 ng).
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Para a reacgdo utilizou-se o termociclador Veriti™ 96-Well Fast Thermal
Cycler (Applied Biosystems). O seguinte programa foi empregado: 1 ciclo de 94°C
por 2 minutos; 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 20 segundos e 72°C por 2
minutos; seguidos de 1 ciclo a 72°C por 7 minutos.

A deteccdo do produto de PCR foi realizada através de eletroforese em
agarose a 0,8% em tamp&o TBE 1X (Tris-hidroximetilaminometano 89 mmol/L, Acido
bérico 89 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, pH 8,3) (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). A
corrida eletroforética foi realizada a uma voltagem de 60V (~45mA) por
aproximadamente 1 hora. O gel foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/ml)
durante 15 minutos, observado e fotodocumentado sob luz UV (302nm) utilizando o

sistema UVP Imaging System.

4.3.4 Digestéo do produto de PCR com endonucleases (PCR-RFLP)

O ensaio de PCR-RFLP foi realizado de acordo com BORRELL et al., 1997 e
FIGUERAS et al, 2000.

A digestdo enzimética do DNA foi realizada com as endonucleases de
restricdo Alul e Mbol (10U/ul, Fermentas). A reacao foi realizada em volume final de
10 pl contendo 3ul de DNA (aproximadamente 100 ng), tampdo Tango 1x
(Fermentas, Tango 10x: Tris-acetato 33mM pH 7,5, acetato de magnésio 10mM,
acetato de potassio 66 mM e BSA 0,1mg/ml) e 3U de cada enzima.

A mistura de reacédo foi incubada por cerca de 4 horas a 37°C. Aliquotas de
5ul de cada reacao foram misturados com 2ul de solucdo de aplicacdo de amostra
FSUDS (azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol 0, 25% (p/v), Ficoll 25% (p/v),
SDS 0,5% (p/v), Tris-HCI 10 mmol/L pH 8,0 e EDTA 1 mmol/L pH 8,0) e aplicadas
em gel de poliacrilamida 10% (1,25ml de solucao de acrilamida/bisacrilamida 29:1 a
40%, 1 ml do tampé&o TBE 5x (tris 445 mmol/L, borato 445 mmol/L, EDTA 5 mmol/L),
5 ul de Temed (N,N,N',N'-Tetrametilenodiamina), 40ul de Persulfato de Aménio (APS)
e 2,705ml de Agua ultra-pura) em tampdo TBE 1x . A corrida eletroforética foi
realizada em 130V em tampao TBE 1x por aproximadamente 50 minutos. Os géis
foram corados utilizando uma solu¢do de brometo de etidio (0.5 pg/ml) durante 15

minutos, observados e fotodocumentado sob luz UV (302nm).
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A identificacdo das estirpes foi realizada de acordo com os padrbes
estabelecidos por BORRELL et al., 1997 (FIGURA 2), FIGUERAS et al., 2000 e
ALPERI et al. 2008.

FIGURA 2 - PADROES DE PCR-RFLP DO GENE 16S rDNA PARA ESPECIES DE Aeromonas,
SEGUNDO BORRELL et al., 1997.

NOTA: Gel virtual gerado com auxilio do programa CLC Main Workbench versdo 5.6 (KNUDSEN, B.
et al 2009), utlizando sequéncias do gene 16S TrDNA depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). 1. Marcador de massa molecular 25 pb. 2. A
allosaccharophila CECT 4199. 3. A. caviae ATCC 15467 4. A. hydrophila ATCC 7966 5. A.
eucrenophila ATCC 23309T. 6. A. jandaei ATCC 49568 7. A. media ATCC 33907 8. A. salmonicida
cepa CIP 57.50 9. A. schubertii ATCC 43700 10. A. sobria cepa NCIMB 12065 11. A. trota ATCC
48657 12. A. veronii biovar veronii ATCC 35624.

4.3.5 Sequenciamento de DNA

Os produtos de PCR (6 ul) foram tratados com as enzimas Exonuclease |
(USB, 3,3 U) e SAP (Fosfatase alcalina de camaréo - USB, 0,66 U) com o objetivo
de eliminar os residuos de iniciadores e de dNTP. Os tubos contendo a mistura
foram incubados a 37°C durante 45 minutos, e entdo a 80°C por 15 minutos. O
produto foi utilizado na reacdo de seqlenciamento, baseada no método de SANGER
(SANGER, NICKLEN e COULSON, 1977) modificado utilizando dideoxinucleotideos
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fluorescentes. As reagdes foram realizadas em volume final de 10pL contendo
10pmol de oligonucleotideo iniciador, aproximadamente 200 ng do produto de PCR
purificado e 4pL do reagente DYEnamic ET Sequence Premix Terminator
(DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham Biosciences). Foi
utilizado o seguinte programa para os iniciadores do sistema 1 e 2: 30 ciclos de 94°C
por 30s, 56°C por 30s, 60°C por 30s. O produto da reacdo de seqiienciamento foi
transferido para tubo plastico de 500 puL ao qual foram adicionados 2L de acetato
de amoénio 7,5M e 60 pL de etanol absoluto. A mistura foi homogeneizada em
agitador tipo vortex, mantida a temperatura ambiente por 20 minutos e entédo
centrifugada por 25min a 14000 rpm em microcentrifuga Eppendorf modelo 5410. O
sobrenadante foi removido e o precipitado lavado duas vezes com 250 pL de etanol
70% e seco em estufa a 37°C. O DNA foi dissolvido em 4 pL de Formamide Loading
Dye (Applied Biosystems) e submetido a eletroforese no Seqienciador automatico
de DNA modelo ABI Prism 377 do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
da UFPR. As sequéncias obtidas foram analisadas com os programas BioEdit
Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997) e
CLUSTAL W (THOMPSON, HIGGINS e GIBSON, 1994)
(http://www.ebi.ac.uk/tools/clustalw/).
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5.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

41

A Figura 3 mostra a distribuicdo por idade, em intervalos de 10 anos, dos

pacientes dos quais as estirpes de Aeromonas analisadas neste trabalho foram

isoladas.

FIGURA 3 - DADOS EPIDEMIOLOGICOS REFERENTES A FAIXA ETARIA DOS PACIENTES.

Numero de Amostras

Faixas etarias (em anos)

NOTA: * NI: Dados ndo informados.

Nesta figura pode-se observar que embora Aeromonas tenha sido isolada de

individuos de todas as faixas etarias, a prevaléncia € maior na faixa de 0 a 10 anos

de idade.
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A Figura 4 mostra a distribuicdo, por regido geografica, dos isolados.

FIGURA 4 — DADOS EPIDEMIOLOGICOS REFERENTES A LOCALIDADE DOS PACIENTES.

Numero de Amostras

Municipios

NOTA: * NI: Municipio néo informado.

A Figura 4 mostra que as pessoas com infeccdo causada por Aeromonas
sdo provenientes de varias localidades do Parana, em especial da regido litoranea.
Essa distribuicdo decorre da area de atuacdo do LACEN sede Curitiba/PR. Apenas
um isolado é proveniente de outra regido do Estado, e foi recuperado de um caso de
bacteremia e encaminhado ao LACEN-Curitiba para identificagdo. Isto sugere a
distribuicdo de Aeromonas em todo o Estado, e que possivelmente essas bactérias
nao estejam sendo diagnosticadas. A maior freqiéncia de Aeromonas ocorreu em
Curitiba/PR (39%) e Paranaguéa/PR (34%).
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5.2 IDENTIFICAGCAO BIOQUIMICA — METODO CONVENCIONAL

A identificacdo das 74 estirpes de Aeromonas utilizando testes bioquimicos

convencionais foi realizada com um conjunto de 28 ensaios ilustrados na Figura 5.

FIGURA 5 — CONJUNTO DE PROVAS BIOQUIMICAS EMPREGADO NA IDENTIFICAQAO DAS
ESTIRPES DE Aeromonas

FONTE: O autor (2009).

NOTA: A. Testes para detectar a utilizacdo de aminoacidos e carboidratos. B. Testes de halofilia e VP
C. Provas de identificagao convencionais (motilidade, esculina, citrato de Simmons, gas, entre outros)
D. Meios de cultura para detectar a producéo de B-hemdlise (Agar sangue) e utilizacdo da lactose
(Agar MacConkey e CLED) E e F. Antibiograma (Agar Mueller-Hinton).

Os testes estao descritos no item 4.2.1 e foram realizados e interpretados de
acordo com ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003. Nas situa¢cdes onde os resultados
mostraram-se duvidosos, as analises foram repetidas no minimo 2 vezes para
confirmacéao do fendétipo.

Os resultados dos ensaios bioquimicos estdo descritos no Apéndice 3 para
cada estirpe, e mostrados de forma resumida na Tabela 1, de acordo com a espécie.
Os resultados obtidos confirmaram que as estirpes analisadas pertencem ao género
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Aeromonas, e permitiram a identificacdo de 4 espécies: A. caviae (69%), A. veronii

biovar sobria (17,5%), A. hydrophila (9,5%) e A. trota (4%).

TABELA 1 — FREQUENCILA\ DE POS]TIVIDADE DAS ESTIRPES DE Aeromorlas EM ENSAIOS DE
IDENTIFICACAO BIOQUIMICA CONVENCIONAL E COMPARACAO COM OS DADOS
DE ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003.
Espécies de Aeromonas
A. veronii A. veronii

Provas A. A. . . A. A.
bioguimicas® Ao A0t o gronniia  hydrophila  DOvar biovar  caviae  caviae
=3" =187 =72 (n=25)° ;22232 ;‘;2;";13 (n=51)° (n=25)°
Glucose 100%  100% 100% 100% 100% 100% 100%  100%
Gas (glucose)  100%  69% 86% 92% 100% 92% 0% 0%
H.S 0% 6% 0% 92% 0% 68% 0% 0%
Indol 67%  100% 71% 96% 92% 100% 63%  84%
Motilidade ~~ 100%  100% 100% 100% 85% 96% 69%  88%
ADH 100%  94% 100% 100% 100% 100% 90% = 92%
LDC 100%  100% 100% 100% 92% 96% 0% 0%
obC 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
&')Z'&fgg 100%  100% 100% 100% 100% 100% 90%  100%
1% NaCl 100% NR 100% NR 100% NR 100%  NR
3% NaCl 100%  100% 100% 100% 92% 100% 96%  100%
6% NaCl 0% NR 0% NR 0% NR 0% NR
8% NaCl 0% NR 0% NR 0% NR 0% NR
10% NaCl 0% NR 0% NR 0% NR 0% NR
VP 0% 0% 100% 92% 100% 88% 0% 0%
g'ltr:]ar;‘)ogg 67% 94% 43% 88% 77% 52% 67%  88%
ChrliJsrtii:sen 0% 0% 0% 0% 0% 0% 2% 8%
Esculina 0% 0% 100% 92% 0% 0% 98%  76%
L-arabinose 0% 0% 86% 84% 31% 12% 100%  100%
m-inositol 0% 0% 0% 0% 8% 0% 2% 0%
Lactose 33% 0% 0% 16% 23% 12% 53%  60%
D-manitol 100%  69% 100% 96% 92% 100% 94%  100%
Manose 100%  100% 100% 100% 92% 100% 27%  32%
L-rhamnose 0% 0% 14% 24% 0% 0% 0% 0%
Sacarose 67% 19% 100% 100% 100% 100% 100%  100%
Salicina 0% 0% 86% 76% 0% 0% 82%  76%
D-sorbitol 0% 0% 0% 0% 0% 0% 6% 4%
Celobiose ~ 100%  100% 0% 0% 54% 20% 76%  100%
Maltose 100%  100% 100% 100% 100% 92% 100%  100%
B-hemdlise ~ 100%  50% 100% 100% 100% 100% 47%  52%
0/129150 ug = 100%  100% 100% 100% 100% 100% 100%  100%

NOTA: 1. Resultados indicam porcentagem de reac¢des positivas 2. Resultados do presente trabalho. 3.
Resultados descritos por ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003. ADH - arginina dihidrolase; LDC - lisina
descarboxilase; ODC — ornitina descarboxilase; Gas — producéo de géas a partir da fermentacao da glucose; HzS
— producdo de sulfeto de hidrogénio; VP — Voges Proskauer; O/129 150 ug — resisténcia ao composto 2,4-
diamino-6,7-diisopropilpteridina, 150 ug; NR — N&o realizado.
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5.3 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA AUTOMATIZADA

O Sistema VITEK® 2 Compact identificou inicialmente algumas das estirpes
estudadas como Vibrio vulnificus e Vibrio cholerae. A identificacdo errbnea de
Aeromonas como pertencendo ao género Vibrio tem sido descrita na literatura
(ABBOTT et al., 1998; PARK et al., 2003; SOLER et al., 2003, SUREK et al., 2008).
Com base no trabalho de PARK et al., 2003, 33 estirpes foram analisadas com o
cartdo GN utilizando NaCl 0,85% para preparar a suspensao bacteriana e NaCl
0,45% como recomendado pelo fabricante.

Os resultados obtidos estao indicados no Quadro 3.

QUADRO 3 — IDENTIFICAGCAO BIOQUIMICA AUTOMATIZADA UTILIZANDO NacCl 0,45% E 0,85%
PARA O PREPARO DO INOCULO

. VITEK® 2 Compact Identificag&o
Estirpes C : |
Salina 0,45% Salina 0,85% onvenciona
LACEN-67
LACEN-68  Mo51
LACEN-69 o oo
LACEN-71 MS-84
LACEN-72 MS-86
LACEN-73 A. hydrophila/caviae | A. hydrophila/caviae A. caviae
MS-88
LACEN-74
MS-89
MS-76
MS-90
MS-77
MS-91
MS-78 MS-92
MS-80
MS-85 A. hydrophila/caviae | Padréo néo reativo A. caviae
LACEN-19
MS-79 A. hydrophila/caviae | A. hydrophila/caviae A. hydrophila
MS-87
LACEN-2 Vibrio vulnificus A. sobria A. trota
LACEN-7 Vibrio cholerae A. sobria A. trota
LACEN-94 A. sobria A. sobria A. trota
LACEN-20 . . o .
MS-75 A. sobria A. sobria A. veronii biovar sobria
LACEN-70 A. veronii A. veronii A. veronii biovar sobria
A. hydrophila/caviae .
MS-93 A. sobria A. SObm_i. A. veronii biovar sobria
. A. veronii
A. veronii
LACEN-95 A. hydrophila/caviae A. sobria A. veronii biovar sobria
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Estes resultados indicam que a utilizacdo do NaCl 0,85% no preparo do
indculo evita a identificacdo de Aeromonas erroneamente como Vibrio.

Por essa razao foi adotado esse procedimento para a analise das demais
estirpes. Os resultados da identificacdo bioquimica automatizada para as 74 estirpes
estdo indicados no Apéndice 4, por estirpe, e de forma resumida (por espécie) na
Tabela 2.

TABELA 2 - FREQUENCIA DE POSITIVIDADE PARA OS ENSAIOS DE IDENTIFICAGAO
BIOQUIMICA AUTOMATIZADA REALIZADA PELO SISTEMA VITEK® 2 Compact

Espécies identificadas (n=74)

A. veronii  A. hydrophila A. sobria A. caviae

Provas Bioquimicas * (n=1) (h=9) (h=13) (n=51)
Ala-Fe-Pro Arilamidase 0% 44% 77% 78%
Adonitol 0% 0% 0% 0%
L-Pirrolidonil-Arilamidase 0% 0% 0% 6%
L-Arabitol 0% 0% 0% 0%
D-Celobiose 100% 11% 23% 76%
Beta-galactosidase 100% 100% 100% 100%
Producéo de H2S 0% 78% 0% 0%
Beta-N-acetil-glucosaminidase 100% 100% 100% 98%
Glutamil Arilamidase pNA 0% 0% 75% 0%
D-Glucose 100% 100% 100% 100%
Gama-glutamil-transferase 0% 22% 33% 39%
Fermentag&o/glucose 100% 89% 92% 100%
Beta-Glucosidase 0% 22% 0% 82%
D-Maltose 100% 100% 100% 100%
D-Manitol 100% 100% 100% 100%
D-Manose 100% 100% 100% 14%
Beta-Xilosidase 0% 0% 0% 2%
Beta-Alanina arilamidase pNA 0% 0% 0% 0%
L-Prolina Arilamidase 100% 56% 100% 96%
Lipase 100% 100% 58% 92%
Palatinose 100% 67% 25% 2%
Tirosina Arilamidase 100% 67% 100% 90%
Urease 0% 0% 0% 4%
D-Sorbitol 0% 0% 0% 8%
Sacarose 100% 100% 92% 98%
D-Tagatose 0% 0% 0% 0%
D-Trealose 100% 100% 100% 100%
Citrato (Sodio) 100% 0% 75% 0%
Malonato 0% 0% 0% 0%

CONTINUA
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CONCLUSAO
5-Queto-D-Gluconato 0% 0% 0% 0%
Alcalinizacéo L-Lactato 0% 78% 25% 90%
Alfa-Glucosidase 0% 0% 8% 8%
Alcalinizacédo Sucinato 100% 89% 100% 96%
Beta-N-Acetil-Galactosaminidase 0% 0% 25% 0%
Alfa-Galactosidase 100% 0% 0% 0%
Fosfatase 0% 0% 0% 2%
Assimilacdo Glicina Arilamidase 0% 11% 25% 2%
Ornitina Descarboxilase 0% 0% 0% 0%
Lisina Descarboxilase 0% 0% 17% 0%
Assimilacdo L-Histidina 0% 0% 0% 0%
Cumarato 100% 100% 100% 98%
IBeta-Glucoronidase 0% 0% 0% 0%
Resisténcia O/129 (comp.vibro.) 0% 67% 67% 100%
Glu-Gli-Arg-Arilamidase 100% 78% 100% 69%
Assimilagéo L-Malato 0% 0% 33% 10%
ELLMAN 100% 78% 100% 98%
Assimilacdo L-Lactato 0% 0% 8% 0%

NOTA: 1. Resultados indicam porcentagem de reac¢6es positivas;

Com a modificagdo na concentracdo do liquido de preparo do inéculo, o
sistema de identificacdo bacteriana automatizada VITEK® 2 Compact também
identificou as 74 estirpes como membros do género Aeromonas.

As seguintes espécies de Aeromonas constam no banco de dados do
VITEK® 2 Compact: A. hydrophila / A. caviae, A. salmonicida, A. sobria e A. veronii.

Esse sistema nao diferencia A. hydrophila de A. caviae, apenas informa a
probabilidade de ser uma das espécies A. hydrophila / A. caviae. Para fazer a
distincdo entre as duas espécies é necessario realizar um teste adicional, Voges-
Proskauer (VP), de forma manual.

O sistema Vitek qualifica os resultados utilizando categorias para a
identificacdo das estirpes dependendo do grau de discriminacéo. Este depende da
probabilidade fornecida pelo software, calculada com base nos resultados dos
testes. As categorias sdo excelente (96-99% de probabilidade), muito bom (93-95%
de probabilidade), bom (89-92% de probabilidade), aceitavel (85-88% de

probabilidade), fraca discriminacdo e nao identificado (Apéndice 2).
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Entre as 74 estirpes analisadas, quatro espécies de Aeromonas foram
identificadas: A. caviae (69%), A. sobria (17,6%), A. hydrophila (12,1%) e A. veronii
(1,3%).

Para A. hydrophila/A. caviae (que foram diferenciadas pelo teste de VP),
90% das estirpes foram identificadas com grau de discriminagdo excelente, 8,3%
com muito bom e 1,7% com boa probabilidade. Para A. sobria 53,8% das estirpes
foram identificadas com grau de discriminacdo excelente, 15,4% com muito bom,
15,4% com boa probabilidade e 15,4% com fraca discriminagdo. Apenas uma A.

veronii foi encontrada na amostra, com probabilidade excelente.

5.4 COMPARACAO ENTRE IDENTIFICACAO BIOQUIMICA CONVENCIONAL E
AUTOMATIZADA

A Tabela 3 compara os resultados da identificacdo bioquimica das estirpes

através dos sistemas convencional e automatizado.

TABELA 3 — COMPARAGCAO DOS RESULTADOS DE IDENTIFICACAO DAS ESTIRPES DE
Aeromonas ENTRE OS METODOS BIOQUIMICOS CONVENCIONAL E
AUTOMATIZADO

ID BIOQ.

ID BIOQ. AUTOMATIZADA A.caviae  A. hydrophila  A.sobria  A. veronii TOTQI('):\I?VI.BJOQ'
CONVENCIONAL

A. caviae 51 51

A. hydrophila 7 7

A. trota 3 3

A. veronii biovar sobria 2 10 1 13
TOTAL ID BIOQ. AUTO.? 51 9 13 1 74

NOTA: 1 e 2. Numero total de estirpes identificadas pelos Métodos Bioquimicos Convencional e
Automatizado, respectivamente.

Como indicado nas Tabelas 1, 2, 3 e no Quadro 3, houveram discrepancias
entre os sistemas utilizados na identificacdo bioquimica das estirpes de Aeromonas.
Esse resultado ndo € inesperado, uma vez que ha relatos sobre as limitacbes que os
sistemas automatizados apresentam na identificagdo de Aeromonas (ABBOTT et al.,
1998; PARK et al.,2003).



49

5.5 TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS - METODO
CONVENCIONAL

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das estirpes de Aeromonas

identificadas € mostrado na Tabela 4 e ilustrado na Figura 6.

TABELA 4 — PERFIL DE RESISTENCIA DAS ESTIRPES DE Aeromonas AVALIADO PELO
METODO DE DISCO-DIFUSAO

Espécies (nimero de espécies)

Antimicrobianos - A. trota A. hydrophila A. verpnii biovar A. caviae
(n=3) (n=7) sobria (n=13) (n=51)
Ac. Nalidixico 0% 14% 8% 2%
Amicacina 0% 0% 0% 0%
Amoxi/Ac. Clav. 0% 57% 13% 8%
Ampicilina 0% 100% 100% 100%
Aztreonam 0% 0% 0% 0%
Cefalotina 100% 86% 0% 88%
Cefazolina 100% 71% 20% 73%
Cefepima 0% 0% 0% 0%
Cefoxitina 0% 14% 0% 27%
Ceftazidima 0% 0% 0% 0%
Ceftriaxona 0% 0% 0% 0%
Ciprofloxacino 0% 0% 0% 0%
Cloranfenicol 0% 0% 0% 4%
Imipenem 0% 0% 0% 0%
Levofloxacino 0% 0% 0% 0%
Meropenem 0% 0% 0% 0%
Nitrofurantoina 0% 0% 0% 0%
Sulfa/Trimet 0% 0% 0% 29%
Tetraciclina 0% 0% 15% 14%

NOTA: 1. Resultados representam a porcentagem de estirpes resistentes.

Como esperado, A. trota foi suscetivel a ampicilina, e A. hydrophila, A.
veronii biovar sobria e A. caviae resistentes a esse antibidtico. Esses resultados
auxiliam na identificacdo dessas estirpes e estdo de acordo com o descrito por
ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003. As estirpes foram suscetiveis a maioria dos

antimicrobianos testados.
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FIGURA 6 - TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS AVALIADO PELO METODO
DE DISCO-DIFUSAO

FONTE — O autor (2009)
NOTA — Em A, estirpe de A. caviae (LACEN-53) mostrando resisténcia a ampicilina e cefalotina, em

B a resisténcia intrinseca ao agente vibriostatico O/129 150 pg.

5.6 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS - METODO
AUTOMATIZADO

O resultado do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos realizado pelo

aparelho VITEK® 2 Compact é mostrado na Tabela 5.

TABELA 5 — PERFIL DE RESISTENCIA DAS ESTIRPES DE Aeromonas AVALIADO PELO
METODO AUTOMATIZADO VITEK® 2 Compact.

Espécies (niumero de espécies)

Antimicrobianos * A. veronii (n=1) A. hydrophila (n=9) A(.ns:oltg)la A(nc;':l\r\)/ll?e
Amicacina NR 0% 0% 0%
Amp/Sulbactam NR 80% 77% 80%
Ampicilina NR 90% 77% 92%
Aztreonam NR 0% 0% 2%
Cefazolina NR 60% 15% 72%
Cefepima NR 0% 0% 2%
Cefotetan NR 0% 0% 0%
Ceftazidima NR 0% 0% 2%
Ceftriaxona NR 0% 0% 0%
Cefuroxima NR 0% 0% 0%
Cefuroxima Ax NR 0% 0% 0%
Ciprofloxacina NR 0% 0% 0%
Gentamicina NR 0% 0% 0%
Imipenem NR 0% 0% 2%

CONTINUA
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CONCLUSAO
Levofloxacina NR 0% 0% 0%
Meropenem NR 0% 0% 2%
Nitrofurantoina NR 0% 0% 2%
Pip/Tazob NR 0% 0% 2%
Piperacilina NR 0% 0% 4%
Sulfa/Trimet NR 10% 0% 26%
Tobramicina NR 0% 0% 0%

NOTA: 1. Resultados representam a porcentagem de estirpes resistentes. NR = N&o realizado

Os resultados do teste de suscetibilidade para A. veronii ndo foram liberados
pelo aparelho, a razdo é desconhecida. A resposta a ampicilina para A. hydrophila,
A. veronii biovar sobria (A. sobria) e A. caviae ndo foi uniforme, como esperado,
embora a maioria tenha se comportado como resistente. Como observado no teste
de suscetibilidade realizado pelo método de disco difusdo, as estirpes séo

suscetiveis a maioria dos antimicrobianos testados.

5.7 IDENTIFICACAO MOLECULAR

A identificacdo das estirpes foi realizada por PCR-RFLP do gene 16S rDNA
como descrito no item 4.3.3. A Figura 7 representa um gel de agarose indicando
fragmentos de produtos de PCR com tamanho de aproximadamente 1500 pb, os

quais foram subsequentemente tratado com as enzimas Alul e Mbol.

FIGURA 7 — PRODUTO DE AMPLIFICACAO DO GENE 16S rDNA DE Aeromonas ATRAVES DA
TECNICA DE PCR.

1500 pb >

NOTA: Gel de agarose 0,8%, pb — pares de base 1. Miarcador de massa molecular 1 Kb DNA Ladder
(Fermentas) 2 e 3. Produto de amplificacdo do gene 16S rDNA de Aeromonas (LACEN-19 e LACEN-
49, respectivamente) 4. Branco
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Os resultados de PCR-RFLP foram interpretados de acordo com BORRELL
et al., 1997, FIGUERAS et al., 2000 e ALPERI et al. 2008.
Os perfis de PCR-RFLP observados para 66 das 74 estirpes estdo

representados nas Figuras 8A e 8B.

FIGURA 8 — PADROES DE PCR-RFLP DO GENE 16S rDNA REPRESENTATIVOS PARA AS
ESTIRPES DE Aeromonas ANALISADAS.

< 300pb

< 200pb
150 pb >

150pb >

100pb >

100pb > ¥ < 100pb
75pb>

75pb=>

50 ph >
50pb>

NOTA: Eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, pb= pares de base A. 1- Marcador de massa
molecular 25 pb (Fermentas) 2 a 4- A. caviae (MS-89, MS-91 e MS-92) 5- A. veronii biovar sobria
(MS-93) 6- Marcador de massa molecular 100 pb (Fermentas). B. 1- Marcador de massa molecular
25 pb (Fermentas) 2- A. hydrophila (LACEN-60) 3- A. trota (LACEN-94) 4- A. caviae (MS-90) 5-
Marcador de massa molecular 100 pb (Fermentas).

A Figura 8 mostra os padrbes de PCR-RFLP caracteristicos para A.
hydrophila, A. caviae, A. trota e A. veronii biovar sobria, que foram as espécies
identificadas no presente trabalho. Segundo a identificacdo molecular a espécie
mais frequente foi A. caviae (51 estirpes — 69%), seguida de A. veronii biovar sobria
(13 estirpes — 17,5%), A. hydrophila (7 estirpes - 9,5%) e A. trota (3 estirpes — 4%).

Entretanto, 8 das estirpes identificadas, pelo perfil bioquimico, como A.
caviae e uma A. hydrophila apresentaram padroes de PCR-RFLP que nao eram
compativeis com os descritos por BORRELL et al., 1997, e FIGUERAS et al., 2000.
Estes padrdes estao indicados na Figura 9.
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FIGURA 9 - PADRO[ES DE PCR-RFLP ATIPICOS OBSERVADOS PARA ESTIRPES COM PERFIL
BIOQUIMICO DE A. caviae e A. hydrophila.

A B
150 pb >
150pb >
100pb >
100pb >
75pb~> 75pb->
50pb > -

NOTA: Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% A. 1- Marcador de massa molecular 25 pb
(Fermentas) 2, 3, 5 e 8 — padrdo compartilhado pelas estirpes LACEN-10, LACEN-11, LACEN-18 e
MS-85 de A. caviae. 4 e 9 - padrdo apresentado pelas estirpes LACEN-14 e MS-88 de A. caviae. 6 -
padrdo atipico apresentado pela estirpe LACEN-49 de A. caviae. 7 - padrdo apresentado pela estirpe
MS-82 de . B. 1 - Marcador de massa molecular 25 pb (Fermentas) 2 - A. hydrophila padréo atipico
(LACEN-19).

O padrao atipico mais comum, apresentado por 4 estirpes, e indicado na
Figura 9A e linhas 2, 3, 5 e 8, € compativel com o perfil atipico 1 descrito por
ALPERI et al. 2008. Difere do padréo tipico pela presenca de uma banda extra de
aproximadamente 130 pb.

Os outros padrbes apresentam maior diferenca em relacdo ao padrao tipico
de A. caviae, tanto pelo nimero quanto pelo tamanho das bandas. Os padrbes
mostrados na Figura 9A e linhas 4 e 9 sdo similares ao perfil atipico 6 de ALPERI et
al. 2008; e os observados nas linhas 6 e 7 correspondem, respectivamente, aos
perfis atipicos 12 e 2 de ALPERI et al.,, 2008. Isto confirma que essas estirpes
pertencem a espécie A. caviae.

A estirpe LACEN-19, identificada através de testes bioquimicos
convencionais e automatizados como A. hydrophila, apresentou perfil de PCR-RFLP
caracteristico de A. caviae (Figura 9B, linha 2). O gene 16S rDNA desta estirpe foi
parcialmente sequenciado e comparado com as sequéncias correspondentes de A.
hydrophila ATCC 7966 e A. caviae ATCC 15467 disponiveis no GenBank sob

namero de acesso X60404 e X60409, respectivamente.
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A Figura 10 mostra a regido 5’ do gene 16S rDNA. Esta regido é conservada
em A. hydrophila e A. caviae, com excec¢do de uma das regibes variaveis do 16S
rDNA, destacada em vermelho, conforme descrito por MARTINEZ-MURCIA,
BENLLOCH, COLLINS, 1992. Pode ser observado que a sequéncia da estirpe
LACEN-19 apresenta maior similaridade com a de A. caviae ATCC 15467. Esse
resultado sugere que a estirpe LACEN-19 é uma A. caviae com comportamento

bioquimico distinto das demais dessa espécie.

FIGURA 10 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DA REGIAO 5 DOS GENES
16S rDNA DAS ESTIRPES DE Aeromonas LACEN-19, A. hydrophila ATCC 7966 e A.

caviae ATCC 15467.

Alul
A

LACEN-19 CATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGTAGLTITGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACG 60
Acaviae CATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGTAGLTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACG 60
Ahydrophila CATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGTAGLTITGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACG 60

R i I e I I I I b I b I b b I I I b I I b b b i b b I b b b b b b b I b b b b b b b i b b b b b b
LACEN-19 GGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTA 120
Acaviae GGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTA 120
Ahydrophila GGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTA 120

R i e I I I I I b I b b I I I b I I b b b i b b I b b b b I b b b I b b b b b b b b b b b b b b
LACEN-19 ATACCGCATACGCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATG 180
Acaviae ATACCGCATACGCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATG 180
Ahydrophila ATACCGCATACGCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATG 180

Ak hkhkhkhkkhk kb hkhhkhkhkkhhhkhkrhkhhkhkhhkhkr kb hkhdhhkhrhkhhkhkhkkhkhkhhkrhkhkhrhkhkhhkrkhkkkkk

Alul Mbol Alul
A A A

LACEN-19 CCCAGGTGGGATTAGLTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACEATCICCTAGETG 240
Acaviae CCCAGGTGGGATTAGLTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACATCCCTAGETG 240
Ahydrophila CCCAGGTGGGATTAGLTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACEATCICCTAGETG 240

R I i I I I I I I I I I I b b e b b I I I b b b b b b I b b b b b b b b b b b b b b

Mbol
A

LACEN-19 GTCTGAGAGGATEATCRAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC 300
Acaviae GTCTGAGAGGAT[FATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC 300
Ahydrophila GTCTGAGAGGATEATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC 300

Ak hkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhhkhkhhkhhkhkhhk ko kb hkhkdhhkhrhkhhkhkhkkhkhkhkhk ok hrhhkhhkrkhkkhkkk
LACEN-19 AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA 360
Acaviae AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA 360
Ahydrophila AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA 360

R S R S R B I I I I I I I b b I e I I I b S b I b b b I b b i b b i b b b

A

LACEN-19 GAANGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTAGLTRATATCTG 420
Acaviae GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTCAGTRAGETAATATCTG 420
Ahydrophila GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTA 420

R S I I e I I I I I I I b I e I b I I I b I b b b I I I b b b I b b * * ok k Kk Kk Kk *
LACEN-19 CTGACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTTACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTA 480
Acaviae CTGGCTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTA 480
Ahydrophila TCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTA 480

Ak hhhk kA Ak hkhkhkhhkhhkrhhhkhkrkhhkhhkrhhkkhkhdx hhkhkrhhkkhkhkhhhkkhkhkrhkhkhkhxhhk**x

LACEN-19 ATACGGAGGGTGCAAG 496
Acaviae ATACGGAGGGTGCAAG 496
Ahydrophila ATACGGAGGGTGCAAG 496

KAk kkAhkhkkhkkkhkkkkhKkkk

NOTA : Os nucleotideos idénticos sao indicados por asteriscos. Estdo destacados em vermelho os
nucleotideos que diferenciam A. hydrophila e A. caviae. As areas em azul e vermelho enfatizam os
locais de corte das enzimas de restricdo Alul e Mbol.
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As Tabelas 6 e 7 comparam os resultados da identificacdo molecular por
PCR-RFLP com os da identificacdo bioquimica convencional e automatizada.

TABELA 6 — COMPARAGAO DOS RESULTADOS DE IDENTIFICAGAO DAS ESTIRPES DE
Aeromonas ENTRE OS METODOS DE IDENTIFICACAO BIOQUIMICA
CONVENCIONAL E MOLECULAR.

A. veronii
ID BIOQ. CONVENCIONAL A. caviae A. hydrophila A. trota biovar 1|;/|OOT|:AELCH?
sobria ’

ID MOLECULAR

A. caviae 51 1 52
A. hydrophila 6 6
A. trota 3 3
A. veronii biovar sobria 13 13
TOTAL ID BIOQ. CONV. 2 51 7 3 13 74

NOTA: 1 e 2. Numero total de estirpes identificadas pelos Métodos Molecular e Bioquimico
Convencional, respectivamente.

TABELA 7 — COMPARACAO DOS RESULTADOS DE IDENTIFICAGCAO DAS ESTIRPES DE
Aeromonas ENTRE OS METODOS DE [IDENTIFICACAO BIOQUIMICA
AUTOMATIZADA E MOLECULAR.

ID BIOQ. AUTOMATIZADA A. caviae A. hydrophila  A. sobria  A. veronii TOTAL ”:1)
MOLEC.

ID MOLECULAR

A. caviae 51 1 52
A. hydrophila 6 6
A. trota 3 3
A. veronii biovar sobria 2 10 1 13
TOTAL ID. BIOQ. AUTO.? 51 9 13 1 74

NOTA: 1 e 2. Numero total de estirpes identificadas pelos Métodos Molecular e Bioquimico
Automatizado, respectivamente.

Estes resultados mostram que os ensaios moleculares apresentam melhor

correlacdo com a identificacdo bioquimica convencional.
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6 DISCUSSAO

6.1 EPIDEMIOLOGIA

O género Aeromonas geralmente é dividido em 2 grupos principais, as
espécies mesofilicas moveis e as psicrofilicas imoveis. O maior deles inclui as
espécies mesofilicas e contém 14 fenoespécies que correspondem a pelo menos 17
genomoespécies (grupos de hibridizacdo de DNA). A maioria dos isolados clinicos
humanos pertence a seis genomoespécies: 1 (A. hydrophila), 4 (A. caviae), 8/10 (A.
veronii), 9 (A. jandaei) e 14 (A. trota) (MARTIN-CARNAHAN e JOSEPH, 2005).

No Brasil ainda s&o poucos os relatos sobre isolados humanos de
Aeromonas. A prevaléncia em criancas com diarréia foi estimada em cerca de 20%,
e em adultos em 8,7%. A espécie mais frequentemente isolada é A. caviae
(NOGIMOTO et al., 1997; HOFER et al., 2006; GHENGHESH et al., 2008).

Um estudo realizado no Rio Grande do Sul, em pacientes internados em
decorréncia de gastrenterite aguda, demonstrou a presenca de Aeromonas em 27
(6,6%) dos doentes. O predominio dessas bactérias ocorreu em criancas (0-10 anos
de idade), mas Aeromonas foi isolada de pessoas em todas as faixas etarias. As
seguintes espécies foram identificadas: A. hydrophila (51,8%), A. caviae (40,8%) e
A. veronii biovar sobria (7,4%) (GUERRA et al., 2007).

No presente trabalho quatro espécies de Aeromonas foram encontradas,
sendo a que apresentou maior prevaléncia A. caviae (52 estirpes, 70,3%). As outras
espécies identificadas foram A. hydrophila (6 estirpes, 8,1%), A. veronii biovar sobria
(13 estirpes, 17,6%) e A. trota (3 estirpes, 4%) (Tabelas 6 e 7). Estes resultados
também sdo similares aos descritos em estudos realizados em outros paises
(SINHA et al., 2004).

Em relacdo aos dados do Brasil, o predominio de A. caviae é compativel
com os dados de NOGIMOTO et al., 1997 e HOFER et al., 2006. Entretanto esse
resultado difere daquele encontrado por Guerra e colaboradores, que mostraram o
predominio de A. hydrophila em casos de gastrenterite no Rio Grande do Sul. Isto
pode indicar o predominio de espécies diferentes nas distintas regides geograficas,

mas também pode ser consequéncia da amostra analisada. No caso de Guerra e
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colaboradores a amostra foi constituida apenas por pessoas internadas, o que pode
indicar que eram casos mais graves de gastrenterite.

Os dados epidemioldgicos fornecidos pelo LACEN-PR e por SUREK et
al.,2008, indicam que a maior frequéncia de isolamento de Aeromonas foi observada
em criancas entre 0-10 anos (Quadro 2 e Figura 3), o que também foi mostrado nos
demais trabalhos realizados no pais (NOGIMOTO et al., 1997; HOFER et al., 2006).

Em relacdo a distribuicdo geogréfica das Aeromonas no Parand, deve-se
ressaltar que 55 (74%) das estirpes analisadas sdo provenientes do LACEN para
onde sdo encaminhadas as amostras fecais de surtos de diarréia ocorridos no
Estado, predominantemente da 22 Regional de Salude que compreende 0 municipio
de Curitiba e regido metropolitana, assim como da 12 Regional de Saude que
abrange os municipios localizados no litoral do Parana.

As outras 19 estirpes foram isoladas de pessoas residentes em Curitiba/PR
durante a realizacdo de um estudo que visava determinar a importancia desta
bactéria como agente de gastroenterite na populacdo desta cidade (SUREK et al.
2008). Desta forma, a amostra analisada é representativa apenas dessa localidade.
Entretanto provavelmente Aeromonas esteja distribuida por todo o Estado, como
sugere o0 isolado LACEN-95, recuperado de hemocultura em Maringd/PR e
encaminhado para identificacdo no LACEN-Curitiba. GIBOTTI et al. 2000,
analisando amostras de agua coletadas em um rio na regido de Cambé/PR
encontraram em 45% das amostras a presenca de espécies de Aeromonas, e que
possuiam propriedades hemoliticas e hemaglutinantes.

Os resultados deste estudo sugerem também a ocorréncia de um provavel
surto de gastrentetrite causado por A. veronii biovar sobria em 2002. A bactéria foi
isolada de 6 pessoas com gastrenterite, todas residentes em Matinhos/PR, em

amostras coletadas na mesma data (Quadro 2).

6.2 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA — METODO CONVENCIONAL

Tradicionalmente a identificagdo bacteriana nos laboratérios clinicos é
realizada utilizando testes fenotipicos incluindo coloragdo de Gram, testes

bioquimicos, perfis de susceptibilidade a antimicrobianos e as exigéncias nutricionais
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e atmosfera requeridas para o crescimento. Mas esses métodos apresentam
limitagbes como a identificagdo de bactérias raras em amostras clinicas ou com
perfis fenotipicos ndo usuais (WOO et al., 2008).

A identificacdo de Aeromonas ao nivel de espécie € probleméatica devido a
similaridade fenotipica de algumas genomoespécies e a heterogeneidade fenotipica
dessas bactérias (BORRELL et al., 1997; CARSON et al., 2001; ABBOTT, CHEUNG
e JANDA, 2003). A identificacdo bioquimica dessas bactérias requer uma bateria de
pelo menos 18 testes, o que provavelmente ndo € justificavel para uso na rotina dos
laboratérios clinicos devido ao custo, tempo de incubacéo para a identificacdo final
(48-72 horas) e a mao de obra envolvida (GHENGHESH et al., 2008). Os resultados
devem ser interpretados cuidadosamente, e as vezes € dificil obter resultados
idénticos nas reacfes bioquimicas para um mesmo isolado. Além disso, alguns
desses testes ndo sao realizados rotineiramente nos laboratérios (ORMEN et al.,
2005).

Neste estudo foram utilizados 28 testes fenotipicos para a identificacdo das
estirpes de Aeromonas (26 ensaios bioquimicos e a resposta frente aos antibiéticos
ampicilina e cefalotina, como marcadores de resisténcia intrinseca) (Figura 5 e
Tabela 1). Quatro espécies foram identificadas (A. caviae, A. hydrophila, A. veronii
biovar sobria e A. trota) e correspondem aquelas detectadas através de PCR-RFLP
do gene 16S rDNA (Tabela 6).

Houve apenas uma discordancia (1,3%) na identificagcdo entre os dois
métodos. Uma estirpe (LACEN-19) identificada pelo método convencional como A.
hydrophila apresentou perfil de PCR-RFLP idéntico ao de A. caviae (Figura 9B). Os
ensaios fenotipicos e moleculares foram repetidos e os resultados se mantiveram
inalterados.

Andlises de sequéncia do gene 16S rDNA sédo particularmente Uteis na
identificacdo de bactérias raras, que apresentam perfil ambiguo, ou que sao dificeis
de identificar pelos métodos convencionais. Diferente da identificagéo fenotipica que
pode ser afetada pela presenga ou auséncia de genes “nao-housekeeping” ou pela
variabilidade na expressdo de caracteristicas, a analise do 16S rDNA é util na
identificacdo de isolados com caracteristicas fenotipicas atipicas (JANDA e
ABBOTT, 2007; WOO et al., 2008). Geralmente a sequéncia de aproximadamente

500 pb da extremidade 5 que inclui a regido mais variavel pode ser adequada para
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a identificagcdo de alguns grupos bacterianos, embora a sequéncia completa seja
desejavel (WOO et. al., 2008).

As espécies do género Aeromonas apresentam uma elevada similaridade
(98 a 100%) na sequéncia do gene 16S rDNA. Mas regides especificas no 16S
rDNA descritas por MARTINEZ-MURCIA, BENLLOCH e COLLINS, 1992 permitem
diferenciar a maior parte das espécies desse género.

O sequenciamento de uma regido variavel do gene 16S rDNA da estirpe
LACEN-19 e a comparagdo com a mesma regido das estirpes de A. hydrophila
ATCC 7966 e A. caviae ATCC 15467 disponiveis no GenBank (Figura 10) sugere
gue a bactéria pertence a espécie A. caviae. Provavelmente a falha na identificacdo
bioquimica se deve a um padrédo atipico apresentado por essa estirpe. Entre os
testes bioquimicos realizados, trés em particular sdo Uteis para diferenciar A.
hydrophila e A. caviae. Sdo eles o teste de VP (Voges-Proskauer) para o qual a
positividade é de 92% e 0% respectivamente, para A. hydrophila e A. caviae; a
descarboxilacdo da L-lisina (LDC) com positividade de 100% e 0% respectivamente
para A. hydrophila e A. caviae; e gas a partir da glucose com 92% e 0% de
positividade respectivamente, para A. hydrophila e A. caviae (ABBOTT, CHEUNG e
JANDA, 2003). O isolado LACEN-19 apresentou resultados positivos nas trés
provas, como esperado para A. hydrophila, junto com resultados compativeis nos
demais ensaios realizados (Tabela 1 e Apéndice 3).

Discrepancias entre os ensaios bioguimicos e o perfil de PCR-RFLP ja foram
descritas por alguns autores (BORRELL et al., 1997; ORMEN et al. 2005). Borrell e
colaboradores encontraram uma situacéo idéntica a descrita no presente trabalho. O
perfil bioquimico da bactéria estudada por aqueles autores incluia os trés testes
acima citados, e os resultados foram positivos para todos. Isto pode indicar uma
diversidade fenotipica maior que a descrita por ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003,
para A. caviae; a existéncia de um perfil de PCR-RFLP compartilhado com outra
espécie ja descrita e ndo detectado por FIGUERAS et al., 2000, ou ainda que essa
estirpe pertenca a uma nova espéecie de Aeromonas ainda mal caracterizada e
provavelmente pouco comum como causa de infeccdo em humanos. O
sequenciamento de outros genes housekeeping pode auxiliar a esclarecer a

situacgao.
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6.3 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA — METODO AUTOMATIZADO

Varios sistemas comerciais de identificacdo bioquimica bacteriana estao
disponiveis no mercado, mas o custo é elevado e geralmente ndo identificam
Aeromonas corretamente (GHENGHESH et al., 2008). Mas esses sistemas
comerciais estdo sendo cada vez mais empregados nos laboratérios clinicos devido
a padronizacéo, facilidade de uso e/ou disponibilidade do resultado em menor tempo
e produzem resultados rapidos e acurados para Enterobactérias e alguns outros
patégenos.

O desempenho de varios desses sistemas na identificacdo de Aeromonas
tem sido reportado na literatura. ABBOTT et al. ,1998, utilizando o sistema
miniaturizado API 20E observaram um caso de identificacdo errbnea de A. veronii
biovar veronii como Vibrio cholerae. E no sistema Vitek a identificacdo de uma
estirpe de A. schubertii como Vibrio damsela.

Outros sistemas como o BBL Crystal E/NF e o MicroScan W/A também néo
mostraram desempenho satisfatorio, identificando corretamente apenas 20% e 14%
de 74 isolados clinicos e estirpes de referéncia de Aeromonas (SOLER et al., 2003).

Com o langamento do Vitek 2, que utiliza tecnologia baseada na emisséo de
fluorescéncia, logo se tornaram disponiveis os resultados de andlises realizadas em
diferentes laboratérios. FUNKE et al., 1998 testaram 20 estirpes de Aeromonas.
Relataram que o aparelho identificou corretamente 17 de 19 A. hydrophila / A.
caviae, e para 2 houve “baixa discriminagao”; uma estirpe de A. sobria foi
corretamente identificada.

O’HARA e MILLER, 2003, utilizando o sistema Vitek 2, verificaram que de 10
Aeromonas 6 foram corretamente identificadas como A. hydrophila / A. caviae; de 4
A. sobria duas foram corretamente identificadas, para uma houve “baixa
discriminagdo”, e a outra foi erroneamente identificada como A. hydrophila / A.
caviae.

PARK et al., 2003, utilizando o sistema Vitek versdo VTK-R07.01 e o cartdo
GNI+ verificaram a identificacdo errbnea de duas estirpes de A. veronii biovar sobria
como V. alginolyticus. Estas informacfes indicam que existem discrepancias na

identificacdo bioquimica automatizada das Aeromonas.
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O desempenho do sistema VITEK® 2 Compact frente a diversas espécies de
bactérias foi analisado por NAKASONE et al., 2007. O tempo meédio para a
identificacdo bacteriana foi de 7 horas. A compatibilidade dos resultados em relacéo
as tiras API foi de 95,8% e com testes adicionais a acuracia chegou a 98,3%. O
sistema detectou corretamente 97,7% das resisténcias aos antimicrobianos. Além
disso, relataram que as 10 Aeromonas analisadas (8 A. hydrophila e 2 A. sobria)
foram corretamente identificadas.

Os resultados obtidos com o VITEK® 2 Compact neste trabalho (Tabela 2 e
Apéndice 4) indicam a presenca das seguintes espécies de Aeromonas: A. caviae
(51 estirpes), A. hydrophila (9 estirpes), A. sobria (13 estirpes) e A. veronii (1
estirpe).

Estes resultados foram obtidos preparando-se o indculo bacteriano com
NaCl 0,85% ao invés de 0,45%, como preconizado pelo fabricante, uma vez que
nessa condicdo duas estirpes de Aeromonas foram erroneamente identificadas
como V. vulnificus e V. cholerae.(Quadro 3). Comportamento similar foi detectado
por PARK et al., 2003, que sugeriram a utilizacdo de NaCl a 0,85% para solucionar
este problema. Entretanto a razdo para a identificacdo errdbnea de estirpes de
Aeromonas cujo inoculo foi preparado em NacCl 0,45% é desconhecida.

Cultivos realizados em concentracdes variando de 0 a 1,02 M de NacCl
indicaram que todas as espécies de Aeromonas analisadas foram capazes de
crescer entre 0 a 0,34M (aproximadamente 2%) de cloreto de sédio. Curvas de
crescimento realizadas em concentracdes de 0,08 a 1,02M de NaCl também
indicaram que a fase log de crescimento permanece constante (3 horas) nas
concentracfes de 0,08 e 0,34M e foi alterada para 6 horas em 0,68M de cloreto de
sédio (DELAMARE et al., 2000). Assim, foi mostrado que Aeromonas Sao capazes
de crescer em varias concentracdes de cloreto de sodio. Portanto, a razdo para o
desempenho bioquimico diferencial em 0,45 e 0,85% permanece desconhecida.
Uma possibilidade € que 0,85% de NaCl possa representar a condigdo 6tima para o
crescimento e a expressdo das caracteristicas fenotipicas dos patdégenos humanos
deste género.

O sistema VITEK® 2 Compact mostrou um bom desempenho na deteccéo
das estirpes de A. hydrophila/A. caviae, que foram diferenciadas com auxilio de

testes convencionais (VP). Foram identificadas 51 estirpes de A. caviae como
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observado no método convencional, entretanto por PCR-RFLP, 52 estirpes foram
encontradas.

Nove estirpes foram identificadas como A. hydrophila. Destas, 6 foram
confirmadas pelo método convencional e por PCR-RFLP. As outras trés foram
identificacdes erréneas do VITEK® 2 Compact. Uma delas foi confirmada como A.
caviae (estirpe LACEN-19) por PCR-RFLP e sequenciamento de DNA. As outras
duas estirpes (LACEN-35 e 39) (Tabela 4) foram identificadas como A. veronii biovar
sobria pelo sistema convencional e confirmadas como A. veronii por PCR-RFLP, que
nao distingue entre as biovariedades sobria e veronii.

O sistema VITEK® 2 Compact conta com A. sobria e A. veronii no seu banco
de dados. Entretanto ndo hé informacéo se a primeira se refere & A. sobria (GH 7)
ou A. veronii biovar sobria (GH 10). Provavelmente essas denominagdes se referem
as biovariedades sobria (GH 8) e veronii (GH 10) de A. veronii, que sao isoladas de
amostras clinicas.

Treze estirpes de A. sobria foram identificadas pelo sistema VITEK® 2
Compact. Dez destas correspondem a A. veronii biovar sobria pelo sistema
convencional e A. veronii por PCR-RFLP, como esperado ja que ndo discrimina as
biovariedades desta espécie. E as outras trés correspondem a A. trota pelo sistema
convencional e por PCR-RFLP (Tabelas 6 e 7). Mas A. trota ndo esta incluida no
banco de dados do sistema VITEK® 2 Compact, e os resultados provavelmente
refletem o impacto da falta de atualizacéo do software utilizado.

Uma estirpe foi identificada como A. veronii pelo VITEK® 2 Compact, mas
como A. veronii biovar sobria pelo sistema convencional e A. veronii por PCR-RFLP
(n&o discrimina as biovariedades dessa espécie).

Em resumo, as sete inconsisténcias detectadas na identificagdo bioquimica
automatizada foram: A. caviae (1 estirpe, LACEN-19) e A. veronii biovar sobria (2
estirpes, LACEN-35 e LACEN-37) foram caracterizadas como A. hydrophila; A. trota
(3 estirpes LACEN-02, LACEN-07 e LACEN-94) foram caracterizadas como A.
veronii biovar sobria (e 2 destas como Vibrio em NaCl 0,45%); A. veronii biovar
sobria (1 estirpe LACEN-70) foi caracterizada como A. veronii biovar veronii (Quadro
3 e Tabela 2). Portanto cerca de 10% das estirpes foram identificadas erroneamente.
NAKASONE et al., 2007 encontraram 100% de acerto na identificacdo de
Aeromonas pelo VITEK® 2 Compact, mas esses autores testaram apenas 10

estirpes.
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6.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR (PCR-RFLP)

Os genes que codificam os RNAs ribossomais 16S, 23S e 5S séo
encontrados juntos em operons que séo transcritos de modo a produzir quantidades
equimolares do produto de cada gene. Varios estudos, compreendendo grupos
bacterianos distintos, indicam que o numero de operons de rRNA varia de 1 a 17
(KLAPPENBACH et al., 2001; ACINAS et al., 2004). Cerca de 40% das bactérias
contém um ou dois operons; e em 25% delas dois operons foram encontrados,
representando a classe mais comum. Mas bactérias com até 7 operons s&o
comumente encontradas. Além das variacbes no numero de operons entre
diferentes espécies bacterianas, variacbes entre estirpes da mesma espécie
também foram identificadas (ACINAS et al., 2004).

Cerca de quarenta por cento dos operons de bactérias com multiplos
operons de rRNA mostraram sequéncias idénticas a pelo menos uma sequéncia de
16S rDNA presente no mesmo genoma. E em 38% dos genomas de bactérias
analisados, todas as sequéncias de 16S rDNA eram completamente conservadas. A
maior propor¢cdo de sequéncias totalmente conservadas foi observada entre as
bactérias com menor nimero de operons (ACINAS et al., 2004).

As espécies de Aeromonas apresentam um alto nivel de similaridade na
sequéncia do gene 16S rDNA, variando de 98 a 100% (MARTINEZ-MURCIA,
BENLLOCH e COLLINS, 1992), e contém de 6 a 10 operons de rRNA (MORANDI et
al., 2005; SESHADRI et al., 2006).

Em A. hydrophila, 10 operons de rRNA estdo presentes (SESHADRI et al.,
2006). O sequenciamento do 16S rDNA indicou a presenca de pelo menos seis
diferentes alelos em A. media CDC 0862-83 diferindo um do outro em até 19 pb, e
pelo menos cinco em A. veronii biovar sobria LMG 13695 diferindo em até 21 pb de
1377 pb comparados. Estes dados demonstram a heterogeneidade intragenémica
do 16S rDNA em Aeromonas e que a diferenca entre 0S genes em uma mesma
estirpe varia cerca de 1,5% (UEDA et al., 1999; MORANDI et al.,2005).

Recentemente ALPERI e colaboradores, 2008 mostraram, através de PCR-
RFLP, que cerca de 8% das estirpes de Aeromonas estudadas produziam um
padrdo de restricdo atipico, impossibilitando a sua identificacdo. Foi demonstrado

que esse comportamento era devido a presenca de polimorfismos, ou
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microheterogeneidades, nos operons de rRNA. O sequenciamento do 16S rDNA foi
realizado e o niumero de substituicdes detectado variou de 1 a 10, com média de 5,5
por sequéncia. Algumas substituicdes ocorreram nos sitios de reconhecimento das
enzimas utilizadas, Alul e Mbol, afetando o0s resultados. As espécies que
apresentaram esse comportamento incluiam A. caviae, A. veronii e A. media. O
padrdo atipico foi mais frequente entre estirpes isoladas de amostras clinicas do que
entre os isolados ambientais. Quatro padrdes atipicos foram encontrados entre as
estirpes de A. caviae e designados 1, 2, 6 e 12. O primeiro foi o padrao
predominante.

Neste trabalho, 8 das estirpes identificadas pelo perfil bioquimico como A.
caviae apresentaram padrdes de PCR-RFLP que ndo eram compativeis com 0s
descritos por BORRELL et al.,, 1997, FIGUERAS et al.,, 2000 para essa espécie.
Estes padrdes atipicos (Figura 9) sdo similares aos descritos por ALPERI et al.,
2008, entretanto isto deve ser confirmado através de sequenciamento de DNA. A
frequencia de Aeromonas com este comportamento foi de 10,8%, pouco superior ai
encontrado por ALPERI et al., 2008, o que pode ser devido ao fato de que a amostra
utilizada no presente trabalho sé contém isolados clinicos, ou pelo tamanho da
amostra, menor que a utilizada por aqueles autores (999 estirpes). O padrao mais
comum foi 0 1, como também observado por ALPERI et al., 2008.

Estes resultados indicam que a caracterizacdo das Aeromonas ainda
apresenta dificuldades, e nenhuma das metodologias utilizadas, isoladamente, foi
adequada para a identificacdo em nivel de espécie. A metodologia de PCR-RFLP,
gue apresentou os resultados mais acurados, apresenta limitacdes tais como a néo-
discriminagdo entre as variedades sobria e veronii de A. veronii. Além disso, a
microheterogeneidade em operons de rRNA pode dificultar a caracterizacdo dessas
bactérias e requerer a analise de outros genes tipo housekeeping para definir a
identificacao.

Outro ponto de dificuldade é em relacdo a outras espécies menos comuns
cuja identificacdo requer a utilizacdo de um maior numero de endonucleases para a

sua caracterizagdo como demonstrado por FIGUERAS et al., 2000.
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6.5 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS - METODOS
CONVENCIONAL E AUTOMATIZADO

O comportamento das estirpes de Aeromonas frente aos antimicrobianos foi
testado utilizando duas metodologias distintas, disco-difusao e crescimento em caldo
(cartdo AST-GNO09). Para o primeiro método a interpretacdo dos halos de inibicao foi
realizada de acordo com o CLSI, 2006, e para o ultimo através do software AES.

As seguintes classes de antimicrobianos estavam contempladas em ambos
os métodos: Penicilinas, Cefalosporinas, Monobactamicos, Carbapenémicos,
Aminoglicosideos, Quinolonas, Nitrofurantoina e Sulfametoxazol / Trimetoprima.
Representantes de dois outros grupos de antimicrobianos estavam presentes
apenas no teste de disco-difusao.

No teste de disco-difusdo foram testados 19 antimicrobianos, enquanto que
21 foram utilizados no teste automatizado.

Os seguintes antimicrobianos estavam presentes nas 2 metodologias:
Amicacina, Ampicilina, Aztreonam, Cefazolina, Cefepima, Ceftazidima, Ceftriaxona,
Ciprofloxacino, Imipenem, Levofloxacino, Meropenem, Nitrofurantoina e
Sulfametoxazol / Trimetoprima.

Foram testados apenas na metodologia convencional: Acido Nalidixico,
Amoxacilina / Acido Clavulanico, Cefalotina, Cefoxitina, Cloranfenicol e Tetraciclina;
e apenas na metodologia automatizada: Ampicilina / Sulbactam, Cefotetan,
Cefuroxima, Cefuroxima Axetil, Gentamicina, Piperacilina, Piperacilina / Tazobactam
e Tobramicina.

A interpretacdo dos resultados de susceptibilidade do sistema OSIRIS foi
similar a realizada pelo sistema convencional.

As Aeromonas geralmente apresentam resisténcia a ampicilina, enquanto
gue as taxas de resisténcia aos outros antimicrobianos variam nos diferentes paises
(GHENGHESH et al., 2008).

Em relacdo ao comportamento frente a ampicilina, observa-se (Tabela 4)
que o meétodo convencional, baseado em disco-difusdo, mostrou 100% de
resisténcia a este antimicrobiano para as espécies A. hydrophila, A. veronii biovar
sobria e A. caviae, e 0% para A. trota, confirmando as expectativas. Na metodologia

automatizada, com excecdo das estirpes de A. trota (estirpes LACEN-02, 07 e 94,
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identificadas como A. veronii biovar sobria pelo VITEK® 2 Compact) que se
mostraram suscetiveis a ampicilina, a maioria das Aeromonas foi resistente a esse
antimicrobiano. Entretanto, 4 estirpes (1 A. hydrophila e 3 A. caviae) apresentaram
resposta intermediaria. Este comportamento pode gerar dificuldades na deteccéo de
Aeromonas, uma vez que a resisténcia intrinseca a ampicilina € uma caracteristica
importante de algumas das espécies desse género.

A resisténcia a cefalotina também é comum entre as espécies A. hydrophila,
A. caviae e A. trota, enquanto que A. veronii biovar sobria € suscetivel (ABBOTT,
CHEUNG e JANDA, 2003). Oitenta e seis por cento das estirpes de A. hydrophila
apresentaram resisténcia a este antimicrobiano e as 14% restantes uma resposta
intermediaria. Oitenta e oito por cento da A. caviae mostraram resisténcia, 4%
resposta intermediaria e 8% foram suscetiveis. Portanto, nem todas as estirpes de
A. caviae se mostraram resistentes a cefalotina, diferente do que foi descrito por
ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003. Isto pode ser devido a diferengas nas estirpes
isoladas em regides geograficas distintas, uma vez que essas bactérias foram
confirmadas como A. caviae através de PCR-RFLP. Cem por cento das A. trota
foram resistentes a cefalotina enquanto que 100% das A. veronii biovar sobria se
mostraram suscetiveis. Esse comportamento esta de acordo com o descrito na
literatura (ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003; HORNEMAN, ALl e ABBOTT, 2007).
A cefalotina ndo faz parte do cartdo AST-GNO09.

Para A. caviae diversos perfis de resisténcia foram detectados (Tabela 4 e
Apéndice 5). O mais comum foi a resistencia aos antimicrobianos ampicilina,
cefalotina e cefazolina observada em 20 estirpes (39%). Entretanto tal resultado nao
€ preocupante pois segundo ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003 e HORNEMAN,
ALl e ABBOTT, 2007, a resisténcia dessa espécie a cefalotina € comum. O
comportamento frente a cefazolina, antimicrobiano que pertence ao mesmo grupo
que a cefalotina (cefalosporinas de 12 geracao) é variavel (HORNEMAN, ALl e
ABBOTT, 2007).

Outros perfis encontrados entre estirpes de A. caviae associam a resisténcia
a ampicilina a um ou mais antimicrobianos do grupo dos beta-lactamicos como
cefalotina, cefazolina e cefoxitina (4 estirpes); cefalotina, cefazolina, cefoxitina,
amoxacilina/acido clavulanico (1 estirpe). Resisténcia a multiplos antimicrobianos
também foi observada e inclui a resisténcia a ampicilina, cefalotina, cefazolina,

sulfametoxazol/trimetoprima, acido nalidixico e tetraciclina ou ampicilina, cefalotina,
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cefazolina, cefoxitina, sulfametoxazol/trimetoprima, amoxacilina/acido clavulanico (1
estirpe cada). Outras estirpes multi-resistentes também foram identificadas.

Entre as estirpes de A. veronii biovar sobria também foi observada, além da
ampicilina, a resisténcia a cefazolina; tetraciclina; cefazolina e amoxacilina/acido
clavulanico; &cido clavulanico e tetraciclina (1 estirpe cada). A estirpe LACEN-95,
isolada do sangue, mostrou resisténcia apenas a ampicilina e tetraciclina.

Em A. hydrophila, além da resisténcia a ampicilina também foi observada
resisténcia a cefalotina e cefazolina (2 estirpes), cefalotina, cefazolina e acido
nalidixico (1 estirpe), cefalotina, cefazolina e amoxacilina/acido clavulanico (2
estirpes), cefazolina e amoxacilina/acido clavulanico (1 estirpe), cefalotina,
cefazolina, amoxacilina/acido clavulanico e cefoxitina (1 estirpe).

As 3 estirpes de A. trota, como esperado, foram suscetiveis a ampicilina e
resistentes a cefalotina como descrito por ABBOTT, CHEUNG e JANDA, 2003, e
mostraram também resisténcia a cefazolina.

A resisténcia de Aeromonas a cefoxitina, cefazolina, tetraciclina, &cido
nalidixico, cloranfenicol e sulfametoxazol/trimetoprima ja foi descrita no pais
(GUERRA et al., 2007; GHENGHESH et al., 2008).

Em relacdo ao VITEK® 2 Compact, houve discordancia nos perfis de
resisténcia em relacdo ao observado no método de disco-difusdo (Tabelas 4 e 5,
Apéndices 5 e 6), especialmente considerando-se as respostas a cefazolina. No
primeiro método em geral a taxa de resisténcia foi menor, o que pode ser decorrente
do menor tempo para a emissédo do resultado (cerca de 8 horas) ao passo que no
método convencional sdo necessarias ao menos 16 horas de incubacdo. Por outro
lado, para a estirpe MS-90, o sistema VITEK® 2 Compact indicou resisténcia ao
aztreonam, cefepime, imipenem e meropenem, piperacilina/tazobactam, piperacilina,
ampicilina/sulbactam, ampicilina, cefazolina, ceftazidima além da nitrofurantoina. A
resisténcia as penicilinas, cefamicinas e cefalosporinas de 32 e 42 geragéo, e ainda
aos carbapenems, sugere o envolvimento simultdneo de multiplos mecanismos de
resisténcia tais como a producgéo de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL),
AmpC, Metalo-beta lactamases. NAKASONE et al.,, 2007 mostraram que esse
sistema apresenta boa acuracia (98%) na deteccéo de fenotipos de resisténcia tais

como a producédo de ESBL.
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O teste de disco-difusdo da estirpe MS-90 foi repetido, e os resultados foram
confirmados indicando que a mesma apresenta resisténcia apenas aos
antimicrobianos ampicilina, cefalotina, cefazolina e sulfametoxazol/trimetoprima.

Embora a producédo de beta-lactamases seja comum entre as Aeromonas, a
sua producdo pode ndo ser detectada pelo antibiograma convencional
(HORNEMAN, ALI e ABBOTT, 2007), requerendo testes especiais. Dessa forma, o
perfil de resisténcia da estirpe MS-90 permanece indefinido. Ensaios fenotipicos
para a deteccdo de beta-lactamases deverdo ser realizados para definir o
comportamento dessa estirpe frente aos beta-lactamicos.

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos poderéo
ser Uteis para auxiliar na selecdo empirica da terapia para o tratamento de infec¢bes

causadas por Aeromonas nesta regido geogréfica.
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7 CONCLUSOES

7.1 Quatro espécies de Aeromonas foram isoladas de amostras humanas no Estado
do Parana no periodo de 1999 a 2009: A. caviae (70,3%), A. veronii biovar sobria
(17,6%), A. hydrophila (8,1%) e A. trota (4%).

7.2 A identificacdo bioquimica convencional identificou corretamente 98,6% (73/74)

das estirpes em comparacao com a identificagcdo molecular por PCR-RFLP.

7.3 O sistema VITEK® 2 Compact identificou erroneamente 02 estirpes de A. trota
como Vibrio. Esta falha foi corrigida com o uso de NaCl 0,85% para o preparo do

inoculo.

7.4 A identificacdo bioquimica automatizada obteve 90,5% (67/74) de identificacdes

corretas.

7.5 Uma estirpe de Aeromonas (LACEN-19) apresentou perfil bioquimico ndo usual
e foi identificada como A. hydrophila pelos testes convencionais e automatizado e

como A. caviae por PCR-RFLP e pelo sequenciamento do gene 16S rDNA.
7.6 Oito estirpes de A. caviae apresentaram padrdo de PCR-RFLP atipico.

7.7 O método que apresentou os melhores resultados foi o PCR-RFLP. Entretanto o
namero de espécies analisadas foi limitado, e os resultados gerados por esse
método podem ser alterados pela presenca de microheterogeneidades no 16S
rDNA.

7.8 Foi observada diferenca entre os perfis de resisténcia aos antimicrobianos

liberados pelo VITEK® 2 Compact e aquele obtidos pelo método de disco-difusao.

7.9 Com excecgao da ampicilina, cefalotina e cefazolina, a maioria das Aeromonas

(54%) foi suscetivel aos demais antimicrobianos testados.
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APENDICE 1 - SISTEMA OSIRIS™ (Bio-Rad)

O sistema Osiris™ (Figura 11) é um dispositivo capaz de realizar a leitura e
interpretacdo dos halos de inibicdo presentes no teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos. Para isso, conta com um dispositivo de captura de imagem que
fotografa a placa de petri e mede o tamanho da zona de inibicdo ao redor dos discos
de antimicrobianos e um software de administragdo de dados que realiza a

interpretacédo das medidas dos halos e fornece o padrao de sensibilidade.

FIGURA 11 — SISTEMA OSIRIS™ (Bio-Rad) DE LEITURA E INTERPRETACAO DOS HALOS DE
INIBICAO DOS TESTES DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

SRR

COaANEDS

FONTE: <http://www3.bio-rad.com>
NOTA: A. Microcomputador acoplado ao dispositivo de captura de imagem B. Tela do software de
administragcéo de dados durante analise dos halos de inibig&o.
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APENDICE 2 - SISTEMA AUTOMATIZADO DE IDENTIFICACAO BACTERIANA E
ANTIBIOGRAMA VITEK® 2 Compact (bioMérieux, Inc.)

O equipamento VITEK® 2 Compact (Figura 12), sistema de identificacéo
microbiana desenvolvido pela empresa francesa bioMérieux, Inc. realiza a
identificacdo automatizada e o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos de

aproximadamente 300 micro-organismos.

FIGURA 12 — SISTEMA VITEK® 2 Compact

A B

srese

.
€

FONTE: <http://laboratoriumluxmed.pl/contents/read/content/29>
NOTA: A. Microcomputador compondo a estagéo de trabalho (workstation) B. CAmara de incubacéo.

Sua plataforma de trabalho é composta por 3 sistemas:

1 — a cémara de incubagdo, onde os cartdes de identificagdo e de
suscetibilidade s&o incubados e analisados utilizando a tecnologia de transmissao
optica que monitora o crescimento e a atividade do micro-organismo dentro dos
cartoes teste;

2 - a estacao de trabalho (workstation), composta por um microcomputador
equipado com software baseado em Windows que gerencia os resultados gerados

pelo equipamento, oferecendo recomendacdes terapéuticas e validacao dos
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resultados utilizando o sistema patenteado pela bioMérieux chamado “AES”
(Advanced Expert System);

3 - e a estacao de trabalho gerenciadora de dados chamada “OBSERVA”,
composta por um segundo microcomputador que facilita o compartilhamento dos
resultados entre o sistema VITEK® 2 Compact e o sistema de informacéo utilizado

pelo laboratério clinico.

2.1 CARTOES GN E AST-GN VITEK® 2 Compact

O sistema VITEK® 2 Compact utiliza a tecnologia colorimétrica de leitura de
provas miniaturizadas, distribuidas em um cartdo plastico (Figura 13) composto por
64 micro-pocos contendo substratos liofilizados, para realizar a identificacdo
bioquimica automatizada dos micro-organismos. Estes medem a utilizacdo da fonte
de carbono, a atividade enziméatica e a resisténcia do micro-organismo,
compreendendo um total de 47 provas bioquimicas (Quadro 4) e um poc¢o de
controle negativo utilizado como referéncia do valor de base para os pocos do teste
de descarboxilase. Os substratos liofilizados sdo dissolvidos pela adicdo de 30 ul da

suspensao bacteriana.

FIGURA 13 — CARTAO GN DE IDENTIFICACAO BACTERIANA VITEK® 2 Compact.
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QUADRO 4 — CONTEUDO DOS POGCOS DO CARTAO GN VITEK® 2 Compact

82

Poco' | Sigla Teste Qtde / poco (mg)?
2 APPA Ala-Fe-Pro ARILAMIDASE 0,0384
3 ADO Adonitol 0,1875
4 PyrA L-Pirrolidonil-ARILAMIDASE 0,018
5 IARL L-ARABITOL 0,3
7 dCEL D-CELOBIOSE 0,3
9 BGAL BETA-GALACTOSIDASE 0,036
10 H2S Producéo de H2S 0,0024
11 BNAG | BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASE 0,0408
12 |AGLTp Glutamil Arilamidase pNA 0,0324
13 | dGLU D-GLUCOSE 0,3
14 GGT GAMA-GLUTAMIL-TRANSFERASE 0,0228
15 OFF FERMENTACAO/GLUCOSE 0,45
17 BGLU BETA-GLUCOSIDASE 0,036
18 | dMAL D-MALTOSE 0,3
19 dMAN D-MANITOL 0,1875
20 | dMNE D-MANOSE 0,3
21 BXYL BETA-XILOSIDASE 0,0324
22 BAlap BETA-Alanina arilamidase pNA 0,0174
23 ProA L-Prolina Arilamidase 0,0234
26 LIP LIPASE 0,0192
27 PLE PALATINOSE 0,3
29 TyrA Tirosina ARILAMIDASE 0,0276
31 URE UREASE 0,15
32 | dSOR D-SORBITOL 0,1875
33 SAC SACAROSE/SUCROSE 0,3
34 | dTAG D-TAGATOSE 0,3
35 dTRE D-TREALOSE 0,3
36 CIT CITRATO (SODIO) 0,054
37 MNT MALONATO 0,15
39 5KG 5-QUETO-D-GLUCONATO 0,3
40 ILATk Alcalinizacdo L-LACTATO 0,15
41 AGLU ALFA-GLUCOSIDASE 0,036
42 | SUCT Alcalinizagcdo SUCINATO 0,15
43 NAGA | Beta-N-ACETIL-GALACTOSAMINIDASE 0,0306
44 | AGAL ALFA-GALACTOSIDASE 0,036
45 | PHOS FOSFATASE 0,0504
46 GIlyA Assimilacéo Glicina ARILAMIDASE 0,012
47 OoDC ORNITINA DESCARBOXILASE 0,3
48 LDC LISINA DESCARBOXILASE 0,15

CONTINUA
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CONCLUSAO

52 ODEC BASE DESCARBOXILASE NA

53 HISa Assimilacdo L-HISTIDINA 0,087
56 CMT CUMARATO 0,126
57 BGUR BETA-GLUCORONIDASE 0,0378
58 | O129R RESISTENCIA 0/129 (comp.vibro.) 0,0105
59 GGAA Glu-Gli-Arg-ARILAMIDASE 0,0576
61 IMLTa Assimilagdo L-MALATO 0,042
62 ELLM ELLMAN 0,03

64 ILATa Assimilagdo L-LACTATO 0,186

NOTA: 1. Alguns pogos encontram-se vazis 2. Quantidade do substrato liofilizado por po¢co em

miligramas.

O cartdo AST-GNO09 é usado para determinar a susceptibilidade da maior

parte dos bacilos gram-negativos de relevancia clinica frente aos antimicrobianos.

Da mesma forma que o cartdo GN, o cartdo AST-GNQ9 é composto por 64

micropocos em uma base plastica que contém quantidade de antimicrobianos em

concentracfbes variadas e na forma liofilizada (Quadro 5), sendo um dos pocos

utilizado para controle realizando a leitura das provas miniaturizadas através da

tecnologia colorimétrica.

QUADRO 5 — CONTEUDO DOS POCOS DO CARTAO AST-GNO09 VITEK® 2 Compact.

T
Antimicrobiano Concentracdo (ug/ml) Inter<valo de CIM £pg/m|)
Amicacina 8, 16, 64 2 64
Ampicilina 4,8, 32 2 32
Ampicilina + Sulbactam 4/2, 16/8, 32/16 2/1 32/16
Aztreonam 2,8,32 1 64
Cefazolina 4,16, 64 4 64
Cefepime 2,8,16, 32 1 64
Cefotetan 2,8,32 4 64
Ceftazidima 1,2,8,32 1 64
Ceftriaxona 1,2,8,32 1 64
Cefuroxima 2,8,32 1 64
Ciprofloxacina 05,24 0.25 4
Gentamicina 4,16, 32 1 16
Imipenem 2,4,16 1 16
Levofloxacina 0.5,4,8 0.25 8
Meropenem 0.5,4, 16 0.25 16
Nitrofurantoina 16, 32, 64 16 512
Piperacilina 4,16, 64 4 128
Piperacilina/Tazobactam 4/4, 16/4, 128/4 4/4 128/4
Tobramicina 8, 16, 64 1 16
Sulfametoxazol/Trimetoprima | 0.5/9.5, 2/38, 16/304 20(1/19) 320(16/304)

NOTA: 1. CIM=Concentragdo inibitéria minima.
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2.2 INSTRUMENTOS E MATERIAIS

O Sistema VITEK® 2 Compact é constituido por uma variedade de

componentes que incluem:

- A camara incubadora;

- Os cassetes de suporte aos cartdes e tubos teste;

- Caodigos de barras para identificacdo dos cassetes;

- Caixa coletora de dejetos;

- O carrossel de suporte para incubacéo dos cartbes;

- Cartdo GN e AST-GN VITEK® 2;

- DensiChek™ (equipamento digital para deteccéo de escala de McFarland)

A estacao de trabalho é composta por :

- Microcomputador PC, com o0s softwares necessarios instalados,
acompanhado por teclado, mouse, impressora e nobrake

- Scanner portatil de cddigo de barras;

O instrumental para processamento das amostras € composto por:
- 2 pipetas de volume fixo;

- dispensador para salina;

- tubos transparentes de poliestireno de 12x75 mm;

- kit padréio de calibracdo do DensiChek™:

- microrganismos para controle de qualidade;

- e um frasco contendo solucéo salina 0,45%.

2.3 METODO DE IDENTIFICACAO E TECNICAS ANALITICAS

A cada 15 minutos 0s poc¢os sao lidos por um sensor em um comprimento de
onda de 430 nm. O desenvolvimento do micro-organismo durante o periodo de
incubacdo causa mudancas na transmitancia. Para cada leitura as medi¢cdes sao

realizadas automaticamente, em cada poco, em 16 pontos diferentes e em 3 vezes
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consecutivas (total de 48 pontos de aquisicdo). O algoritmo de interpretacdo dos
testes permite a obtencdo de um perfil bioquimico, que é comparado com um banco
de dados, onde € determinado o género e a espécie com o perfil mais semelhante
ao dos resultados observados.

A identificacdo de um micro-organismo utilizando o Sistema VITEK® 2
Compact é realizada através de uma metodologia baseada nas caracteristicas dos
dados e no conhecimento sobre o micro-organismo e as reacdes que foram
analisadas. Dados suficientes das espécies dos micro-organismos mais conhecidos
foram reunidos para estimar as reacfes tipicas das espécies em questdo em um
conjunto de compostos bioquimicos de diferenciacdo. Se nao for reconhecido um
padrdo unico de identificacdo, uma lista de possiveis micro-organismos € fornecida,
ou a estirpe € determinada como estando fora da capacidade de identificacdo do

banco de dados.

2.4 INTERPRETACAO

Através da comparacdo dos resultados do banco de dados com os
resultados da identificacdo obtida pelo equipamento, a identificacdo final do micro-
organismo é classificada em 6 categorias, como mostrado no Quadro 6. O laudo
impresso contém sugestbes quanto a testes suplementares necessarios para
completar a identificacdo. Se os testes nao forem suficientes para tal, devem ser
consultadas as referéncias microbiolégicas padrédo e a literatura. Se um unico
género for identificado, isso correspondera a identificagéo final do micro-organismo.
Se a identificacao final for duvidosa, um resultado de “fraca discriminagao/Slashline”
ou “micro-organismo nao identificado” € impresso no laudo final. Os comentarios

sobre a identificagéo séao fornecidos no laudo na forma de probabilidade.
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QUADRO 6 —- MENSAGENS DE QUALIFICACAO DO CARTAO GN VITEK® 2 Compact.

Porcentagem de

Categoria probabilidade
Excelente 96 - 99
Muito Bom 93 - 95
Bom 89 - 92
Aceitavel 85 - 88

2 ou 3 taxons apresentam o
mesmo biopadrao (necessario
separar por testes
suplementares)

> 3 taxons apresentam o
mesmo biopadrao, ou o
Micro-organismo nao identificado isolado possui um padrao
muito atipico e nenhuma
escolha é possivel.

Fraca discriminacao

A interpretacdo do antibiograma é realizada através da avaliacdo do padréo
de crescimento do micro-organismo na presenca de antibiéticos e em relacdo ao
crescimento no poco de controle. Varios parametros baseados nas caracteristicas
de crescimento observadas séo utilizados para fornecer dados apropriados para o
calculo da CIM. A andlise de discriminacao € utilizada para elaborar o algoritmo que
determina o resultado de sensibilidade para todos os antibiéticos no sistema VITEK®
2 Compact. O resultado da CIM deve ser associado & identificacdo do micro-
organismo de forma a determinar uma interpretacdo de categoria.

A Figura 14 ilustra os passos necessarios para realizar a identificagédo

automatizada dos micro-organismos no sistema VITEK® 2 Compact.
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FIGURA 14 - FLUXOGRAMA DE ANALISE DAS AMOSTRAS NO SISTEMA AUTOMATIZADO DE
IDENTIFICACAO BACTERIANA E ANTIBIOGRAMA VITEK® 2 Compact

»

NOTA: A. Estacdo de trabalho, onde as amostras sdo cadastradas utilizando o Software Observa B.
ApOs subcultivo em meios de cultura apropriados, para realizar a identificacdo com o cardo GN, é
feita uma suspens@o com algumas coldnias de mesma morfologia utilizando 3,0 ml de salina 0,45%
em tubos de poliestireno, até alcancar uma densidade de 0,5 a 0,63 da escala de MacFarland com
auxilio do DensiChek™. Para realizar o teste de suscetibilidade utilizando o cartdo AST-GN, uma
suspensao é preparada em 3 ml de salina 0,45% em uma densidade de 0,5 a 0,65 da escala de
MacFarland, e deste é feita uma diluicdo transferindo-se 145 pl para outro tubo contendo 3 ml de
salina. Este segundo tubo juntamente com o tubo do cartdo GN s&o entéo inseridos no cassete C. Os
cartbes GN e/ou AST-GN sao scaneados e inseridos no cassete D. O numero de identificacdo das
amostras é scaneado ou digitado diretamente no sistema Observa E. O cassete contendo os cartdes
e os inoculos é inserido na camara de enchimento, onde um sistema & vacuo transfere o inoculo
através do tubo de tranferéncia para os 64 pocos nos cartfes teste F. Apds, o cassete é inserido na
camara de carregamento e incubacao, onde os tubos de transferéncia séo cortados e selados e os
cartbes transferidos dos cassetes para o carrossel no interior da cmara de incubagdo G. Os
resultados sdo impressos automaticamente quando a andlise é terminada H. Os cartBes terminados
sdo automaticamente desprezados em um compartimento de descarte apds a leitura.

FONTE: <http://216.62.91.163/industry/watertesting/vitek2compact/vitek2workflow.htm>



APENDICE 3 — IDENTIFICACAO BIOQUIMICA CONVENCIONAL DAS ESTIRPES DE Aeromonas.

Espécies A. trota (n=3) A. hydrophila (n=7) A. veronii biovar sobria (n=13)
S S dlo|s|o|® clo|lw|lo ||l |lo|o|d]| o To)
122 ST |I|2 |9 o~ Y| 2|22 T2 |5 |w|n|
Provas Bioquimicas o & TOIAL G| G| &|&@|; ('7, 39, ToTAL 04| f|d| ;|6 6|4 a|E ('7) g & TOTAL
O |o|lo| ojlo|o|o|o|s|= (%) o|lo|o|o|lololololo|o|s|=s]|0© (%)
< | < | < I <)< | < | < ([ <CN T << << <
- - - - - - - - — — - — — - - - - - -
Glucose + + | + | 100% + |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| +]|+]|+ |+ + 100%
Gas (glucose) + + | + | 100% + | + - + |+ |+ | + 86% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| +]|+]|+ |+ + 100%
H,S = = 0= 0% oo e R e e 0% o | e e e R e e e | e e e = 0%
Indol + + - 67% - + | + | + - + | + 71% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - + | + | + + 92%
Motilidade + |+ |+ |100% a0 e I 100% t |+ -+ |+ |+ [+ -+ |+ |+ ][+]+ 85%
ADH + + | + | 100% + |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| +]|+]|+ |+ + 100%
LDC + + | + | 100% + |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| +]+ ]|+ - + 92%
OoDC - - | - 0% i B B B B e 0% L B e B B e e - 0%
Halofilia - 0% + + | + | 100% + |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| +]|+]|+ |+ + 100%
Halofilia - 1% + |+ |+ |100% +l+ [+ |+ ]+ ]+ ]+ 100% + |+ [+ [+ [+ |+ [+ [+ ]+ ]+ |+ ]+]+ 100%
Halofilia - 3% + + | + | 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ 100% + | -+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ | +]|+ 92%
Halofilia - 6% - -] 0w - 0% BN 0%
Halofilia - 8% - -1 0% - == =T-T- 0% e e e e e e e e 0%
Halofilia - 10% - -] 0w - 0% BN 0%
VP - - | - 0% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ | +]|+ 100%
Citrato de Simmons | - | + | + | 67% Sl M I I I B B 43% e e e T e N N e N 77%
Ureia Christensen = -1 -1 0% slell=allofl=]=]- 0% o D R B B R R e B B e N 0%
Esculina - - |- 0% S T T T T O 100% B B B B B B B B B B e 0%
L-arabinose - -] 0% + | - [+ +]+[+]+ 86% S+ - - - - -T-1+]-T+1-1+ 31%
m-inositol - -1 -1 0% o B B R R 0% R 8%
Lactose + | -] -] 33% =l=J=J=]=]=1-= 0% S+ - - - - - -+ - 23%
D-manitol + + | + | 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ -+ |+ |+ + |+ 92%
Manose + + | + | 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+] - 92%
L-rhamnose - -1 -] 0% i I I I A R B 5 14% o D D R R R B B R e e T 0%
Sacarose - |+ |+ ] 67% ol e e O 5 100% + |+ |+ |+ [+ ]|+ [+ |+ |+ ] +]+ |+ |NR| 100%
Salicina - -l -1 0% + |+ |+ |+ [+ -]+ 86% o B B N B B B B B B 0%
D-sorbitol = -1 -] 0% s lell=ll=f=]=]-= 0% -l -l -l -1-1-1-1-1-1-1-1-]NR 0%
Celobiose + |+ |+ ]100% B B N N N 0% S I e I T e e I 0 I 54%
Maltose + + | + | 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]|+]|+ 100%
B-hemodlise + + | + | 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ 100% + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + ]+ 100%
0/129 150 pg R | R | R | 100% RIRIR|IR|R|R|R 100% RIRIR|IRIR|IR|IRIR|R|R|R]JR]|R 100%

CONTINUA



APENDICE 3 — IDENTIFICACAO BIOQUIMICA CONVENCIONAL DAS ESTIRPES DE Aeromonas.

Espécies A. caviae (n=51)
slelele|3 (3|33 /8(3 /3|28 |S|F|F |5 (5|F 3|8 |8|35%3
Provas Z Z Z Z Z zZ zZ Z zZ Z zZ zZ Z zZ Z zZ Z pd Z Z Z Z Z Z Z
. P Wl w|Ww|w|w|w|w|w|w|uw|w|w|w|w|w|w|w|w|w|w|w,|LwWw,|Lw,|LwWw L
Bioquimicas Q ©) ©) Q Q Q Q @) ®) @) @) @) O] @) O] @) O] @) O @) O @) O O @)
< < < < < < < < < < < < < < < < < < < < < < < < <
- - - - - - - - - - — — - — - — - - - - - - - - -
Glucose + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Gas (glucose) - -1 -1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-71-1-1-1-01-1-01-1-1=-7- -
H,S - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Indol + + + + - + + - + + - + + - + + - - +
Motilidade + + + + + + + + + + - - + + - - - + + - + + - - -
ADH + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
LDC = = = S S = = S = S = = S = S = S = = = = = = = =
oDC - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Halofilia - 0% + |+ |+ |+ -+ + |+ |+ |+ |+ ]+ ]|+ |+ - -+ + ]+ | - -+ ]+ ]+
Halofilia - 1% + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Halofilia - 3% + + + + - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Halofilia - 6% - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Halofilia - 8% = = = - - - - - - - - = - = = = = - - - - - - - -
Halofilia - 10% - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
VP = = = S S = = S = S = = S = S = S = = = = = = = =
Citrato de Simmons + + - + - + + - - + - - - - + - + + + - + + + - +
Ureia Christensen = - - - - - - - - - = = = - = = - - - - - - - - -
Esculina + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
L-arabinose + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
m-inositol - - - - - - - - - - -+ | - - - - - - . - - - - - -
Lactose + > - - + |+ |+ + |+ |+ |+ - 5 + 5 = 2 - -
D-manitol + |+ [+ + [+ -+ s+ B
Manose = - - - - |+ - - - - o - -+ + ] - -+ |+ ] - -+ | o+
L-rhamnose - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _
Sacarose + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Salicina + + - + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + + +
D-sorbitol - - - - - - - - s s = + 2 2 - - - - - - - - - _ _
Celobiose + + + + + + + + - + - + + + + + + + - + + + - + +
Maltose + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
B-hemolise - + + + + + + + + + + + + + + + - + + - + + - - -
0/129 150 pg R R R R R R R | R R|R R R | R R | R R | R R | R R | R R | R R R
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APENDICE 3 — IDENTIFICACAO BIOQUIMICA CONVENCIONAL DAS ESTIRPES DE Aeromonas.

Espécies A. caviae (n=51)
dlN|YS|Oo| Nl |lo|d|N|o|<
eIt INlo|lr|lolold|lv|lo|s|w]|o|lo|lo|o| 9|«
oquin T 0T8T aTeaeEsedlod o aolaslelslalsls oA
Bloguimicas 1910|0010 |Q|Q|Q|Q|Q|Q|=|2|=|2|=2|=|=2|=|2|2|2|2|=|2|=
djd|d| || d| ||| |4
Glucose i I e I S s S e I o O O O + | + + |+ | + + |+ | + 100%
Gas (glucose) o R R B R N R R B R B i R B R B B N B R R - 0%
H>S o |leflellsllefl=llsl=sfallesl=s|o=f=allsisle=llesllslef=llesl=s|=]=]=]S=° 0%
Indol -l -+ - - - HFH | F - H -] 63%
Motilidade + | - | + -l -+ |+ |+ + | - [+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ ][+ |+ ]|+ ]+]- 69%
ADH + + + |+ [+ - |+ -l -+ -+ F | F ||+ 90%
LDC oo lleslloslloflsllesll=sfosllesllsloflollsiol|=sll=s]s=s]s o | = [ = | = > 0%
OoDC i R S I RN R S IR A S N IR S N RN N R N R RN S RN R S B 0%
Halcfilia - 0% + |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ ][+ |+ |+ [+ ][+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]| +]+]|+ 90%
Halcfilia - 1% + |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ ][+ |+ |+ [+ ][+ [+ |+ [+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]| +]+]|+ 100%
Haldfilia - 3% + |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |+ [+ ][+ [+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]| +][+]|+ 96%
Halofilia - 6% -l-t-t-t-1-t-ft-f-t-g-g-f-f-f-g-g-J-f-f-f-f-J-j-4-1- 0%
Halofilia - 8% -l-{-fr-1r-1-j-4-f-fr-y-J-j-f-f-p-}-J-fj-f-f-p-jJ-j-4-1i- 0%
Halofilia - 10% -l-t-t-t-1-t-ft-f-t-g-g-f-f-f-g-g-J-f-f-f-f-J-j-4-1- 0%
VP =l s ll=llof]oflollolloll=sllef=|=lol=olo|=fol=lol=Is]=|=]|s=Is=]-:- 0%
CitratodeSimmons | + | + | - | - |+ |+ |+ | - [+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |-+ |+ | +]|-]+]|+ 67%
Ureia Christensen S I s R I I e R S R R e e M R R I e i R R N e R 2%
Esculina + |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ ] -+ |+ [+ ][+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ ]|+ ]| +][+]|+ 98%
L-arabinose + |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ ][+ |+ |+ [+ ][+ [+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]| +][+]|+ 100%
m-inositol S R R B R R R S R B R B R R R R R R R R R R R 2%
Lactose + |+ |+ + ] - - -+ |+ |+ -+ -+ ]+ - |+ | + - - - - - 53%
D-manitol + |+ [+ |+ ]+ + |+ [ + + |+ |+ |+ + | + + + | + 94%
Manose i T D I T I I R e I e s s et N I et s I s A s S I I I I 27%
L-rhamnose I R - - -] -] - 0%
Sacarose + | + + |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]+ + |+ | + 100%
Salicina +  + -+ + ]+ ]+ + |+ + |+ -+ |+ |+ [+ ][+ [+ -+ -1 -1+ -1+]- 82%
D-sorbitol + |+ - -] -|l-1-1-1-1-01-1-1-I0-1-1-"1-1-01-"1-1-"1-"1-"1-=1-1-= 6%
Celobiose -l + |+ [+ |+ |+ |+ +H - - H - H ] 76%
Maltose + |+ |+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ ][+ ][+ |+ [+ |+ ]|+ |+ [+ [+ |+|[+]|+][+]|+ 100%
B-hemdlise + |+ |+ [+ [+ - -1-1-1-1-1-01-01-1-"1-1-1-I1-1-1-"1-1-1-1-1- 47%
0/129 150 ug RIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIRIR|IRIRIRIRIRIRIRIR|IRIRIRI|R 100%

NOTA: ADH - arginina diidrolase; LDC - lisina descarboxilase; ODC — ornitina descarboxilase; Gas —
producdo de gas a partir da fermentacdo da glucose; H»S — producgédo de sulfeto de hidrogénio; VP —

Voges Proskauer; O/129 150ug — resisténcia AA composto 2,4-diamino-6,7-diisopropilpteridina, 150 ug;

NR — néo realizado; TOTAL (%) — total, em porcentagem, de rea¢des positivas.
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APENDICE 4 — IDENTIFICACAO BIOQUIMICA AUTOMATIZADA DAS ESTIRPES
DE Aeromonas REALIZADA PELO SISTEMA VITEK® 2 Compact

Espécies & ve_ronu A. hydrophila (n=9)
(n=1)
Provas '9. 5.| 2. g. ‘CY»’. g. 8 8? o |~
. o z z|lz|lz|lz|z|z|=z| K| 9| TOTAL
Bioquimicas L W | Ww|w|w|Ww|Ww|lwn|on 0
(Cartéo AST-GNO09) g Q121212222 |3| ™
— — — — — - - —
Ala-Fe-Pro arilamidase - F = |+ - + |+ |- - 44%
Adonitol - - R - - - 0%
L-pirrolidonil-arilamidase - R 0%
L-arabitol - S N N N 0%
D-celobiose + S N N 11%
Beta-galactosidase + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | 100%
Producdo de H,S - + [+ - | - |+ |+ |+ |[+]+ 78%
Beta-n-acetil-glucosaminidase + + |+ [+ +]+«]+]1+]+]+] 100%
Glutamil arilamidase Pna - o e o I e e 0%
D-glucose + + + + + + + + + + 100%
Gama-glutamil-transferase - S T I N T e 22%
Fermentacdo/glucose + o+ | H |- F ] F 89%
Beta-glucosidase - + - - - - -] -]+ 22%
D-maltose + + + + + + + + + + 100%
D-manitol + + + + + + + + + + 100%
D-manose + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ ]| 100%
Beta-xilosidase - -l - - - - - -] - 0%
Beta-alanina arilamidase pna - - - - - - - - - 0%
L-prolina arilamidase + + | -+ + |-+ -] - 56%
Lipase + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ | 100%
Palatinose + o T T T 67%
Tirosina arilamidase + S IR I I A S N (S B 67%
Urease - = = = . = = = > - 0%
D-sorbitol - e N N e 0%
Sacarose/sucrose + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ | 100%
D-tagatose - - - - - - - - - - 0%
D-trealose + + |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ | 100%
Citrato (sddio) + o N R e 0%
Malonato - = o e - - - 0%
5-queto-d-gluconato - o N N N 0%
Alcalinizacéo I-lactato = + [+ -] -1+ +]+1]+]+ 78%
Alfa-glucosidase - N N N 0%
Alcalinizacdo sucinato T S O O T O O e 89%
Beta-n-acetil-galactosaminidase - o N N N 0%
Alfa-galactosidase + N N 0%
Fosfatase - N N N 0%
Assimilagéo glicina arilamidase - ==+ ]l=I=1=1=1=1-= 11%
Ornitina descarboxilase - - R N - - - 0%
Lisina descarboxilase - = S R T I - - - 0%
Assimilacédo I-histidina - o N e N e 0%
Cumarato + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ | 100%
Beta-glucoronidase - N N N 0%
Resisténcia 0/129 (comp.vibro.) - + |+ - -+ -+ ]+ ]+ 67%
Glu-gli-arg-arilamidase + S R s O O O e e 78%
Assimilacdo I-malato - S N N e e 0%
Ellman + S I O A S N S O I R 78%
Assimilacéo I-lactato - =l===l=0=J=]=1°= 0%

CONTINUA
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APENDICE 4 — IDENTIFICACAO BIOQUIMICA AUTOMATIZADA DAS ESTIRPES
DE Aeromonas REALIZADA PELO SISTEMA VITEK® 2 Compact

Espécies A. sobria (n=13)
AN N~ o (o] © N~ (o] o - < [To]
Provas IV RPN T Qw2
. e zlzlz|lzlz|lzlz|lz|lz|N|o9|z|=z
B|9qu|m|cas 8 8 8 tu) 8 8 tu) tu) 8 2 (é) (uj (uj TOTAL(%)
(Cartdo AST-GNO09) i i 5 5 i i 5 5 i <<
Ala-Fe-Pro arilamidase + |+ |+ |+ |+ ]|+ |[+][-|NR|-|+]|+]+ 83%
Adonitol e e e ) S S e e e 0%
L-pirrolidonil-arilamidase e I R T o e LS e e e 0%
L-arabitol R e e e 1 S e e e 0%
D-celobiose + - - -] -]-|-]+|NR|+|-]-]- 25%
Beta-galactosidase + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |NR|+ |+ ]|+]|+ 100%
Producéo de H,S -l - -t -1 -1-1-1-|INR|-1]-1=-1-+ 0%
Beta-n-acetil-glucosaminidase + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |NR|+ |+ |+ ]|+ 100%
Glutamil arilamidase Pna + - |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |NR|-|+]|-]|+ 75%
D-glucose + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |[NR|+ |+ ]|+ ]|+ 100%
Gama-glutamil-transferase ST+ + -] -1T-T+[INR|] -1+ -17- 33%
Fermentacao/glucose S I O O e A L i e e 92%
Beta-glucosidase -l - -l --INR|-]-|-]- 0%
D-maltose + + + + + + + + |NR | + + + + 100%
D-manitol + + + + + + + + |NR | + + + + 100%
D-manose + + + + + + + + [NR | + + + + 100%
Beta-xilosidase -l - -1 - -] -01-|-|INR|-]-1-]- 0%
Beta-alanina arilamidase pna -l -l - - - --]-INR|-]-1]-]-+- 0%
L-prolina arilamidase + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |NR|+ |+ ]|+]|+ 100%
Lipase o N O O e L S e s I 58%
Palatinose el I T e I e I L S O O e 25%
Tirosina arilamidase + |+ |+ |+ |+ |+ |+ | +|NR|+ |+ |+ ]|+ 100%
Urease == e s ENR e s 0%
D-sorbitol I e ) S e e e 0%
Sacarose/sucrose S e e L\ S e e e 92%
D-tagatose -l -l - -l -1 -INR| -] -] - 0%
D-trealose + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |NR|+ |+ |+ ]|+ 100%
Citrato (so6dio) + |+ |+ |+ |+ -|+]-|NR|+|+]|+]- 75%
Malonato S e e ) S S e e e 0%
5-queto-d-gluconato e e e 1 S e e e 0%
Alcalinizacéo |-lactato + |+ - ®| - -1-]OINR[-]1C(]-]- 25%
Alfa-glucosidase -l - - - - -] - INR| - -] -] - 8%
Alcalinizacéo sucinato + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |NR|+ |+ ]|+]|+ 100%
Beta-n-acetil-galactosaminidase | + | + | - | + | - | ()| - | - INR| - | - | - | - 25%
Alfa-galactosidase e D I I T o O L2 e e e 0%
Fosfatase e e e e 1 L S e e e 0%
Assimilacéo glicina arilamidase sl - -+ -=-f-|NR|[+[+]-]- 25%
Ornitina descarboxilase e I e e 1 S e e T 0%
Lisina descarboxilase S O R R e T R O L 3 e e e 17%
Assimilagéo I-histidina -l - - - - - -] - INR - - -] - 0%
Cumarato + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]|+ |NR|+ |+ ]|+ ]|+ 100%
Beta-glucoronidase -l -l - - - - -] -INR| -] -]-]-+- 0%
Resisténcia 0/129 (comp.vibro.) | - | + |+ |+ | - | - |+ |+ |[NR| + | - | + | + 67%
Glu-gli-arg-arilamidase + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |NR|+ | +]|+]+ 100%
Assimilacdo I-malato -+ [+ |+ -] -|-1-|NR|-|[+]-]- 33%
Ellman + + + + + | + | + + INR| + | + | + | + 100%
Assimilacédo I-lactato -+l -1 -1l-1-1-1-INR]-1]-1- 8%

CONTINUACAO



93

APENDICE 4 — IDENTIFICACAO BIOQUIMICA AUTOMATIZADA DAS ESTIRPES
DE Aeromonas REALIZADA PELO SISTEMA VITEK® 2 Compact

Espécies

A.

caviae (n=51)

Provas
Bioquimicas
(Cartdo AST-GNO09)

LACEN-04

LACEN-06

LACEN-08

LACEN-09

LACEN-10

LACEN-11

LACEN-14

LACEN-18

LACEN-22

LACEN-23

LACEN-25

LACEN-29

LACEN-31

LACEN-32

LACEN-42

Ala-Fe-Pro arilamidase

+

+

Adonitol

L-pirrolidonil-arilamidase

L-arabitol

D-celobiose

Beta-galactosidase

Producéo de H,S

Beta-n-acetil-glucosaminidase

Glutamil arilamidase Pna

D-glucose

=+ |1

Gama-glutamil-transferase

Fermentacéo/glucose

Beta-glucosidase

D-maltose

D-manitol

+ |+ [+ ]+

D-manose

Beta-xilosidase

Beta-alanina arilamidase pna

L-prolina arilamidase

Lipase

Palatinose

Tirosina arilamidase

Urease

D-sorbitol

Sacarose/sucrose

D-tagatose

D-trealose

Citrato (s6dio)

Malonato

5-queto-d-gluconato

Alcalinizacéo |-lactato

Alfa-glucosidase

Alcalinizacdo sucinato

Beta-n-acetil-galactosaminidase

Alfa-galactosidase

Fosfatase

Assimilagéo glicina arilamidase

Ornitina descarboxilase

Lisina descarboxilase

Assimilacéo I-histidina

Cumarato

=+ |1

Beta-glucoronidase

Resisténcia 0/129 (comp.vibro.)

Glu-gli-arg-arilamidase

+ |+

Assimilagdo |-malato

Ellman

+

Assimilacao I-lactato

CONTINUACAO
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APENDICE 4 - IDENTIFICACAO BIOQUIMICA AUTOMATIZADA DAS ESTIRPES

DE Aeromonas REALIZADA PELO SISTEMA VITEK® 2 Compact

=51)

A. caviae (n

08-S

0

©

8.-SN

@)

LL-SIN

9.-SN

¥/.-N3DV1

€/.-N32Vv1

¢/-N3JoVv1

T/-N32V1

69-N3OV'1

89-N3OV'1

£/9-N3JOV1

99-N3OV'1

¥9-N3OV1

¢9-N3OV1

T9-N3OV1

65-N3OV1

9G-N3OV1

GG-N3OV1

€5-N3OV1

0S-N3OV1

67-N3OV'1

Ly-N3OV1

9¥-N3OV'1

SY-N3OV'1

010

EV-N3OV1

CONTINUACAO
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APENDICE 4 — IDENTIFICACAO BIOQUIMICA AUTOMATIZADA DAS ESTIRPES
DE Aeromonas REALIZADA PELO SISTEMA VITEK® 2 Compact

Espécies A. caviae (n=51)
_Provas & (33|33 |3|8|8|3 |5 | TOTAL
Bioquimicas vlolvlo|lo|lv|lolo|lv|lv]| v %)
(Cartdao AST-GNO09) = | z|=z|z|2|2|2|2|2|2|=2
Ala-Fe-Pro arilamidase + |+ | - R N N 78%
Adonitol - - - - - - - - - - - 0%
L-pirrolidonil-arilamidase =+ | =l *|=1¢= - - - - - 6%
L-arabitol - - - - - - - - - - - 0%
D-celobiose + |+ |+ - |+ |+ ] -+ ]|+ ] +]+ 76%
Beta-galactosidase A N N N N 100%
Producao de H,S - - - - - - - - - - - 0%
Beta-n-acetil-glucosaminidase A N N N N 98%
Glutamil arilamidase Pna = = - - - |- - - - - - 0%
D-glucose + + + + + + + + + + + 100%
Gama-glutamil-transferase + |+ | - |+ [+ |- |+ |+ |-+ ]|+ 40%
Fermentacao/glucose A N N N N 100%
Beta-glucosidase + |+ |+ |+ |+ |+ -+ |+ |+ 82%
D-maltose A N N N N 100%
D-manitol + + + + + + + + + + + 100%
D-manose - * - + | - - - - - - - 14%
Beta-xilosidase - - - - - - - - - - - 0%
Beta-alanina arilamidase pna - - - - -] - - - - - - 0%
L-prolina arilamidase S e e e 98%
Lipase + + - + + + + + + + + 94%
Palatinose - - - - - - - - - - - 0%
Tirosina arilamidase + |+ | - |+ |+ |+ |+ |+ -+ ]+ 90%
Urease s = = = = = - - + | - - 4%
D-sorbitol - - - - -] - - - - - - 6%
Sacarose/sucrose + |+ |+ | F | F | F |||+ |+ |+ 100%
D-tagatose - - - - - - - - - - - 0%
D-trealose S e e e 100%
Citrato (sddio) -l - - -] 0%
Malonato = = = = -] - - - - - - 0%
5-queto-d-gluconato - - - - - - - - - - - 0%
Alcalinizacao I-lactato + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ - 90%
Alfa-glucosidase - - - - - - -l - |- 8%
Alcalinizacdo sucinato i i 96%
Beta-n-acetil-galactosaminidase - - - - - - - - - - - 0%
Alfa-galactosidase = = = = -] - - - - - - 0%
Fosfatase - - - - - - - - - - - 2%
Assimilacédo glicina arilamidase = = - - -] - - - - - - 2%
Ornitina descarboxilase - - - - - - - - - - - 0%
Lisina descarboxilase = = = - -] - - - - - - 0%
Assimilacdo I-histidina - - - - - - - - - - - 0%
Cumarato + + + + + + + + + + + 98%
Beta-glucoronidase - - - - -] - - - - - - 0%
Resisténcia 0/129 (comp.vibro.) |+ [+ |+ ]+ 100%
Glu-gli-arg-arilamidase + O - - ]+ + |+ ]|+ -]+t 64%
Assimilacao I-malato + |+ | - -+ ] - = - - - - 10%
Ellman + + + + + + + + + + + 98%
Assimilacdo I-lactato = = = = - |- - - - - - 0%

NOTA: (-) = fraco negativo, reagdo ligeiramente inferior ao limiar; (+) = fraco positivo, reac¢&o ligeiramente
superior ao limiar; NR = ndo realizado; TOTAL (%) = total, em porcentagem , de rea¢des positivas.

CONCLUSAO
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APENDICE 5 - TESTE DE SUCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DAS ESTIRPES DE Aeromonas AVALIADO PELO
METODO DE DISCO-DIFUSAO

Espécies A. trota (n=3) A. hydrophila (n=7) A. veronii biovar sobria (n=13)

TOTAL
(%)

TOTAL
(%)

TOTAL

Antimicrobianos (%)

MS-79
MS-87
MS-75
MS-93

Ac. Nalidixico 0% 14% 8%

Amicacina 0% 0% 0%

Amoxi/Ac. Clav. 0% 57% 13%

Ampicilina 0% 100% 100%

Aztreonam 0% 0% 0%

Cefalotina 100% 86% 0%

Cefazolina 100% 71% 20%

Cefepima 0% 0% 0%

Cefoxitina 0% 14% 0%

Ceftazidima 0% 0% 0%

Ceftriaxona 0% 0% 0%

Ciprofloxacino 0% 0% 0%

Cloranfenicol 0% 0% 0%

Imipenem 0% 0% 0%

Levofloxacino 0% 0% 0%

Meropenem 0% 0% 0%

Nitrofurantoina 0% 0% 0%

Sulfa/Trimet 0% 0% 0%

ninlnlnlnnunnnlnnnoonln — unwnl LACEN-02

ninlnlnlnnunnnlnnnoonnnnon LACEN-07

NnNnnonnnnnnnnononnononnl LACEN-94

N=—0nnnnnnnnn|ddno— unlwun LACEN-01

Nnnnnnnnnonon on o0 n nl LACEN-19

Nnnonnnnnnnononon oo n nl LACEN-44

NDNnNnInnnnnnnondon o0 n nl LACEN-60

Nunnnnunnnnnona—no0n v LACEN-63

Nninnnnnnnnnongnon oo n n LACEN-20

ninlunnnlnnnonnnononnonlonnonl LACEN-26
ninlunnnlnnnonnnonlxononlon nnl LACEN-35
ninlnnnlnnnnnnon—nnlxo—nlnl LACEN-36
ninlnnnlnnnonnnon—nnlxo—nlnl LACEN-37
nwnnnnonnonnnnnononondnlnonl LACEN-38
Vnnnnnonnnnnonononxdnonon LACEN-39
ninlnlnlnlnnnnnnonnnonlxon nnl LACEN-40
ninlnlnlnlnnnnnnonnnonlxo—nlnl LACEN-51
ninlnlnlnlnnnnnnon—nnlxo—nlnl LACEN-70
T nnnnnnnnonnnonnnBnlnn LACEN-95

Nnuninnnnnnunnnnoono— no
Nnuninnnnnnunnnnoono—nuwn
TNVINnBvInnnnnunnonng—uno
Nnninnnnnnnnnnunnonaonnon

Tetraciclina 0% 0% 15%

CONTINUA
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6S-N3OV1

959-N3OV1

GS9-N3OV1

€G-N3OV1

0S-N3OV1

67-N3OV1

Ly-N3ADV1

97-N3OV1

SY-N3OV

EV-N3IOV

51)

Zy-N3AOV'1

¢E-N3ADV1

TE-NIADV

6<-N3OV'1

A. caviae (n

GZ-N3OV1

€¢-N3OV1

¢¢-N3dV1

8T-N3OV1

YT-N3OV1

TT-N3OV'1

~

0T-N3OV1

60-N3OV1

80-N3JV1

90-N3JV1

70-N3OV1

Espécies

METODO DE DISCO-DIFUSAO

APENDICE 5 - TESTE DE SUCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DAS ESTIRPES DE Aeromonas AVALIADO PELO

Antimicrobianos

S|S|S|S
CONTINUACAO

S
S|S|S|S|S|S|S

R

S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|s|s|s|s
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|Ss|Ss|s|s
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|s|s|s|s
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|[S|S|S|S|S|S|S|S|S|R
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S

S|S|S|S|S|S|S

S|S|S|S|R
S|S

S
S|S|R|S

S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S

I |S|S

S|S
S|S|IR|S|S|R|R|R|S|R|S|S|R|R|S|S|S|S|R|S|S|R|S

S|S|S|S|S|S|S|R

S
RIRIRIRIR|IR|IR|R|IR|IR|IRIR|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R

S|{S|S|S|S|S|S|R|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S

S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S

S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S

RIR|IRIR|IR|IR|IR|R|IR|IR|R|IR|IR|R|R|R|S|R|R|R|R|R|S|R|R

RIS|IS|IR|S|IR|IRIR|{R|R|R|R|R|R|R|R|[S|R|R|R|R|R|S|R|R

S|{S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
I

S|{S|S|S|R|S|R|S|R|S|S|R|S|R|S|R|S

Ac. Nalidixico
Amicacina
Amoxi/Ac. Clav.
Ampicilina
Aztreonam
Cefalotina
Cefazolina
Cefepima
Cefoxitina
Ceftazidima
Ceftriaxona
Ciprofloxacino
Cloranfenicol
Imipenem
Levofloxacino
Meropenem
Nitrofurantoina
Sulfa/Trimet
Tetraciclina
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TOTAL(%)

¢6-SIN

T6-SN

06-S

68-SN

88-SIN

98-SIN

G8-SIN

78-S\

€8-S

¢8-SIN

51)

T8-SIN

08-SIN

8.-SN

A. caviae (n

LL-SIN

9.-SIN

¥/.-N3OV1

€/-N3OV1

¢/-N3dVv1

T/-N3OV1

~

69-N3OV1

89-N3OV1

L9-N3DV'1

99-N3JV1

79-N3OV1

¢9-N3dV1

T9-N3OV1

METODO DE DISCO-DIFUSAO

Espécies

APENDICE 5 - TESTE DE SUCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DAS ESTIRPES DE Aeromonas AVALIADO PELO

Antimicrobianos

2%
CONCLUSAO

0%
8%
100%
0%
88%
73%
0%
27%
0%
0%
0%
4%
0%
0%
0%
0%
29%
14%

S

S|S|I

R|IR|IR|IR|R|R|R

SIRIR|IR|S|IR|R|R|R|R|R|R

S|S|S|S|S|S|S|S

|
RIRIRIRIR|IRIRIR|IR|IR|R|R|R|R|IR|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R|R
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
RIR|R|R|S|R

Il | R

I

S|S|IR|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|R
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|s|S|s|s|s

S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S

R

R|IS|S|IR|S|S|S|S|R|S|S|S|R|S|S|S|S|S|S|S

S|IR|S|S|S
R|IS|S|IR|R|R|S

S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
SIR|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S]|S
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S|S
SIR|S|IR|S|S|S|S|S|S|S|R|S|S|R|S|S|S|R|S|S|S|S|R|S|S

RIRIR|IRIR|IR|R|R|R|R|R
RIRIR|IRIR|IR|R|R|R|R|R

S|S|S|S|R

Amicacina
Amoxi/Ac. Clav.
Aztreonam
Cefalotina
Cefazolina
Cefepima
Cefoxitina
Ceftazidima
Imipenem
Levofloxacino

Ampicilina

Ceftriaxona
Ciprofloxacino
Cloranfenicol
Tetraciclina
NOTA: R - resistente; | — intermediario; S — sensivel; TOTAL (%) — total, em porcentagem, de estirpes resistentes.

Nitrofurantoina
Sulfa/Trimet

Ac. Nalidixico
Meropenem
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APENDICE 6 — TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS AUTOMATIZADO DAS ESTIRPES DE Aeromonas

REALIZADO PELO SISTEMA VITEK® 2 Compact

TOTAL
(%)

0%
77%

77%

0%
15%

0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
0%
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0%
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A. veronii

:1)

(n

0/-N3OV1

Espécies

Provas
Bioquimicas
(Cartdo AST-GNO09)
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APENDICE 6 — TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS AUTOMATIZADO DAS ESTIRPES DE Aeromonas

REALIZADO PELO SISTEMA VITEK® 2 Compact
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APENDICE 6 — TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS AUTOMATIZADO DAS ESTIRPES DE Aeromonas

REALIZADO PELO SISTEMA VITEK® 2 Compact
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NOTA: R - resistente; | — intermediario; S — sensivel; TOTAL (%) — total, em porcentagem, de estirpes resistentes; NR — N&o realizado.
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