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RESUMO

Os membros do género Aeromonas sdo bactérias ubiquitarias, que habitam
naturalmente &guas marinhas, rios, lagos e pantanos. Tem sido isoladas de &guas
cloradas, sistemas de distribuicdo de agua, agua potavel e aguas residuais e também de
diferentes tipos de alimentos tais como: carne, peixe, frutos do mar, legumes e
alimentos processados. Ja foram isoladas de insetos e solos naturais. As estirpes de
Aeromonas sdo predominantemente patogénicas para animais poiquilotérmicos,
entretanto tem se tornado importantes patdgenos emergentes para 0s seres humanos,
causando infecgOes gastrointestinais bem como uma variedade de infeccGes extra
intestinais e sistémicas. A doenca mais comumente descrita causada por Aeromonas € a
gastroenterite. Os principais fatores de viruléncia associados a esse género sao:
polissacarideos de superficie (capsula, lipopolissacarideo e glucano), camadas S,
sistemas de ligacao ao ferro, exotoxinas e enzimas extracelulares, sistemas de secre¢éo,
fimbrias e outras adesinas ndo filamentosa e flagelos. Além disso, essas bactérias
podem produzir B-lactamases que conferem resisténcia a um amplo espectro de
antibioticos p-lactamicos e portanto, testes de susceptibilidade in vitro devem ser

realizados para orientar a terapéutica antimicrobiana.

Palavras - chave: Aeromonas, doencas infecciosas, fatores de viruléncia,

antibioticos p-lactamicos.



ABSTRACT

Members of the Aeromonas genus are ubiquitous bacteria, which naturally inhabit
marine waters, rivers, lakes, swamps. It has been isolated from crystalline waters, water
distribution systems, drinking water and wastewater and also from different types of
foods such as meats, fish, seafood, vegetables and processed foods. They have been
isolated from insects and natural soils. Aeromonas strains are predominantly pathogenic
for poikilothermic animals, however, have become important to humans, causing
gastrointestinal infections as well as a variety of extra intestinal and systemic infections.
The disease most commonly described by Aeromonas is a gastroenteritis. The main
factors are communication systems, iron binding systems, exotoxins and extracellular
enzymes, secretion systems, fimbriae and other layers and flagella. In addition, these
bacteria can produce beta-lactamases that confer resistance to a broad spectrum of -
lactam antibiotics, and therefore in vitro susceptibility testes must be intended to guide
antimicrobial therapy.

Key words: Aeromonas, infectious diseases, virulence factors, p-lactam antibiotics.
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1 INTRODUCAO

As bactérias do género Aeromonas sao bastonetes Gram-negativos, que habitam
ambientes aquéticos, e que como agente etioldgico de doencas, vem causando um
grande impacto na salde humana e animal. Inicialmente, as Aeromonas foram
reconhecidas apenas como causadoras de doengas sistémicas em animais
poiquilotérmicos. Mas atualmente, o género Aeromonas é considerado ndo s6 um
importante agente patogénico causador de doencas em peixes e em outras espécies de
sangue frio, mas também como um agente etiolégico responsavel por uma variedade de
complicagBes infecciosas nos seres humanos, especialmente em individuos
imunocomprometidos (JANDA; ABOTT, 2010).

Diante da relevancia deste género, o presente trabalho tem o objetivo de fornecer
um panorama abrangente acerca da literatura cientifica que rodeia 0 género Aeromonas,
este grupo de bactérias consideradas patdgenos emergentes, bem como seus efeitos

sobre a saude publica e sua disseminagdo global.
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2 METODOLOGIA

Foram compilados artigos técnico-cientificos publicados nas plataformas Scielo,
Portal CAPES e Pub Med dos ultimos vinte anos (alguns artigos mais antigos foram
colocados por conterem informacBes importantes), que fundamentam as espécies
bacterianas do género Aeromonas e sua importancia como agentes de doencas infecciosas,

enfatizando seus efeitos sobre a saude publica e sua disseminacéo global.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 O Género Aeromonas

As bactérias do género Aeromonas sdo caracterizadas como bastonetes Gram-
negativo, com cerca de 1 a 3,5 pum de comprimento, de vida livre, anaerdbios
facultativos, portanto fermentadores da glicose, produtores das enzimas catalase e
oxidase, podendo ser moéveis ou iméveis (MARTINEZ-MURCIA et al, 1992;
PEIXOTO et al., 2012).

Antes, esse género de bactérias era classificado junto a familia Vibrionaceae,
porém, estudos genéticos evidenciaram a necessidade de sua reclassificacdo em uma
familia propria, Aeromonadacea. Tendo em vista que estas apresentam caracteristicas
filogenéticas distintas daquelas encontradas na familia Vibrionaceae, apesar de
compartilharem muitas caracteristicas bioquimicas (GHENGHESH et al., 2008;
COLWELL et al., 1986., IGBINOSA et al., 2012).

Desde a criacdo do género Aeromonas em 1943 até meados da década de 1970,
as bactérias deste género foram divididas basicamente em dois grupos principais com
base em caracteristicas bioguimicas e de crescimento. O primeiro grupo denominado
mesofilos foi caracterizado pela espécie A. hydrophila, e constitui de isolados moveis
que crescem bem entre 35 a 37 °C e foram associados a uma variedade de infecges em
seres humanos. O segundo grupo, denominado estirpes psicrofilas, causadoras de
doencas em peixes, apresentam-se imoveis e possui temperaturas de crescimento 6timas
de 22 a 25 °C. Este grupo continha isolados que atualmente foi caracterizado pela
espécie A. salmonicida (JANDA; ABOTT, 2010).

No entanto, nas ultimas duas décadas, atraves de marcadores fenotipicos houve
um aumento no nimero de espécies propostas. Esses marcadores incluiram temperatura
Otima de crescimento, motilidade, producdo de indol, e elaboracdo do pigmento
melanina no Agar Tirosina (ALAVANDI; ANANTHAN, 2003).

Geralmente, a classificacdo do género Aeromonas é baseado na tipagem de
sequéncia multilocus (MSLT). O principio da MLST € identificar sequéncias
nucleotidicas internas de aproximadamente 400 a 500 pb em varios genes. As
sequéncias Unicas (alelos) recebem um numero aleatério gerando uma combinacédo

Gnica em cada locus. Isso gera um “perfil alélico” especifico para cada bactéria,
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possibilitando a classificagdo de acordo com o tipo de sequéncia de alelos (LARSEN et
al. 2012).

Até 2005 estavam decritas no Manual Bergey’s of Systematic Bacteriology, 14
espécies de Aeromonas e dois grupos de hibridacdo (MARTIN-CARNAHAN et al.,
2005). Porém, um grande nimero de especies foi recentemente descrito para esse
género, resultando em 11 novas espécies adicionais, perfazendo um total de 25 novas
espécies de Aeromonas (MARTINEZ-MURCIA et al., 2011).

O género Aeromonas é composto pelas seguintes espécies: A. hydrophila, A.
bestiarum, A. salmonicida, A. caviae, A. media, A eucrenophila, A. sobria, A. veronii
(biogrupo sobria e veronii), A. jandaei, A. schubertii, A. trota, A. allosaccharophila, A.
encheleia, A. popoffii, dois grupos de DNA homoélogos (HG): Aeromonas sp. HG11
(agora incluida em A. encheleia) e Aeromonas sp. HG13 que foi nomeado como
A.diversa. Além disso, outras espécies previamente definidas, tais como A.
enteropelogenes e A. ichthiosmia, sdo considerados sinbnimos de A. trota e A. veronii,
respectivamente (MARTINEZ-MURCIA et al., 2011).

Entre as onze novas espécies recentemente descritas estdo: A. culicicola, A.
simiae, A. molluscorum, A.bivalvium, A. aquariorum. A. tecta, A. piscicola, A. fluvialis,
A. taiwanensis, A. sanarellii e A. rivuli (MARTINEZ-MURCIA et al., 2011). SAHA,;
CHAKRABARTI (2006), descreveram uma nova espécie denominada Aeromonas
sharmana, isolada de uma fonte termal na india. A taxonomia, as legitimidades das
principais espécies propostas, ano da descoberta e relevancia clinica estdo listados na
Tabela 1.

As espécies de Aeromonas produzem diversos tipos de enzimas hidroliticas, tais
como arilamidases, esterases, amilases, elastases, desoxirribonucleases, quitinases,
peptidases, e lipases. Crescem otimamente na faixa de temperatura de 22 a 35 °C, mas o
crescimento pode também ocorrer entre 0 e 45 °C em algumas espécies. Possuem
incapacidade de crescer na presenca de 6,5% de cloreto de sodio e o melhor intervalo de
concentracdo de cloreto de sodio é de 0 a 4% para essas bactérias. Todas as espécies de
Aeromonas resistem a uma faixa de pH entre 4,5 a 9, mas a gama de pH 6timo é de 5,5
a 9 (JOSEPH; CARNAHAN, 2000; ALAVANDI; ANANTHAN, 2003; MARTIN-
CARNAHAN et al., 2005).
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Tabela 1: Visdo prética das espécies validas e propostas no género Aeromonas

Espécie (Ano) Clinicamente Distinta espécie *
significativa Geneticamente  Bioguimicamente
A. hydrophila (1943) Sim Sim sim
A. salmonicida (1953) Sim Sim NZo
A. sobria (1981) Né&o Sim sim
Meios A. (1983) Sim sim sim
A. caviae (1984) Sim Sim sim
A veronii (1988) Sim Sim NEo
A. eucrenophila (1988) Né&o Sim sim
A. schubertii (1989) Sim Sim sim
A. jandaei (1992) Sim Sim sim
A. trota (1992) Sim Sim NEo
A. encheleia (1995) Né&o Sim sim
A. bestiarum (1996) Sim Sim NEo
A. popoffii (1997) Sim Sim NZo
A. simiae (2004) Né&o sim sim
A. molluscorum (2004) Né&o sim sim
A. bivalvium (2007) Né&o sim sim
A. aquariorum (2008) N&o sim sim
A. tecta (2008) Sim Nio N30
A. allosaccharophila (1992) N&o Niio NEo
A. culicicola (2002) N&o Sim NEo
A. sharmana (2006) N&o Sim sim

Fonte: JANDA; ABOTT, 2010, Adaptado.

* Com base na hibridagio DNA-DNA. Bioquimicamente distintos significa que ha uma série de
propriedades fenotipicas que podem separar > 90% das estirpes isoladas no laboratério clinico.

Outras qualidades distintivas das espécies pertencentes ao género Aeromonas
incluem capacidade de liquefazer gelatina, de fermentar D- glicose, de produzir a
enzima nitrato redutase, incapacidade de fermentar i-inositol, e insuficiéncia de produzir
acido a partir de qualquer dulcitol ou eritrol. Algumas caracteristicas fenotipicas
incluem uma incapacidade para crescer em Agar de tiossulfato, citrato, bile e sacarose
(TCBS), e a capacidade da maioria, mas ndo todas as espécies de Aeromonas para
fermentar D-manitol e a sacarose (MARTIN-CARNAHAN et al., 2005). As principais

caracteristicas  bioquimicas das Aeromonas estdo listadas na Tabela 2.



Tabela 2: Identificacdo Bioquimica de Espécies Moveis do Género Aeromonas

A. A. 21
Caracteristicas A A A. A. A. A. veronii A. veroni A. A A. A. A.
hydrophila bestarium caviae midia eucrenophila sobria biovar jandaei biovar schubertii trota allosaccharophila encheleia popoffii
sobria veroni
Grupos de HG-1 HG-2 HG-4 HG5  HG-6  HG7 HG8 HG9 1 heap HE HG-15 HG-16  HG-17
hibridizagdo 10 14
Hidrolise de
. + + + + + - - - + - - D + -
Esculina
Glicose + + - - + - + + ¥ ¥
Indol + + + D + - + + + D
Pirazinamidase + - + D + Nd - - - - - Nd Nd Nd
L-arabinose D + + + + - - - - - - D - Nd
D-manitol + + + + + + + + + - + + + +
Sacarose + + + + D + + - + - - ¥ + N
Lisina
. + - - - - + + + + + + + - -
descarboxilase
Ornitina
- - - - - - - - + - - - -
descarboxilase D
Alfglnlna + + + + + - + + - + + D D +
dihidrolase
Hidrolise de N + + + + Nd - - + - - Nd - Nd
arbutina
Produgao + + . . + Nd + + + - + Nd Nd Nd
de HzS
Hemolise + + D - - - + + + + + Nd Nd -

Fonte: JOSEPH; CARNAHAN, 2005, Adaptado.

* HG: grupo de hibridacdo; +: >75% das cepas positivas; D: 26-74% de cepas positivas; - <25% das cepas sdo positivas; Nd: ndo determinado
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3.2 Ocorréncia das Aeromonas spp.

O género Aeromonas esta essencialmente onipresente na biosfera
microbiana. Eles podem ser isolados de praticamente todos os nichos ambientais onde
existem ecossistemas bacterianos. Estes incluem habitats aquéticos, peixes, alimentos,
animais domésticos, espécies de invertebrados, aves, carrapatos e insetos e solos
naturais. O vasto panorama de fontes ambientais a partir do qual as Aeromonas podem
ser encontradas presta-se facilmente a exposi¢cdo constante e as interacfes entre o
género Aeromonas e os seres humanos (JANDA; ABOTT, 2010).

3.2.1 Aeromonas no ambiente aquético

As bactérias do género Aeromonas sdo microrganismos naturais de ambientes
aquaticos e apresentam alta capacidade de adaptacdo a uma grande diversidade desses
ecossistemas, sendo observada sua presenca em agua doce e salgada (principalmente
estuarios), tanto de regides tropicais como temperadas. Sua presenca € mais frequente
na superficie e no sedimento de aguas e represas de abastecimento, em rios com
diferentes graus de polui¢do, bebedouros, caixas d’agua, agua mineral, agua residuais,
agua subterranea, lagoas, biofilmes e ambientes para fins recreacionais como pesqueiros
(BOMO et al., 2004; MARTIN-CARNAHAN et al., 2005).

Estudos realizados ao longo de 30 anos por TERRY HAZEN et al. (1979)
identificaram a presenca do género Aeromonas em 135 dos 147 (91,8%) habitats
aquaticos naturais amostrados nos Estados Unidos e em Porto Rico. A quantidade de
Aeromonas encontrada foi maior nos habitats e em agua corrente; o gradiente térmico
variou de 25 °C a 35 °C. A espécie de Aeromonas mais frequente nesses habitats foi A.
hydrophila. A mesma se desenvolveu em uma ampla gama de temperaturas,
condutividade, pH e turbidez. Apenas nos habitats com faixas extremas destes
parametros (ambientes fortemente salinos, dguas termais e aguas altamente poluidas)
ndo houve crescimento dessa espécie. (HAZEN; FLIERMANS, 1979; HAZEN et al.,
1979).
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Estudos demonstram que as concentragdes de Aeromonas em &guas
subterraneas, agua potdvel e dgua do mar encontram-se abaixo de 1 UFC / mL,
entretanto, em esgoto bruto ou lodo de esgoto doméstico as concentragdes encontradas
foram cerca de 10° UFC / mL, indicando que possivelmente maiores densidades de

Aeromonas esta relacionado com a presenca de coliformes (HOLMES et al., 1996).

Segundo SINHA et al. (2004) , e JANDA e ABBOTT (2010) nos meses de
verdo existe uma incidéncia maior de Aeromonas spp em fontes ambientais aquaticas.
Esse aumento deve-se a intensificacdo da proliferacdo de Aeromonas mesoéfilas a
temperaturas mais elevadas. 1sso gera uma maior exposicdo e, portanto, um potencial
perigo acrescido de desenvolvimento de colonizacdo e/ou infecdo por estes

microrganismos.

Embora a maioria das estratégias de tratamento de &gua proporcione uma
reducdo significativa do nimero de Aeromonas, varios estudos mostram evidéncias de
que estas bactérias exibem mecanismos adaptativos que permitem a sua sobrevivéncia e

proliferacdo nos sistemas de distribuicdo de agua (FIGUEIRA et al., 2011).

As bacterias do género Aeromonas em sistemas de distribuicdo de agua potavel
possui capacidade de colonizar a tubulacdo do sistema formando biofilme (HOLMES et
al., 1996; BOMO et al., 2004).

Biofilmes correspondem a comunidades constituidas por células sésseis, mono
ou multiespécies, aderidas a um substrato, embebidas em uma matriz de polimeros
extracelulares (exopolissacarideos), em cuja formacdo 0s microrganismos exibem
diferenciados fenotipos, metabolismo, fisiologia e transcricdo genética (DONLAN;
COSTERTON, 2002). Como etapas importantes para a sua formacdo sdo descritas: as
adesdes iniciais, passando os microrganismos de seu estilo de vida plancténico ao séssil,
a formacdo de micro colbnias, a maturacdo e ao destacamento de células, retornando
estas a seu estilo de vida planctdnico, conforme mostra a Figura 1 (JENKINSON;
LAPPIN-SCOTT, 2001).

Bactérias agrupadas dessa forma tornam-se mais resistentes as situacdes de
estresse ambiental, bem como aos agentes antimicrobianos incluindo antibi6ticos,

radiacdo UV, o que dificulta o controle bacterioldgico nos sistemas de distribuicdo de
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agua e favorece sua manutencdo e disseminagdo nos varios nichos ecoldgicos (EDGE;
FINCH, 1987).

Figura 1: Ciclo de Desenvolvimento de um Biofilme
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Fonte: JENKINSON; LAPPIN-SCOTT, 2001, Adaptado.

Estas estruturas naturalmente ocorrem em variados tipos de ambientes, sejam
eles bidticos ou abioticos. Uma vez constituidos, os biofilmes agem como pontos de
contaminacdo constante, liberando células de microrganismos com potencial patogénico
e/ou deterioradores, como Aeromonas hydrophila e Staphylococcus aureus, podendo
comprometer, assim, a qualidade microbiologica de matérias-primas, produtos pré-
acabados e acabados (FUSTER-VALLS et al., 2008).

CASTELO-BRANCO et al. (2017) realizaram um estudo comparativo entre
espécies dos géneros Aeromonas e Pleisomonas e suas respectivas producdes de
biofilme a duas temperaturas de incubacédo distintas (28 °C e 37°C). Foram obtidos 12
isolados de Aeromonas spp. (2 Aeromonas hydrophila e um complexo de 10 Aeromonas
veronii bv. sobria) de amostras de agua e 10 isoladfos de Plesiomonas shigelloides a
partir da cloaca do ibis escarlate (Eudocimus ruber). A 28 °C todos os isolados de
Aeromonas spp. foram positivos para a producdo de biofilmes, enquanto apenas trés de
P. shigelloides produziram biofilmes. A 37 °C, 2 isolados de A. veronii bv. sobria nao
produziram biofilme e os restantes isolados de Aeromonas foram fracos produtores.

Somente 6 P. Shigelloides produziram biofilme a 37 °C. Esses resultados demonstram
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que a producédo de biofilme por Aeromonas spp. em 28 °C foi estatisticamente superior
do que em 37 °C, enquanto o oposto foi observado por P. Shigelloides. A formacéo de
biofilmes reforcada por Aeromonas spp. nesta temperatura sugere a importancia desse
recurso para sobrevivéncia bacteriana bem como sua manutencdo no meio ambiente, e
nos hospedeiros ectotérmicos (SCOARIS et al., 2008), contribuindo para a colonizagdo
bacteriana de frutos do mar ocasionando, portanto, a ocorréncia de infeccOes
transmitidas por alimentos (MIZAN et al., 2015).

CASTELO-BRANCO et al. (2017) mostraram que os biofilmes formados por
Aeromonas spp. eram organizados de forma mais plana e homogénea do que os P.
Shigelloides. Esta caracteristica estrutural sugere que os biofilmes de Aeromonas spp.
sdo distribuidos uniformemente, com células mais embaladas e menos poros vazios
dentro do biofilme, contendo dessa maneira valores mais elevados de biomassa e menor

espessura media da mesma no biofilme.

Embora primariamente residente em agua doce, as espécies de Aeromonas
podem ser encontradas também a partir da camada epipelagica (em media até aos 200 m
de profundidade) do oceano, na maioria das vezes em estuarios, existindo como
bactérias de vida livre ou em associacdo com crustaceos. Os estuarios sao ideais para as
Aeromonas, uma vez que as concentracdes de salinidade sdo substancialmente mais
baixas do que nas regides mais profundas (bentdnicas) do oceano. Um estudo da costa
italiana relatou uma concentracdo de Aeromonas variando entre 102 para 10° UFC /100
mL ao longo do ano (FIORENTINI et al., 1998).

BONADONNA et al. (2002) estudaram a incidéncia de bactérias do género
Aeromonas em aguas marinhas, com o objetivo de previsdo de risco de saude publica
para 0s banhistas. As variaveis analiticas analisadas no estudo foram salinidade,
coliformes totais, coliformes fecais e presenca de Escherichia coli. No estudo, a
presenca de Escherichia coli e coliformes fecais foram associados com menores
densidades de Aeromonas, enquanto que a prevaléncia de coliformes totais foi
associada a maiores quantidades de Aeromonas . Coliformes fecais e alta salinidade foi
associado com maior populacdo Aeromonas . O estudo concluiu que é necessario um
maior numero de fatores para estimar o risco para a saude publica de exposicao

recreativa a aguas marinhas.
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TOKAJIAN; HASHWA (2004) relataram a presenca do género em um sistema
de &gua clorada e HIRANSUTHIKUL et al. (2005) relataram que o género Aeromonas
foi a maior causa de infeccOes de pele e mucosa entre os sobreviventes do tsunami no

sul da Tailandia.

O aumento na prevaléncia de enfermidades bacterianas em peixes leva a perdas
significativas na produgdo aquicola, afetando o desenvolvimento econdmico do setor
em muitos paises. As bactérias do género Aeromonas sdo um dos principais causadores
de perdas na piscicultura (GRAM et al., 1999).

Para 0s peixes, as bactérias do género Aeromonas spp. sdo consideradas
bactérias oportunistas, organismos patogénicos facultativos e manifestam-se em
hospedeiros enfraquecidos e/ou atacados por outros agentes etioldgicos, sendo
considerados invasores secundarios, estabelecendo-se ao mesmo tempo em que outras
infecces bacterianas, virais, parasitarias ou em decorréncias de problemas nutricionais
ou de estresse (PAVANELLI et al., 2008). Cinco sdo as espécies de importancia clinica:
A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii e A. schubertii. As espécies A. hydrophila
e A. salmonicida sdo importantes agentes patogénicos para peixes e para a saude
publica, por multiplicar-se e produzir exotoxinas em temperaturas de refrigeracao
(PEIXOTO et al., 2012).

A espécie A. salmonicida provoca furunculose em peixes, particularmente em
salmonideos. A doenca tem vérias apresentacfes, que vao desde uma forma aguda
caracterizada por septicemia acompanhada de hemorragias nas bases das barbatanas,
inapeténcia e melanose até uma variedade subaguda a cronica em peixes mais velhos,
consistindo de letargia, exoftalmia leve e hemorragia muscular e interna nos érgaos.
(AUSTIN; RODGERS, 1980).

Espécies mesodfilas (A. hydrophila e A. veronii) também causam uma variedade
similar de doencas em peixes, incluindo septicemia (septicemia hemorragica) em carpa
(Cyprinus carpio), tilapia (Oreochromis niloticus), peixe-gato (Ictalurus punctatus), e
salméo (Oncorhynchus tshawytscha). Também causam doenca da ferida vermelha em
carpa, e infeccdes ulcerativas em bagre (Clarias gariepinus), bacalhau (Gadus morhua)
(JOSEPH; CARNAHAN, 1994).
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A espécie A. hydrophila, tém sido associada a uma vasta gama de mortes de
peixes em todo o mundo ao longo da dltima década, resultando em enormes perdas
economicas. Esta mortandade incluiu mais de 25.000 carpas no rio St. Lawrence em
2001, 820 toneladas de peixe na Indonésia em 2002, resultando em uma perda de US$
37,5 milhdes. Em muitos destes casos, somente espécies de Aeromonas foram
responsaveis por causar infeccGes secundarias invasivas em peixes imunossuprimidos
devido a desova ou ambientes com altas temperaturas ou baixos niveis de agua
(MONETTE et al., 2006).

Portanto, segundo KIM et al. (2015) a &gua € a principal fonte de contaminacgéo
e um importante veiculo para a propagacdo de Aeromonas spp. Os ecossistemas
aquaticos também contribuem para a disseminacdo ambiental de antimicrobianos que
sdo usados indiscriminadamente nas praticas de agricultura, especialmente na
aquicultura, contribuindo para o surgimento de cepas bacterianas resistentes, que sao
um problema de satde publica em todo 0 mundo (WELLINGTON et al., 2013).

3.2.2 Aeromonas e alimentos

A presenca de bactérias do género Aeromonas nos alimentos tem sido
demonstrada. Normalmente destacam-se os alimentos que durante sua industrializagdo
entraram em contato com a agua, a qual é tida como habitat natural das diversas
espécies e principal fonte de contaminacéo (BIZANI; BRANDELLI, 2001).

PALUMBO et al. (1985) encontraram espécies de Aeromonas isoladas em
alimentos como frutos do mar, leite cru, frango e carnes, como carne de cordeiro, vitela,
carne de porco e carne moida. Enquanto as contagens iniciais nesses alimentos variaram
de 10%a 10 ° UFC/g a 5 °C, ap6s um periodo de 7 dias em temperaturas de refrigeragdo

a quantidade de Aeromonas aumentou significativamente na maioria dos produtos.

Microrganismos deste género sdo psicrofilos, ou seja, mesmo apresentando
como temperatura 6tima para seu crescimento algo em torno de 28 °C sdo capazes de se
desenvolver nas temperaturas empregadas na conservacdo de alimentos. Desta forma, a
refrigeracdo do leite cru, embora proporcione o controle de microrganismos mesofilicos
indesejados, como S. aureus, acaba por favorecer o desenvolvimento de psicrotrofilos,
como Aeromonas spp. (MARCHAND et al., 2008).
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As bactérias pertencentes ao género Aeromonas em sua grande maioria, possui
capacidade de deteriorar alimentos. Esses microrganismos sdo potenciais produtores de
exoenzimas termorresistentes, como lipases e proteases. Estes metabdlitos, mesmo
tendo a sua estrutura tercidria danificada durante o processo de pasteurizacdo (que
ocorre na producdo da maioria dos alimentos), sdo capazes de reorganizar a sua
estrutura tridimensional, tornando-se novamente ativos e passiveis de deteriorar 0s
produtos posteriormente obtidos (BRAUN; SUTHERLAND, 2005).

Segundo KIROV e BRODRIBB (1993), cepas de Aeromonas spp. podem
produzir enterotoxinas e hemolisinas nos alimentos armazenados sob baixas

temperaturas (7°C).

YADAYV e KUMAR (1999) isolaram Aeromonas de leite pasteurizado, sorvete e
peixe, encontrando A. hydrophila, A. caviae e A. sobria, sendo que dos 45 isolados, 26

apresentaram producéo de enterotoxina no teste de alca intestinal ligada de coelho.

MAJEED e MAC RAE (1991) comprovaram a producdo de enterotoxina e
hemolisina por cepas de A. hydrophila e A. sobria em extrato de carne sob baixas
temperaturas. Estas toxinas foram detectadas apos cinco dias de incubacdo a 12°C e
apos 8 dias a 5°C. Estes resultados sdo considerados importantes para a satde publica,
pois a refrigeracdo dos alimentos ndo pode prevenir a producdo destes fatores de

viruléncia pelas Aeromonas.

BULHOES e ROSSI JUNIOR (2002) estudaram a prevaléncia de Aeromonas
hydrophila no queijo minas frescal artesanal, e detectaram a sua presenca em 51,2% das
amostras (82/160), em quantidades que variaram entre 5,0 x 10%e 4,0 x 10° UFC.g™.
Segundo os referidos autores, as precarias condi¢cdes de higiene no setor primario e o
possivel uso de adgua ndo tratada seriam pontos criticos a sua inser¢do nesta cadeia

produtiva.

Em um levantamento de todos os alimentos de origem animal realizado na india,
as Aeromonas foram isoladas de peixes (22%), caramujos (6,25%), ovos de codorna
(18%), leite de bufala (2,8%) e carne de cabra 8,9% (AGARWAL et al., 2000).
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3.2.3 Aeromonas e animais

Membros dos géneros Aeromonas tém sido descritos como componentes da
microbiota de animais ectotérmicos e aves aquaticas e sdo considerados potencialmente
patogénicos para estes animais e seres humanos, causando doencas transmitidas pela

agua ou infecgdes por inoculacdo traumatica (KIM et al., 2015; JANDA et al., 2016).

Os alimentos de origem animal, incluindo animais contaminados, podem
desempenhar papéis significativos na transmissdo das Aeromonas de alimentos ou
animais para seres humanos e as fezes de animais parecem ser a principal fonte de
contaminacdo dos alimentos. A presenca de Aeromonas em alimentos de origem animal
pode constituir um problema de saude publica para 0s seres humanos que entram em
contato com esses produtos (CEYLAN et al., 2009).

A espécie A. hydrophila foi isolada de fezes de equinos normais, suinos, ovinos
e vacas, mostrando-se presentes em 6,4% das amostras de equinos, 9,6% das amostras
de suinos, 9,0% das amostras de ovinos e 21,1% das amostras bovinas. A taxa de
transporte fecal total em animais é ligeiramente maior do que em seres humanos
normais, que € <1 a 7% para a maioria dos estudos, embora alguns estudos relatam
maiores taxas (GRAY, 1984). FIGURA e MARRI (1985) isolaram espécies
de Aeromonas das fezes de animais domésticos e encontraram maior frequéncia de A.

hydrophila do que A. caviae .

GRAY e STICKLER (1989) estudaram a presenca de Aeromonas nas fezes de
suinos e bovinos durante o periodo de doze meses. Aeromonas foram encontradas em
8,8% das 520 amostras de suinos e 4,6% das 481 amostras de bovinos. A. hydrophila
(62% dos isolados) foi a espécie predominante em bovinos, seguida por A. caviae
(32%) e A. sobria (15%). Em suinos, A. caviae (59%) foi a mais comum, seguida por A.
hydrophila (41%). Os autores concluiram, ainda, que 0s bovinos adquiriram Aeromonas

pela ingestdo de dgua contendo estes microrganismos.

ROSSI JUNIOR et al. (2000a), no Brasil, pesquisaram Aeromonas na agua
(abastecimento/residuaria) de abatedouro bovino. As bactérias do género Aeromonas
foram isoladas em 10 (33,3%) amostras da agua dos currais e em 10 (33,3%) amostras
da &gua residuaria da lavagem de carcacas. As espécies isoladas foram A. hydrophila

em duas (2,2%) e A. caviae em 19 (21,1%) amostras. Os resultados evidenciaram que a



30

agua dos currais pode ser uma importante fonte de contaminacdo para a pele e, através

dela, as Aeromonas podem chegar a sala de abate.

ROSSI JUNIOR et al. (2000b) também realizaram a pesquisa de Aeromonas nas
méaos de 60 manipuladores de carne bovina que trabalhavam na fase de limpeza das
carcacas. Os resultados obtidos evidenciaram que duas (6,7%) e sete (23,3%) amostras
apresentaram-se contaminadas pelos referidos microrganismos, antes e durante a
realizacdo da jornada de trabalho, respectivamente. Foram isoladas as espécies A.
hydrophila e A. caviae, nos dois tipos de amostras, sendo que um isolado de A.
hydrophila e um de A. sobria se revelaram como produtores de enterotoxinas frente a
prova da inoculacdo em alca intestinal ligada de coelho.

Estas observacdes reforcam a importancia do monitoramento dos diferentes
ambientes em relacdo a presenga desses microrganismos para minimizar o0s riscos de
contaminacdo dos animais e consequentemente a prevencao de infec¢bes por humanos
(CASTELO-BRANCO et al., 2017).

Segundo LEHANE e RAWLIN (2000) A. salmonicida e A. hydrophila causam
furunculose, doenca ulcerativa, doenca hemorragica, doenca de vermelhiddo e
septicemia em peixes. Os pesquisadores investigaram zoonoses adquiridas de peixe e
relataram que as Aeromonas causaram celulite, miosite e septicemia como resultado de
lesbes por manipulacdo de peixes, trabalho na aquicultura ou manutencdo de peixes

como animais de estimacao.

As espécies de Aeromonas podem desencadear estomatite ulcerativa em cobras
e lagartos, doenca de "perna vermelha" em sapos, septicemia em cées e artrite séptica
em bezerros. Aeromonas spp. também foram implicados em uma variedade de
processos infecciosos em focas (THORNTON et al., 1998) e como causa de vesiculite
seminal em touros (MORO et al., 1999). Esses dados sugerem fortemente que 0s
animais sao sempre reservatorios para a introducao e intercambio de Aeromonas spp. no

mundo microbiano ambiental.
3.3 Fatores de viruléncia e seu papel na patogenicidade

A grande dispersdao da Aeromonas spp. ho meio ambiente pode ser a hipdtese

mais provavel de infec¢bes por consumo de alimentos e &gua contaminada, mesmo sem
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grandes surtos terem sidos relatados. Os microrganismos usam suas proprias estratégias
de sobrevivéncia e multiplicacdo, combatendo os mecanismos de defesa do sistema
imunolégico do hospedeiro. As manifestacdes clinicas observadas atraves das infecgdes
por Aeromonas sugerem que poderia haver uma complexa rede de mecanismos
patogénicos formando um processo multifatorial. Estudos recentes parecem reforcar
esta hipotese, pois a viruléncia deste género depende da estirpe bacteriana, da via de
infeccdo e do animal utilizado como organismo modelo (CHOPRA; HOUSTON, 1999;
PEIXOTO et al., 2012; YU, H. B. et al., 2005).

Os principais fatores patogénicos associados ao género Aeromonas sao camada
externa de polissacarideos (capsula e lipopolissacarideos), camadas-S, sistemas de
ligagdo ao ferro, exotoxinas e enzimas extracelulares, sistemas de secrecdo, fimbrias e
outras adesinas ndo filamentosas, motilidade e flagelos (SCHUBERT, 2000; SOLER et
al., 2002; KHAJANCHI et al., 2010).

3.3.1 Camada externa de polissacarideos

3.3.1.1 Capsula

A céapsula é uma estrutura composta de polissacarideos que normalmente cobre a
membrana externa da célula bacteriana (Figura 2). E altamente hidratada
(aproximadamente 95% € agua) e composta por repeticdes de monossacarideos que
estdo ligados entre si por ligacdes glicosidicas que podem causar homo ou hetero-
polimeros. A variedade de monossacarideos formadores de capsulas, diferentes ligacdes
e possiveis modificacbes contribuem para uma elevada diversidade e complexidade
estrutural (ROBERTS, 1996).

Figura 2: Estrutura Celular Bacteriana - Capsula
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Fonte: http://educacao.globo.com/biologia/assunto/microbiologia/bacterias.html
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Essa estrutura frequentemente forma a camada mais externa da célula bacteriana
e, portanto, participa das interagdes das bactérias com o meio ambiente. Em
consequéncia, as capsulas tém sido descritas como um importante fator de viruléncia de
muitos patdgenos, pois dificultam a fagocitose (reduzem a opsonizacao), favorecem as
interagBes com outras bactérias e o tecido hospedeiro e atuam como barreira contra as
toxinas hidrofébicas (MERINO; TOMAS, 2010).

3.3.1.2 Lipopolissacarideo

Lipopolissacarideo (LPS) é um glicoconjugado de superficie Gnico para
bactérias Gram-negativas e um fator chave de respostas imunes inatas, variando de
inflamacgdo local para sepses disseminadas. As bactérias Gram-negativas tém duas
camadas de membrana separadas por um espaco periplasmatico: uma membrana interna
ou plasméatica e a membrana externa. LPS € um componente principal do folheto
externo da membrana externa e consiste em: lipidio A, nucleo oligossacarideo, e
antigeno O (polissacarideos O-especificos), como demonstra a figura 3 (WHITFIELD;
VALVANO, 1993).

Figura 3: Estrutura do Lipopolissacarideo
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Fonte: http://www.microbiologybook.org/Portuguese/lipo-portuguese.jpg

O antigeno O, que é a parte mais exposta a superficie de LPS, medeia a
patogenicidade protegendo as bactérias infectantes da morte do complemento do soro e
da fagocitose (JOINER, 1988; WHITFIELD; VALVANO, 1993).
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Os antigenos O sdo polimeros de unidades de repeticdo dos nucleos
oligossacarideos. A composi¢do quimica, estrutura e antigenicidade dos antigenos O
variam amplamente entre bactérias Gram-negativas, dando origem a um grande nimero
de O-sorogrupos (MARTINEZ-MURCIA, 1992).

O lipideo A € uma estrutura altamente conservada e covalentemente ligado ao
complexo polissacarideo. E o componente lipidico do LPS e contém a regido
hidrofobica de ancoragem da membrana do LPS. O lipideo A consiste num dimero
fosforilado de N-acetilglucosamina (NAG) com 6 ou 7 &cidos graxos saturados ligados.
Alguns acidos graxos estdo ligados diretamente ao dimero de NAG e outros sdo
esterificados por outros acidos graxos 3-hidroxi que estdo caracteristicamente presentes.
A sua atividade biologica parece depender de uma conformacdo peculiar que €
determinada pelo dissacarideo de glucosamina, os grupos PO4, as cadeias acilo e
também o ndcleo interno contendo &cido 3-desoxi-D-mano-octosonico (Kdo) (WANG;
LI; ALTMAN, 2006).

O nacleo pode ser subdividido em duas regides: o nlcleo interior e exterior, com
base na sua composicao de agucar. O nucleo interno € ligado ao lipideo A na posicéo 6'
de um NAG, e todos os nucleos internos conhecidos contém Kdo ou um residuo
derivado (acido 3-glicero-D-talo-octulosénico). Dentro de um género ou familia, a
estrutura do nucleo interno tende a ser altamente conservada. Em contraste, o ndcleo
exterior proporciona um local de ligacdo ao polissacarido O e apresenta uma
diversidade mais estrutural, embora a variacdo dentro de uma determinada espécie, ou
mesmo um género, seja ainda limitada (CUTHBERTSON; KOS; WHITFIELD, 2010).

A atividade mais proeminente de LPS ¢ a sua poténcia imunoestimuladora que
conduz a sindrome clinica complexa de sepses Gram-negativa quando a resposta inicial
do hospedeiro a uma infeccdo se desregula. A manifestacdo clinica da sepse é
caracterizada por febre, hipotensdo, insuficiéncia respiratéria e renal e coagulacdo
intravascular disseminada. Estes efeitos ndo séo o resultado da toxicidade do LPS, mas
sim uma consequéncia da ativacdo celular pelo LPS e uma subsequente desregulacao da
resposta inflamatoria do hospedeiro (LUDERITZ et al., 1978).

A atividade biolégica do LPS é enfatizada na ancora lipidica da molécula

(lipideo A ou “principio endotoxico” do LPS). As propriedades endotoxicas de LPS
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derivam da libertacdo do lipido A de bactérias lisadas que podem provocar uma
inflamagdo sistémica principal conhecida como choque séptico ou endotoxico
(LUDERITZ et al., 1978).

A interacdo de LPS com células do sistema imune inato leva a formagdo e
liberacdo de mediadores enddgenos iniciando respostas inflamat6rias e imunes
essenciais para uma defesa antibacteriana (BEUTLER et al., 2003). Esse mecanismo
primariamente protetor pode ficar ofuscado por uma resposta fisiopatologica aguda com
os sintomas clinicos tipicos de choque séptico que frequentemente acompanham a
liberacdo de mediadores inflamatdrios, como o fator de necrose tumoral (TNF-o)
durante a infec¢do. O LPS ndo induz a desgranulacdo em macrdfagos, mas estimula a
sintese e liberacdo de citocinas nessas celulas (GUMENSCHEIMER et al., 2002).

O polissacarido O (antigeno O) é normalmente ligado a um terminal do ndcleo
exterior e consiste em subunidades de oligossacarideos repetidas, compostas por 1 a 6
acucares. As cadeias individuais variam em comprimento, até 40 unidades repetidas,
que constituem o dominio hidrofilico da molécula de LPS, bem como um determinante
antigénico principal da parede celular Gram-negativa (SAKAZAKI; SHIMADA, 1984).

A variabilidade de unidades repetidas de O-polissacarideos, particularmente o
acucar terminal, confere especificidade imunologica do antigeno O. O primeiro
sorogrupo de estirpes de Aeromonas incluiu 44 sorogrupos baseados em antigenos O
para um total de 307 cepas de A. hydrophila e A. caviae. Posteriormente, foi expandido
a 97 O sorogrupos (THOMAS, LINDA V. et al., 1990). Mais de 60% dos casos de
septicemia estdo relacionados a quatro desses sorogrupos: (O: 11; O: 16; O: 18; O: 34)
(JANDA; ABBOTT, 1998).

O sorogrupo O: 11 esta associado a infeccGes graves em seres humanos, como
septicemia, meningite e peritonite, enquanto que o sorogrupo O: 34, 0 mais comum em
Aeromonas mesofilicas, esta associado a infeccdes de feridas em seres humanos e surtos
de septicemia em peixes. Além disso, o LPS dos sorogrupos O: 13, O: 33, 0: 34 e O: 44
demonstram a termo adaptacdo. Assim, altas temperaturas de crescimento (37 ° C)
aumentam o0s niveis de acidos graxos hidroxilados e saturados no lipideo A dos
sorogrupos O: 34, O: 13, O: 33, e O: 44 (MERINO; CAMPRUBI; TOMAS, 1992).
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LPSs de Aeromonas sdo principalmente heterogéneos compostos por misturas de
moléculas LPS e mais de 50 unidades de oligossacarideos de repeticdo. Muitas bactérias
Gram-negativas clinicamente relevantes sintetizam este tipo de LPS. Os LPSs sdo
moléculas anfipéticas cuja hidrofobicidade diminui com o aumento do comprimento da
parte de acucar (CAROFF; KARIBIAN, 2003).

Em relacdo as atividades bioldgicas de Aeromonas ssp, tal como outras bactérias
Gram-negativas, o lipideo A induz a ativacdo policlonal das células B e
consequentemente a resposta a imunoglobulina M. MORRISON (1983) e MERINO et
al (1995) observaram-se diferentes efeitos apds a injecdo de cepas de Aeromonas em
animais: pirogenicidade, leucopenia seguida de leucocitose, choque séptico, necrose
hemorragica de tumores, diarréia e também morte. As cadeias longas de O: 34
aumentam a atividade hemolitica, viruléncia em peixes e camundongos, aderéncia a
ceélulas epiteliais humanas e podem ser consideradas um fator importante de colonizacgéo
in vivo (AGUILAR et al., 1997).

3.3.2 Camada-S

A camada S é uma camada de proteina de superficie de natureza cristalina, que €
produzida por uma ampla gama de bactérias para formar o envelope celular mais
externo. A andlise quimica mostrou que é composta por uma Unica proteina ou
glicoproteina e apresenta simetria de rede obliqua, quadrada ou hexagonal com
dimensdes de células unitarias na faixa de 3 a 30 nm. As camadas S sdo geralmente de 5
a 10 nm de espessura e seus poros possuem morfologia e tamanho idéntico (diametro, 2-
8 nm) (BEVERIDGE et al., 1997).

As camadas- S foram associadas a uma série de funcBGes possiveis que se
relacionam com a patogenicidade. Devido a sua exposi¢cdo na superficie celular,
desempenham um papel crucial em diversas fungdes biolégicas: adesdo, protecdo contra
o complemento e ataque por fagdcitos, propriedades antigénicas, local de ancoragem
para exoenzimas hidroliticas, receptores de bacteriéfagos e outros (BEVERIDGE et al.,
1997).

A camada S de Aeromonas é composta por subunidades de uma Unica proteina,

que formam um complexo tetragonal que cobre toda a célula bacteriana e constitui o
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antigeno de superficie predominante (CHU et al., 1993). A secrecdo de subunidades de
camada S de Aeromonas envolve a clivagem de um peptideo de sinal a ser translocado
através da membrana plasmatica, bem como diferentes proteinas especificas, homdlogas
a componentes do sistema de secre¢do, séo transferidas do plasma para a camada S.
Contudo, isso promove uma associacdo entre proteinas e macréfagos da matriz
extracelular, ligagdo a porfirinas (KAY, W. W. et al.,, 1985) e imunoglobulinas
(PHIPPS; KAY, 1988), protecdo contra proteases e consequentemente, morte por
oxidacdo (CHU et al., 1993).

A presenca da camada- S nas espécies mesofilas de Aeromonas spp. do
sorogrupo O: 11 aumenta sua capacidade de aderéncia que contribui para a colonizagéo
da mucosa intestinal, além de gerar uma maior resisténcia a fagocitose, oque pode
facilitar a disseminacdo sistémica, apds a invasdo através da mucosa gastrointestinal
(KAY, W. W. et al., 1981).

3.3.3 Sistemas de ligacéao ao ferro

Numerosos ambientes contém menos de 1 uM de ferro, o que é considerado
ruim para o crescimento microbiano. A baixa disponibilidade de ferro livre torna o
crescimento bacteriano e patogenicidade mais dificil, mas ndo impossivel. Os
microrganismos desenvolveram uma série de mecanismos para sequestro de ferro de
seus hospedeiros ou de polimeros insoliveis do ambiente, incluindo: a reducéo do ferro
férrico ao ferro ferroso, ocupacdo de nichos intracelulares, utilizacdo de compostos de
ferro do hospedeiro e producéo de sideroforos (STINTZI; RAYMOND, 2000).

A competicdo pelo ferro entre o hospedeiro e o microrganismo demonstra o
avanco da invasdo bacteriana. Devido a presenca de proteinas de ligacdo ao ferro no
hospedeiro, tais como hemoglobina, transferrina e ferritina, o ferro é pouco acessivel in
vivo. Concentracbes de ferro no soro estdo longe de ser o minimo necessario para o
crescimento durante as infeccGes de muitas bactérias. Essa capacidade de privar um
nutriente essencial de um microrganismo € conhecida como imunidade nutricional
(STINTZI; RAYMOND, 2000).

Dois mecanismos de alta afinidade para adquirir ferro sdo conhecidos nas

linhagens de Aeromonas: mecanismos dependentes de sideroforos e independentes de
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siderdforos. Os sideroforos sdo peptideos de baixo peso molecular que apresentam
grupos funcionais com elevada afinidade e especificidade em relacdo aos ions de ferro.
Estes peptideos necessitam de receptores especificos ligados a membrana celular, bem
como um aparelho associado as células para incorporar 0 metal no metabolismo
bacteriano (TELFORD; RAYMOND, 1998)

Aeromonas mesofilicas sintetizam os sider6foros enterobactina ou
amonabactina, mas nunca os dois. A enterobactina € encontrada em diferentes bactérias
Gram-negativas, enquanto a amonabactina € conhecida apenas em Aeromonas spp.
(TELFORD; RAYMOND, 1998). Por isso, a sua biossintese em Aeromonas spp. €
codificado por dois grupos de genes distintos: 0s genes amo, nas cepas que produzem a
amonabactina, e 0s genes aeb, nas cepas produtoras de enterobactina (MASSAD;
ARCENEAUX; BYERS, 1994).

A expressdo de genes envolvidos na aquisicdo de ferro é fortemente regulada
pela proteina férrica de absor¢cdo Fur (DE LORENZO, V. et al., 1987). Um teste
genético conhecido como o ensaio de titulacdo Fur sobre Aeromonas identifica os genes
regulados por Fur para a biossintese de sider6foros e para o transporte de ferro-
sideroforo. Um estudo da distribuicdo genética demonstrou que todas as estirpes
analisadas partilnavam genes para a biossintese e transporte de sideroforos, indicando
que estes dois sistemas de aquisicdo de ferro sdo um traco conservado entre elas
(NAJIMI; LEMOS; OSORIO, 2009).

A aquisicao de ferro é reconhecida como um dos passos-chave na sobrevivéncia
de patdgenos bacterianos dentro de seus hospedeiros, e contribui significativamente
para a viruléncia (BRAUN, 2005). As proteinas de A. salmonicida reguladas pelo ferro
tém demonstrado serem antigenos protetores para peixes e sdo bons candidatos para a
melhoria das vacinas (HIRST; ELLIS, 1994).

3.3.4 Exotoxinas e outras enzimas extracelulares

Toxinas com atividades hemoliticas, citotéxicas e enterotoxicas foram descritas
em diferentes espécies de Aeromonas (NAMDARI; BOTTONE, 1990; CHOPRA;
HOUSTON, 1999; WANG et al., 2003).
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As bactérias do género Aeromonas podem produzir duas categorias de
enterotoxinas: a citotdnica que possui mecanismo semelhante a da toxina colérica,
estimulando eventos mediados por ciclina e adenosina monofosfato ciclico (AMPc),
provocando secrecdo de agua e sal pelas células intestinais, e a citotoxica, que causa a
destruicdo das criptas e microvilos do intestino delgado resultando em uma a¢do mais
danosa para o epitélio intestinal do hospedeiro (CHOPRA; HOUSTON, 1999; EPPLE
et al., 2004; COUTO et al., 2007).

WANG et al. (2003) realizaram um estudo com modelo animal, em teste de alca
ligada de ratos, e concluiram que as enterotoxina citotdxica (produzidas pelo gene act),
citotdnica termo-labil (produzidas pelo gene alt) e citotdnica termo-estavel (produzida
pelo gene ast), contribuem para gastroenterite causada por A.hydrophila.

Entre as diversas toxinas produzidas pelo género, o grupo aerolisina-hemolisina,
o qual inclui a toxina Act, ainda continua a ser o principal e mais importante na
patogenia desses microrganismos (CHOPRA et al., 1996; MARTIN-CARNAHAN e
JOSEPH,2005).

3.3.4.1 Enterotoxinas citotdxicas

As enterotoxinas citotoxicas provocam a degeneracdo de criptas e vilosidades
do intestino delgado e as suas estirpes produtoras sao geralmente isoladas de pacientes
que sofrem de diarreia (ASAO, TSUTOMU et al., 1984; CHOPRA; HOUSTON, 1999).

S&o sintetizadas como uma pré-proteina contendo um peptideo, que se separa
depois de atravessar a membrana interna, resultando em uma proteina inativa e uma
toxina ativa. A toxina ativa liga-se a uma glicoproteina na superficie da célula alvo,
formando poros na membrana celular do hospedeiro que causam a morte celular
(FERGUSON et al., 1997).

As enterotoxinas citotoxicas de A. hydrophila, desempenham um papel
importante nas infeccbes por Aeromonas, uma vez que induz a sinalizacdo celular
precoce em células eucarioticas, o que leva a producdo de mediadores de inflamacdo em
macrofagos e em células epiteliais humanas. Além disso, também contribui para a
apoptose (GALINDO; GUTIERREZ; CHOPRA, 2006).
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A Act é uma toxina formadora de poros relacionada a aerolisina que é
responsavel pelas atividades hemoliticas, citotoxicas e enterotoxicas de A. hydrophila,
sendo seu principal fator de viruléncia. A hemdlise envolve a formacéo de poros na
membrana da célula alvo e entrada de agua a partir do meio externo, resultando em
inchaco das células e posterior lise. A toxina interage com as membranas dos eritrocitos,
insere-se na bicamada lipidica e cria poros na gama de 1,14 a 2,8 nm. O colesterol serve
como receptor para Act, e o grupo 3'-OH deste constituinte de membrana é importante
para a interacdo. Uma vez que Act tenha interagido com colesterol nas membranas
celulares, a toxina é ativada e acontece a formacdo dos poros (SHA; KOZLOVA;
CHOPRA, 2002).

A atividade da toxina também inclui danos nos tecidos e elevada secrecdo de
fluidos nas células epiteliais intestinais, resultantes da inducdo de um processo
inflamatdrio nas células alvo. A Act modula a producéo de citocinas pro-inflamatorias,
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1p) e IL-6 em
macrofagos. O TNF-a e a IL-1p estimulam a produgdo da 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS) que, atraves da producéo de 6xido nitrico (NO), que é um elemento essencial da
imunidade antimicrobiana, causa danos tissulares induzidos pelo hospedeiro (CHOPRA
et al., 2000).

Simultaneamente, Act tem a capacidade de ativar o metabolismo do é&cido
araquidénico (AA) em macrofagos que conduz a producdo de eicosanoides (por
exemplo, prostaglandina E2 [PGE2]) acoplada a via da ciclooxigenase-2 (COX-2). AA
€ um substrato para a producédo de PGE2, mas esta presente em concentracdes limitadas
nas células (CHOPRA et al., 2000).

Act aumenta a quantidade de AA dos fosfolipides induzindo a fosfolipase A2,
gue atua na membrana das células eucaridticas. Act aumenta a producdo de AMP ciclico
(cAMP) em macrofagos por ativacdo indireta da adenilato ciclase pela PGE2. A toxina
de A. hydrophyla também induz a producdo de proteina anti-apoptotica Bcl-2 em
macrofagos, evitando a ocorréncia de apoptose macica resultante da inducéo da resposta

inflamatdria, o que seria indesejavel para as bactérias (CHOPRA et al., 2000).
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3.3.4.2 Enterotoxinas citotonicas

As enterotoxinas citotdnicas conhecidas como Alt e Ast, ndo produzem
degeneracdo do epitélio e possuem mecanismos de acdo semelhantes aos da toxina
colérica, uma vez que aumentam os niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e
prostaglandinas nas células epiteliais intestinais resultando em uma resposta secretoria
de fluido em intestino de ratos pequenos. A enzima Alt possui 44 kDa, é termo-labil a
56°C e a enzima Ast consiste numa enterotoxina de 44 kDa, termo- estavel a 56°C
(CHOPRA et al., 1996; ALBERT et al., 2000).

Chopra e colaboradores purificaram uma enterotoxina citotonica termolabil Alt,
de A. hydrophila que aumentou os niveis de AMPc e prostaglandinas na mucosa
intestinal de ratos. Eles também detectaram uma enterotoxina citotonica termostavel (56
° C por 20 min.), Ast, que provoca secrecdo de fluidos no intestino delgado do rato e
aumenta os niveis de AMPc nas células da mucosa, comprovando o mecanismo de agédo
dessas enzimas (CHOPRA; HOUSTON, 1999).

3.3.4.3 a-hemolisinas e -hemolisinas

Além das enterotoxinas hemoliticas citotoxicas, as estirpes de Aeromonas spp.
produzem pelo menos duas outras classes de hemolisinas sem propriedades
enterotoxicas: a-hemolisinas e -hemolisinas (THELESTAM; LJUNGH, 1981).

As a-hemolisinas s&o sintetizadas na fase estacionéria bacteriana de crescimento
e levam a efeitos citotoxicos reversiveis e a lise incompleta dos eritrocitos. As f-
hemolisinas, por outro lado, sdo normalmente sintetizadas na fase de crescimento
exponencial. Sdo termostaveis (5 min a 56 ° C) e toxinas formadoras de poros que
levam a lise osmética e a destruicdo completa dos eritrocitos (THELESTAM,;
LJUNGH, 1981). Portanto, a principal fungdo da B-hemolisina é causar acimulo de
fluido no intestino e, conseqglientemente, provocar a ativacdo dos mediadores
inflamatérios dos granuldcitos favorecendo a inducdo da apoptose em células
hospedeiras (EPPLE et al., 2004).

Estudos indicam que a atividade hemolitica de A. hydrophila esta relacionada
aos genes de B-hemolisina (hlyA), aerolisina e enterotoxina citotoxica (WANG et al.,

2003), e outras espécies de Aeromonas possuem atividade hemolitica pela presenca de
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genes denominados hlyA e aerA, sendo possivel que a mesma cepa possua mais de um
desses genes (HEUZENROEDER et al., 1999; SEM; RODGERS, 2004).

3.3.4.4 OQutras enzimas extracelulares

Aeromonas spp. também secretam uma vasta gama de enzimas extracelulares,
incluindo proteases, lipases, amilases, quitinases, nucleases e gelatinases. Embora em
muitos casos seu papel na patogenicidade ainda esteja por determinar, eles representam
um grande potencial de adaptacdo as mudancas ambientais (NITTA et al., 2008)..

Proteases sdo enzimas que quebram ligacGes peptidicas entre os aminoacidos das
proteinas, processo chamado de clivagem proteolitica, um mecanismo comum de
ativacdo ou inativacdo de enzimas (HEDSTROM, 2002).

Proteases extracelulares contribuem para a versatilidade metabdlica que permite
que as Aeromonas persistam em diferentes habitats e que facilitam as interacOes
ecoldgicas com outros organismos. Em geral, as proteases podem contribuir para a
invasdo da promogdo da patogenicidade por danos diretos do tecido do hospedeiro ou
pela ativacdo proteolitica das toxinas (NITTA et al., 2008). Além disso, eles tambem
podem contribuir para o estabelecimento da infec¢do superando as defesas iniciais do
hospedeiro, por exemplo, inativando o sistema do complemento ou fornecendo
nutrientes para a proliferacao celular (LEUNG; STEVENSON, 1988).

Um exemplo de uma classe das proteases é a serina protease (ASP) uma
substancia importante para a area clinica, uma exotoxina liberada por algumas espécies
de Aeromonas que pode estar envolvida no choque séptico. Esta substancia é capaz de
provocar a coagulacdo do plasma e a queda da pressdo sanguinea do infectado, devido

ao vazamento do liquido intravascular (NITTA et al., 2007).

Um estudo identificou trés tipos de proteases em espécies de Aeromonas: serina
protease termolabil e duas metaloproteases termoestaveis por serem sensiveis e
suscetiveis ao EDTA, respectivamente (PEMBERTON et al., 1997).

As lipases ou triacilglicerol hidrolases sdo produzidas por uma ampla gama de
bactérias. Podem proporcionar nutrientes e constituir fatores de viruléncia interagindo
com leucécitos humanos ou afetando varias funcdes do sistema imunitario atraveés de

acidos graxos livres gerados pela atividade lipolitica (PEMBERTON et al., 1997).
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Em A. hydrophila foram descritas diferentes lipases, como a lipase
aciltransferase Ah65, H3, Apll e Lip, com a lipase Apll mostrando atividade de
fosfolipase C. Em Aeromonas spp. no sorogrupo O: 34 foram descritas duas lipases:
fosfolipase Al e C. A fosfolipase C possui atividades citotoxicas e seu papel como fator
de viruléncia foi demonstrado (MERINO et al., 1999). Além disso, glicerofosfolipideo-
colesterol aciltransferases (GCAT), que digerem as membranas dos eritrocitos e leva
sua lise, foram isolados de A. hydrophila e A. salmonicida (PEMBERTON et al., 1997).

Quanto aos genes de lipase (lip e lipH3), estes codificam enzimas extracelulares
semelhantes as esterases. Juntamente com estes, genes codificadores da fosfolipase C
(apl-1) e fosfolipase Al (pla) foram encontrados em cepas de A. hydrophila (CHUANG
et al., 1997). Embora as propriedades fisicas destas enzimas, tais como seu tamanho
molecular, estabilidade térmica e especificidades de substratos sejam diferentes umas
das outras, os genes lip, lipH3, apl-1, e pla apresentam semelhancas em suas sequéncias
de amino&cidos (MERINO et al., 1999).

Geralmente, organismos procariontes e eucariontes sintetizam proteases como
precursores inativos denominados preproenzimas, que sdo ativados somente apés a
remocdao proteolitica de um propeptideo, o qual € covalentemente anexado ao nitrogénio
(N) e/ou Carbono (C) terminal da sequéncia de proteases maduras. Um exemplo, é a
elastase produzida por A. hydrophila, uma metaloprotease de 33KDa, que é codificada
pelo gene ahpB e sintetizada como uma preproenzima de 53,4KDa, ligada
covalentemente a uma peptideo e propeptideo aminoterminal de 18KDa (KESSLER et
al., 1998).

Elastase ¢ uma enzima da classe das proteases (peptidases), cujo papel em
doencas é interromper fortes ligacGes peptidicas, causar danos ao tecido proteolitico,
quebrar citocinas e inibidores da protease alfa, clivar imunoglobulina A e G (IgA, 1gG)
e unir-se tanto a C3bi, um componente do sistema complemento, como ao CR1, um
receptor de neutrofilo para outro complemento, moléculas envolvidas na fagocitose.
Sendo assim, a clivagem de IgA e IgG contribui para a diminuicdo da capacidade de

neutrofilos de eliminarem bactérias por fagocitose (HORWITZ et al.,1999).

CASCON et al. (2000) sugeriram que a interrupcdo do gene ahpB (elastase) em

A. hydrophila resulta em um aumento de 100 vezes no DL50 de A. hydrophila em
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peixes, sugerindo que tanto a elastase, uma zinco metaloprotease, como a protease
(AhpB) secretada por A. hydrophila com alta atividade elastolitica, sejam importantes

fatores de viruléncia na patogénese de organismos.
3.3.5 Sistemas de secrecéo

As bactérias gram-negativas tém uma membrana citoplasmatica, uma fina
camada de peptideoglicano e uma membrana externa contendo lipopolissacarideo.
Existe um espaco entre a membrana citoplasmatica e a membrana externa chamada
espaco periplasmatico. Para transportar proteinas para a superficie celular ou para o
espaco extracelular, as bactérias Gram-negativas desenvolveram sistemas de secrecdo
diferentes: sistemas de secregdo tipo I, Il, 111, IV, V e VI (HENDERSON et al., 2004).

Esta classificacdo baseia-se no transporte de proteinas através da membrana
externa e refere-se a natureza molecular do mecanismo de transporte e as reagdes
catalisadas. Os mecanismos envolvidos no transporte de proteinas através da membrana
citoplasmatica, em todos os sistemas de secrecdo acima mencionados, podem ser
divididos em dois grupos principais: Sec-dependente e Sec-independente
(KOSTAKIOTI et al., 2005).

As proteinas segregadas através da via Sec-dependente contém um peptideo
sinal N-terminal e utilizam a Sec translocase para transporte através da membrana
citoplasmatica. A via Sec-dependente inclui o sistema de secrecdo tipo Il e V. As vias
sec-independentes permitem a exportacdo do citoplasma para o ambiente extracelular
num passo e ndo envolvem intermediarios periplasmaticos. Estas vias incluem sistemas
de secrecdo tipo I, 11, IV e VI, embora o tipo IV também possa empregar a via Sec-
dependente (PALMER; BERKS, 2003).

Os sistemas de secrecao Il e VI (T3SS e T6SS, respectivamente) tém sido
documentados por desempenharem um papel critico na viruléncia de muitas bactérias
Gram-negativas, sdo frequentemente ativados no contato com células alvo e libertam as
suas proteinas toxinas, 0s chamados efetores, diretamente no citosol das células
hospedeiras (TOMAS, 2012).
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3.3.5.1 Sistema de secrecéo de tipo Il

O T3SS consiste num complexo sistema multicomponente que transporta
proteinas bacterianas, frequentemente envolvidas na patogenicidade, diretamente a
partir do citoplasma bacteriano através da membrana interna e externa do envelope
bacteriano para 0 meio externo ou diretamente para as células eucarioticas (GALAN;
COLLMER, 1999).

O T3SS contém trés tipos diferentes de proteinas: (a) componentes estruturais
que formam estruturas semelhantes a agulhas, os chamados injetaveis; (B) substratos de
secrecdo, denominados efetores; (C) acompanhantes que auxiliam e protegem as
proteinas estruturais e efetoras durante o transporte. Os injetaveis consistem em
aproximadamente 20 proteinas diferentes que se unem para formar uma estrutura tipo
agulha com agulhas finas e rigidas ocas que se estendem a partir da superficie celular e
sdo ancoradas ao envelope por estruturas basais que se assemelham a corpos basais de
flagelos. Esta estrutura & normalmente induzida no contato com as células hospedeiras e
permite a translocacdo dos efetores para o citosol eucaridtico (GALAN; COLLMER,
1999).

3.3.5.2 Sistema de secrec¢ao de tipo VI

PUKATZKI et al. (2007) e seus colaboradores descreveram o T6SS, 0 mesmo
constitui de um injetavel, que tem a finalidade também de efetores de translocacédo para
células hospedeiras. Parece ser altamente conservado e pode ser encontrado em uma ou

mais copias em diversas espécies Gram-negativas, tais como A. hydrophila.

No entanto, a estrutura macromolecular deste sistema ainda ndo foi descoberta, e
ndo se sabe como T6SS possui a finalidade de translocar efetores para células
hospedeiras. Uma marca registrada de todos os T6SSs é a presenca de proteina Hcp
(proteina coregulada com hemolisina) e VgrG (proteina G de repeticdo de valina-
glicina) em sobrenadantes de cultura. Nenhuma destas proteinas é produzida com um
peptideo de sinal, e ndo sdo processadas proteoliticamente. Além disso, mostram
semelhancas estruturais com componentes de injecdo viral, indicando que ndo atuam
como efetores secretados classicos, mas sdao componentes estruturais expostos a
superficie que podem ser libertados em sobrenadantes de cultura ou em células
eucarioticas (PUKATZKI; MCAULEY; MIYATA, 2009).
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3.3.6 Adesinas

A capacidade bacteriana para aderir e colonizar a mucosa dos hospedeiros é um
passo critico no processo de infeccdo. Duas classes de adesinas que permitem que as
bactérias se liguem a receptores especificos na superficie celular eucaridtica foram
descritas em Aeromonas: as associadas a estruturas filamentosas e as associadas a

proteinas da membrana externa ou outras estruturas (BURKE, VALERIE et al., 1984).
3.3.6.1 Adesinas filamentosas: Pili

Fimbrias ou pili sdo estruturas filamentosas na superficie bacteriana, formadas
por subunidades conhecidas como pilina (Figura 4). Embora os pili sejam
frequentemente descritos como organelas adesivas, tém sido implicados noutras
funcbes, tais como ligacdo a fagos, transferéncia de DNA, formacdo de biofilme,
agregacao de células, invasdo de células hospedeiras e motilidade de espasmos. Os pili
de bactérias Gram-negativas foram colocados em quatro grupos com base na sua via de
montagem: pili montado pela via chaperone-usher; pili tipo 1V; pili montado pela via de
nucleacdo / precipitacdo (PROFT; BAKER, 2009).

Figura 4: Estrutura Celular Bacteriana - Fimbrias

capsula

camada externa

Fonte: http://educacao.globo.com/biologia/assunto/microbiologia/bacterias.html

Em isolados clinicos e ambientais de Aeromonas mesofilicas, foram encontrados
dois tipos distintos de fimbrias com base na sua morfologia: fimbrias curtas e rigidas

(S/R) que podem ser encontrados em numeros elevados na célula bacteriana e fimbrias
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longas e onduladas (L/W) que podem ser encontradas em niumeros menores. As
fimbrias S/R tém um comprimento de 0,6 a 2 um e sao epitopos comuns em diferentes
espécies analisadas. Eles sdo amplamente distribuidos (mais de 95% das estirpes) e sao
0 tipo predominante em Aeromonas. S&o capazes de causar auto agregacdo, mas nédo
hemo-aglutinagdo ou ligacéo as células intestinais. As fimbrias L/W sdo grandes, finas
(4-7 nm), flexiveis e consideradas hemaglutininas. Eles também sdo o tipo
predominante em cepas isoladas de peixes que apresentam um pequeno numero de pili
(<10 por célula) (PEPE; EKLUND; STROM, 1996).

Dois pili tipo IV diferentes, foram descritos em espécies de Aeromonas
associadas a gastroenterite: o pili formador de feixes (Bfp) e o pili tipo IV (Tap)
(BARNETT et al., 1997). Os pilis do tipo Bfp estdo envolvidos na adesdo as células
intestinais e na aderéncia e formacéo de biofilmes de A. veronii (HADI et al., 2012). Os
pilis do tipo Tap diferem dos pilis do tipo Bfp nas suas sequéncias N-terminais e pesos
moleculares, tendo suas fungdes semelhantes (BARNETT et al., 1997).

3.3.6.2 Adesinas nao filamentosas

Na Aeromonas spp. existem também outras macromoléculas consideradas
adesinas, como 0s mondmeros da camada S, o lipopolissacarideo e as diferentes
proteinas da membrana externa. Entre as proteinas de membrana externa, as porinas
foram especialmente descritas para atuarem como uma adesina do tipo lectina, ligando
as bactérias a superficies ricas em hidratos de carbono como eritrocitos e células
intestinais humanas (QUINN et al., 1994).

3.3.7 Flagelos

O flagelo procariético foi estruturalmente dividido em uma parte externa,
constituida pelo filamento e pelo gancho, e uma parte interna embutida na superficie
bacteriana, o chamado corpo basal (Figura 5). A. caviae apresenta duas flagelinas
polares e duas laterais, e A. hydrophila apresenta duas flagelinas polares e apenas uma
flagelina lateral, dividido em duas subestruturas: o rotor e o estator (CANALS et al.,
2006).
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Figura 5: Estrutura Celular Bacteriana - Flagelo

camada de parede celular
, peptidoglucano

Fonte: http://educacao.globo.com/biologia/assunto/microbiologia/bacterias.html

O rotor é composto pelas proteinas FIiM, FIliN e FliG que formam a estrutura do
anel C na base do corpo basal do flagelo, e o estator é constituido por proteinas
embutidas na membrana, que constituem o ion proton ou canais de sodio que acoplam

o fluxo de ions para a rotacdo de flagelos (BERG, 2003).

KIROV et al. (2004) relataram que flagelos laterais podem atuar como adesinas
em células do epitélio intestinal humano. A maioria das espécies de Aeromonas e de
todas as especies reconhecidas como patégenos humanos, sdéo movidas por flagelos
polares, o0 qual consiste em duas subunidades: Fla A e Fla B, codificados pelos genes
flaA e flaB (SEM; RODGERS, 2004).

Os flagelos de bactérias potencialmente patogénicas promovem a colonizagédo e
invasdo da mucosa do hospedeiro. Uma vez que as bactérias atingem a mucosa, a
estrutura do flagelo torna-se necessaria para a motilidade, adesdo e invasdo. Esta
motilidade, juntamente com a quimiotaxia, permite gque 0S agentes patogénicos
alcancem o tecido alvo da mucosa (RAMOS; RUMBO; SIRARD, 2004).

A colonizacdo da mucosa provoca uma resposta pré-inflamatéria ou resposta
imune inata induzivel, estimulada principalmente por células especificas da mucosa. A
injecdo sistémica de flagelinas em camundongos induz a producdo de citocinas pro-
inflamatorias como TNF-a (Fator de Necrose Tumoral o), IL-6 (Interleucina 6) e 6xido
nitrico (HAYASHI et al., 2001).



48

3.4 Doengas infecciosas humanas associadas ao género Aeromonas

Aeromonas Sd80 responsaveis por uma série de doencas intestinais e
extraintestinais e sindromes, que variam de doengas relativamente moderadas, como
gastroenterite aguda a condicdes que ameacam a vida, incluindo septicemia, fasciite
necrozante e mionecrose (JANDA; ABBOTT, 1998).

O panorama das doencas associadas a este género vai muito além das
enumeradas acima e inclui problemas intra-abdominais, infeccdes oculares, infec¢des de
0ss0s e articulacoes e condicbes ainda menos frequentemente observadas envolvendo os
tratos respiratdrios e urogenitais (JANDA; ABBOTT, 1998).

3.4.1 Aeromonas e gastroenterite

As populacbes de pacientes susceptiveis, as apresentacbes de doencas e a
sintomatologia associada a gastroenterite de Aeromonas foram bem caracterizadas ha
quase 2 décadas. A diarreia associada a Aeromonas € um fenémeno mundial visto em
paises industrializados e em desenvolvimento. Abrange todas as faixas etarias, e sao
observadas principalmente em pessoas saudaveis, podendo ser encontrado também em
pessoas que sofrem de doengas subjacentes, incluindo distdrbios imunoldgicos, como
infeccdo por HIV (FIGUERAS, 2005).

HOLMBERG; FARMER (1984) descreveram a gastroenterite de Aeromonas
como uma infeccdo leve e auto limitante. Analisaram ainda mais, uma série de
investigacOes em larga escala, as prospectivas sobre a diarreia bacteriana e descobriram

que as Aeromonas estavam presentes nas fezes de 0,5% a 16,9% das pessoas doentes.

A gastroenterite de Aeromonas pode ser clinicamente presente em cinco
configuracbes diferentes: enterite simples, forma mais grave acompanhada de fezes
sangrentas, como agente etioldgico de uma sindrome intestinal subaguda ou cronica,
como uma causa extremamente rara de doenca semelhante a cllera, ou em associacédo
com a diarreia do viajante. De longe, a apresentacdo mais comum para a gastroenterite
de Aeromonas é a enterite secretiva (aquosa) (HOLMBERG; FARMER, 1984;
FIGUERAS, 2005).

Em numerosos estudos retrospectivos, a forma secretiva representou 75% a 89%

de todos os casos de gastroenterite de Aeromonas, onde as Aeromonas foram
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consideradas o Unico agente patogénico presente (ESSERS et al., 2000; CHAN et al.,
2003; VILA et al., 2003; SINHA et al., 2004). As principais queixas que acompanham
esta forma de diarreia incluem febres de baixo grau e dor abdominal. Um estudo
observou uma alta frequéncia de vomitos (60%) em criangas muito pequenas com idade
média de 1,2 anos (ESSERS et al., 2000; VILA et al., 2003). A desidratacdo é
tipicamente leve a moderada (ESSERS et al., 2000; CHAN et al., 2003).

Um estudo de Hong Kong sobre gastroenterite bacteriana aguda em adultos
descobriu que o individuo com enterite por Aeromonas tinha 8,6 fezes ndo formadas por
dia, com pouca ou nenhuma febre, e a duracdo dos sintomas diarreicos durou um pouco
mais de 3 dias (CHAN et al., 2003).

Os sintomas comuns de disenteria ou colite associados a Aeromonas incluem
dor abdominal, muco e sangue nas fezes. Esta apresentacdo de diarreia geralmente
requer hospitalizacdo devido a gravidade dos sintomas (ESSERS et al., 2000; CHAN et
al., 2003).

Um interessante estudo de 1987 sugere que as Aeromonas podem
preferencialmente colonizar os intestinos de pessoas com doencas hematologicas como,
por exemplo, a leucemia. Este estudo de 2 anos no Hospital Geral de Vancouver
encontrou uma taxa de colonizacdo de Aeromonas de 8% em pacientes com transplante
de medula dssea versus uma taxa de 0,24% em outras pessoas hospitalizadas. Varios
pacientes neutropénicos apresentaram diarreia sangrenta e sintomas sugestivos de
infeccdo. Pode ser que as pessoas com cancer hematologico, tumores do trato
gastrointestinal ou outras anomalias patoldgicas subjacentes do canal alimentar estejam
predispostas a colonizacao/infeccBes por Aeromonas. Mais estudos Sd0 necessarios
nesta area (SHERLOCK; BURDGE; SMITH, 1987).

Provavelmente um dos papéis mais subestimados que Aeromonas desempenha
na gastroenterite bacteriana é como causa de diarreia subaguda ou cronica. A diarreia
subaguda pode ser definida como uma sindrome diarreica com duracdo de 2 semanas a
2 meses, enquanto que a diarreia cronica possui uma duragdo acima de 2 meses (CHAN
et al., 2003).

Ambas as condicdes estdo repletas de multiplas complicagdes clinicas, incluindo

visitas médicas repetidas, exames diagnosticos potencialmente invasivos e caros,
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consultas especializadas, testes laboratoriais para agentes infecciosos incomuns, e se
devem tratar a doenca ou ndo. Relatos de casos individuais documentaram infeccoes
gastrointestinais de Aeromonas em pessoas saudaveis, durando 17 meses em uma
instdncia e mais de 10 anos em outro. Os sintomas geralmente sdo inespecificos na
natureza e tipicamente incluem mdaltiplos movimentos intestinais diarios, as vezes
acompanhados de perda significativa de peso ao longo do tempo (DEL VAL et al.,
1990; RAUTELIN et al., 1995).

Alguns episodios estdo ligados a viagens estrangeiras antes do inicio da doenca.
Um estudo de viajantes recentes para Africa, Asia e América Latina encontrou 50% dos
individuos que retornaram com diarreia associada a Aeromonas, 0s sintomas tiverem
duracéo de 14 dias ou mais (VILA et al., 2003).

Em ocasifes extremamente raras, Aeromonas tem sido associada a doenca da
célera. O exemplo mais definitivo de tais infeccdes € um relato de caso de
CHAMPSAUR et al. (1982) descrevendo a doenca da colera em uma mulher tailandesa
de 67 anos de idade com fezes extremamente liquidas. Durante os primeiros 2 dias de
infeccdo, a paciente perdeu 13 litros de fezes e recebeu 21 litros de liquidos
intravenosos (solucdo salina e plasma) na tentativa de reposicdo do eletrolito

intestinal. Ela teve alta em bom estado apds 7 dias de hospitalizacao.

A gastroenterite € o principal problema de salde associado as viagens globais,
particularmente a viagens para paises em desenvolvimento. O periodo de incubacao
relatado para a diarreia do viajante associado a Aeromonas € de 1 a 2 dias e a enterite
secretora € a apresentacdo clinica mais comum, embora também possa ocorrer uma
gastroenterite inflamatéria, bem como diarreia persistente ou crénica (GASCON,
2006).

VILA et al. (2003) relatou um estudo de 863 pacientes com diarreia do viajante
retornando da Asia, Africa e América Latina descobriu que 2% dos casos foram
causados por espécies de Aeromonas. A. veronii e A. Caviae foram as espécies mais
comuns identificadas. Os sintomas mais comuns experimentados pelos viajantes foram
diarreia aquosa e febre com dor abdominal, em um pouco mais da metade de todos os

pacientes.
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3.4.2 Aeromonas e septicemia

A septicemia de Aeromonas ocorre ao longo do ano, mas uma maior frequéncia
de casos geralmente é observada durante o verdo ou nos meses mais quente do ano. Trés
espécies (A. hydrophila, A. Caviae e A. veronii biovar sobria) representam> 95% de
todas as infeccdes transmitidas pelo sangue de Aeromonas. Infrequentemente, outras
espécies de Aeromonas foram documentadas como agentes de infeccdo em casos de
sepse confirmados por cultura. Essas espécies incluem A. jandaei, A.
veronii biovar veronii e A. schubertii (JANDA et al., 1994).

A septicemia de Aeromonas afetam em média dois grupos de pacientes, 0s
pacientes imunocomprometidos e os pacientes que sofreram algum traumatismo. De
longe, a grande maioria (> 80%) dos casos de septicemia de Aeromonas é observada em
pessoas gravemente imunocomprometidas. A doencga neste contexto envolve geralmente
homens com idade média de 53 a 62 anos, e é adquirida na comunidade (71% a 79%)
(KO, W.-C. et al., 2000; LAU et al., 2000; LLOPIS et al., 2004; TSAI et al., 2006).

KO, W.-C. et al. (2000) estudaram o maior grupo de episodios relatados
de septicemia de Aeromonas (n = 143). Nesse estudo, eles descobriram que as
principais doengas subjacentes associadas a infeccdo sistémica sdo cirrose hepatica
(54%) e doencas malignas (21%).

Outros estudos recentes relataram achados semelhantes em relacdo a condicGes
predisponentes para sepse, entre eles, doenca hepatica cronica (26% a 36%), neoplasia
(33%), e doenca biliar (24%) como as trés principais condi¢ées (LLOPIS et al., 2004;
TSAI et al., 2006).

Muitas outras condicbes subjacentes ou complicacdes foram associadas
a septicemia de Aeromonas e incluem diabetes mellitus, problemas renais, anomalias
cardiacas e varias outras condi¢cbes hematoldgicas, incluindo anemia, talassemia,

mieloma maltiplo e macroglobulinemia de Waldenstrom (CIGNI et al., 2003).

Infelizmente, ndo ha caracteristicas clinicas que distinguem a septicemia
de Aeromonas daquelas causadas por outras bactérias gram-negativas. Os sintomas mais

comuns associados a bacteremia de Aeromonas incluem febre (74% a 89%), ictericia
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(57%), dor abdominal (16% a 45%), choque séptico (40% a 45%) e dispnéia (12% a
24%) (LAU et al., 2000; TSAI et al., 2006).

A diarréia imediatamente anterior ou concomitante com o inicio da septicemia
ocorre em uma porcentagem muito pequena de casos (9% a 14%). A maioria das
infeccbes sdo monomicrobianas, representando entre 60% e 76% de todas as doencas
relatadas (KO, W.-C. et al., 2000; LAU et al., 2000; LLOPIS et al., 2004; TSAI et al.,
2006).

Quando ocorre septicemia polimicrobiana, as infecgbes de Aeromonas sdo mais
frequentemente encontradas em associacdo com  Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus aureus (LAU et al., 2000; TSAI et al., 2006).

LLOPIS et al. (2004) descobriram que em 23% dos casos de septicemia de
Aeromonas, um segundo sitio anatdmico também era positivo para esses organismos,

dentre eles o liquido ascitico, bile, feridas ou urina.

Um estudo sugeriu que no Sudeste Asiatico, alimentos como frutos do mar
podem estar fortemente contaminados com Aeromonas e dessa forma, podem servir
como veiculo para colonizacdo/infeccdo gastrointestinal constante com esses
microrganismos. Em individuos nesta regido com neoplasias hematoldgicas, 0s
medicamentos antineoplasicos podem causar a desintegracdo da mucosa gastrointestinal
e permitir a migracdo de Aeromonas derivadas de frutos do mar do intestino para o

sistema circulatorio, favorecendo a infeccdo (TSAI et al., 2006).

Ha apenas algumas pistas que, se presentes, podem ajudar o clinico a suspeitar
de sepses ocasionadas por Aeromonas, em oposicdo a multiplicidade de casos
comumente encontrados com bacilos gram-negativos. Um paciente com histérico de
contato com habitats estuarinos ou de dgua doce ou uma ocupacdo associada a esses
arredores, pode sugerir sepse ocasionadas por Aeromonas devido a alta prevaléncia de
desses microrganismos nessa regido (MUKHOPADHYAY et al., 2008).

O segundo indicador de potencial da infeccdo por Aeromonas é a presenca de
lesbes semelhantes ao eritema gangrenoso na forma de petéquias ou bolhas como
consequéncia da septicemia (LLOPIS et al., 2004; TSAI et al., 2006).
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Um subconjunto comum, mas menos frequente, de casos de septicemia
de Aeromonas envolve pessoas que sofreram um evento traumatico imediatamente
anterior ao episodio séptico. Ao contrario dos pacientes imunocomprometidos, 0s
pacientes nesses casos geralmente ndo possuem condicdes pré-existentes que 0s
predispdem a uma infec¢do invasiva por Aeromonas. Fasciite necrotizante ou miocecose
como resultado de uma lesdo através de um acidente de carro ou um trauma penetrante
(por exemplo, uma mordida de cobra) pode levar a uma doenca grave que requer
amputacdo de um membro aos casos fulminantes de sepse causada por Aeromonas
(MONAGHAN et al., 2008).

Os traumas ocasionados por queimaduras causadas por explosdes de bombas de
petréleo, tanques de gas e arcos elétricos ou outros eventos podem resultar
na colonizagdo de Aeromonas ou infecgdo de tecidos desvitalizados, variando de celulite
a septicemia (CHIM; SONG, 2007). Os eventos de quase afogamento em agua doce e
agua salgada também podem levar apneumonia e septicemia de Aeromonas
(MUKHOPADHYAY et al., 2008).

LAI et al. (2007) descreveram um caso de sepse de Aeromonas , em um homem
de 80 anos que sofria uma queimadura em 40% do corpo, causado por duas

espécies, A. Hydrophila e A. veronii bv. sobria.

A taxa de mortalidade observada para infecgbes relatadas recentes nestes
pacientes se aproxima de 60%. Em muitos casos, a alta taxa de mortalidade associada as
infeccdes é tanto relacionada ao proprio trauma quanto ao agente infectante (CHIM;
SONG, 2007; LAl et al., 2007; MUKHOPADHYAY et al., 2008)

3.4.3 Aeromonas e as infec¢des cutaneas

As espécies de Aeromonas podem estar associadas a uma variedade de infeccbes
cutaneas e de tecidos moles, que vao desde problemas tépicos leves, a infeccdes graves
que podem ameacar a vida do paciente. As infecdes graves podem variar de infeccdes
de tecidos subcutaneos como, por exemplo, celulite, a processos envolvendo camadas
mais profundas de pele como a fasciite necrotizante. Nesse caso, as bactérias penetram a

hipoderme, espalhando-se rapidamente pelas fascias superficiais e tecido subcutaneo,
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podendo causar danos graves ao tecido muscular como, por exemplo, mionecrose
(MONAGHAN et al., 2008).

A fasciite necrotizante é mais frequentemente observada em pessoas com doenca
hepatica ou tumores malignos. Essa doenga devastadora pode ser associada a altas taxas
de mortalidade que se aproximam de 60% a 75%. Um resultado favoravel é
inerentemente dependente do reconhecimento precoce da doenca, com intervencao

terapéutica apropriada (LEE et al., 2008).

Mais de 90% das infeccOes de feridas de Aeromonas sdo adquiridas na
comunidade e ocorrem em pessoas com > 10 anos de idade. Tais doengas sdo muitas
vezes (> 70%) uma consequéncia direta de lesbes traumaticas ocupacionais ou
exposicdes inesperadas através de atividades esportivas recreativas (como natagéo,
pesca e futebol). Nessas circunstancias, os locais do corpo mais frequentemente

afetados incluem as méos, pés, bracos e pernas (LAMY et al., 2009).

Alguns procedimentos meédicos, incluindo a terapia com sanguessugas
medicinais e cirurgia eletiva, também podem predispor pessoas a desenvolver infeccbes
por Aeromonas (BAUTERS et al., 2007).

As infeccOes ocasionadas atraves de intervencOes cirurgicas causadas por
Aeromonas sdo um evento extremamente raro, mas foram relatadas ap6s procedimentos
médicos, incluindo apendicectomias, colecistectomia e colectomia. Praticamente todas
as infeccBes ocasionadas por intervencdo cirdrgica relatadas desenvolveram-se em
pessoas com doenga gastrointestinal ou biliar pré-existente; Mais de trés quartos dessas

infeccdes sdo polimicrobianas. A taxa de mortalidade bruta é <5% (TENA et al., 2009).

Eventos traumaticos podem resultar em varios tipos de infeccdes de feridas. As
abrasGes ou laceracdes simples podem levar a uma doenca significativa se as areas
desgastadas entrarem em contato direto com ambientes aquaticos contaminados com

Aeromonas, incluindo lama, cérregos e lagos (ELWITIGALA et al., 2005).

Provavelmente uma das rotas mais subestimadas pelas quais as infeccdes da
ferida de Aeromonas podem resultar € através de mordidas de varias espécies de
animais. A flora orofaringea de répteis, e as cobras em particular, muitas vezes abriga
Aeromonas. As infeccGes causadas por feridas podem gerar de celulite a fasciite
necrotizante (JORGE et al., 1998).
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Vérias novas sindromes ou associa¢des de doengas foram associadas a infeccdes
por Aeromonas através de ferida. As espécies de Aeromonas podem ser agentes
patogénicos importantes em situacGes de desastres naturais, como furacdes e tufes. As
amostras de agua retiradas do Hospital New Orleans apdés o furacdo Katrina
detectaram Aeromonas em concentracdes de 10° a 10’ UFC/ml sugerindo que este
microrganismo pode representar ameacas potenciais a salde publica durante desastres
naturais (PRESLEY et al., 2006).

O tsunami que atingiu a Tailandia em dezembro de 2004 resultou em muitas
infeccOes durante cirurgias, resultantes de corpos estranhos que incluiram adgua do mar,
areia, coral e vegetacdo. Aeromonas foi o patdgeno mais comum identificado,
representando 22,6% de todos os isolados recuperados das 396 pessoas que obtiveram
infeccdes através da intervencéo cirargica (HIRANSUTHIKUL et al., 2005).

Mais recentemente, o primeiro caso de foliculite de Aeromonas associado a uma
banheira de hidromassagem domiciliar foi publicado. As erup¢fes cutaneas consistiram
em lesbes dolorosas nodulares na area genital, inicialmente parecidas com foliculite do
virus da herpes simples (HSV). A cultura do material pustular cresceu A. hydrophila, e
o tratamento com ciprofloxacina (6 semanas) resolveu a infeccdo (MULHOLLAND;
YONG-GEE, 2008).

3.4.4 Aeromonas e infeccdes intra-abdominais

As infecgbes intra-abdominais referem-se a infecgdes que se espalham no espaco
peritoneal. Tais infec¢bes incluem pancreatite, colangite aguda e abscessos hepaticos,
bem como peritonite. Infec¢bes intra-abdominais sdo importantes problemas médicos
no Sudeste Asiatico, onde a frequéncia de peritonite associada a Aeromonas é muito
maior que a observada nos Estados Unidos ou na Europa, como no caso
da septicemia de Aeromonas (JANDA; ABOTT, 2010).

3.4.4.1 Peritonite

A peritonite é uma inflamacdo do peritdonio, que corresponde a uma membrana
serosa que reveste a cavidade abdominal. Pode ser encontrado em trés contextos

clinicos, nomeadamente, peritonite bacteriana espontdnea, didlise peritoneal
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ambulatorial cronica ou extensdo direta do intestino (perfuracdo intestinal) (WU et al.,
2009).

Os casos de peritonite podem basicamente ser categorizados em dois grupos,
primario e secundario. A forma mais rara é a peritonite priméria, que resulta da
propagacdo de uma infeccdo do sangue ou linfa para o periténio. Peritonite secundaria,
que é a forma mais comum, na maioria das vezes resulta da extensdo das infecces do
trato biliar ou gastrointestinal (WU et al., 2009).

HUANG et al. (2006) revisaram retrospectivamente 49 casos de peritonite
primaria e secundaria por Aeromonas que ocorreram em Taiwan entre 1994 e 2003.
Diversas diferencas foram encontradas entre os dois grupos. A peritonite primaria
de Aeromonas foi mais frequentemente detectada em pessoas com doenca hepatica
(97%) e acompanhada de septicemia (50%). As infec¢des foram adquiridas pela
comunidade em 73% dos casos, e 100% das culturas eram monomicrobianas; Em
contraste, 44% dos casos de peritonite secundaria eram doencas associadas a saude e
85% das culturas peritoneais eram de natureza polimicrobiana, tipicamente envolvendo
outras hastes gram-negativas, como E. coli e K. pneumoniae . Apenas 7% dessas
doencas foram observadas em pessoas com doenca hepatica ou septicemia
concomitante. As taxas de mortalidade atribuiveis em casos primarios e secundarios

foram de 23% e 15%, respectivamente.

A peritonite bacteriana espontanea € uma infeccdo de fluido ascitico
normalmente visto naqueles com doenca hepéatica subjacente grave. Aeromonas é a
terceira bactéria gram-negativa mais comum em peritonite bacteriana espontanea na
Cor¢ia e Taiwan (CHOI et al., 2008).

CHOI et al. (2008) revisaram retrospectivamente 43 casos definitivos e
provaveis de peritonite bacteriana espontanea ocasionados por Aeromonas em pacientes
cirréticos ao longo de um periodo de 10 anos. A maioria das infeccdes foram
observadas durante os meses de verdo e 25% dos casos foram precedidos de diarréia
antes do inicio da peritonite. Todos os casos de peritonite foram causados por A.

hydrophila ou A. veronii . A taxa de mortalidade bruta foi de 56%.

A peritonite de Aeromonas também pode apresentar-se como consequéncia a

didlise peritoneal ambulatorial continua. Em muitos casos, esses pacientes tém doenca
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hepética subjacente (por exemplo, adenocarcinoma ou hepatite) que pode ou ndo ser
reconhecida no momento da infeccdo (CHANG et al., 2005).

A. hydrophila é, de longe, as espécies mais comuns associadas a peritonite
bacteriana no Sudeste Asiatico, que representam 95% ou mais de todos 0s casos
relatados, embora outras espécies, incluindo A. veronii bv. sobria pode estar envolvido
(HUANG et al., 2006; CHOI et al., 2008).

YANG et al. (2008) relatou um caso de peritonite em uma mulher de 68 anos
que consumiu peixes de adgua doce varias vezes por semana antes do inicio de seus
sintomas. Em inimeros relatos médicos, 0s pacientes apenas apresentaram exposicao
frequente a agua sugerindo que seja uma patologia de origem ambiental (HUANG et al.,
2006).

3.4.4.2 Colangite

A infeccdo de ductos biliares denominada colangite supurativa aguda é uma das
complicacbes médicas mais comuns da arvore hepatobiliar associada a
Aeromonas. Dois estudos recentes, um de Hong Kong e outro de Michigan, colocam a
frequéncia de casos de colangite devido a Aeromonas entre 1,3% e 2,9%. A taxa de
mortalidade bruta foi de 10% e a taxa de mortalidade atribuida a Aeromonas foi de 0%.
Numeros comparaveis no estudo de Michigan foram 29% e 11,8%, respectivamente
(CHAN et al., 2000; CLARK; CHENOWETH, 2003).

Ao contrario de outras sindromes de doencas, a maioria dos casos
de colangite de Aeromonas sdo infeccbes mistas (> 85%), tipicamente associadas a
membros das Enterobacteriaceae , Enterococcus ou P. aeruginosa . Este fato sugere
uma origem gastrointestinal para essas doencas. Muitas pessoas que desenvolveram
colangite por Aeromonas tiveram ataques prévios de distirbios gastroentestinais
(CHAN et al., 2000).

Praticamente todos o0s pacientes que se apresentam colangite associada
a Aeromonas tém uma das varias condi¢fes subjacentes: colelitiase ou coledocolitiase
(formacdo ou presenca de célculos dentro dos ductos biliares), colangiocarcinoma
(cancer das vias biliares), carcinoma pancreatico ou restricdes biliares ndo malignas
(CHAN et al., 2000; CLARK; CHENOWETH, 2003).


http://cmr.asm.org/content/23/1/35.full#ref-302
http://cmr.asm.org/content/23/1/35.full#ref-302
http://cmr.asm.org/content/23/1/35.full#ref-302
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3.4.5 Aeromonas e as infec¢des respiratorias

As espécies de Aeromonas sdo ocasionalmente encontradas em escarro ou outras
secrecBes do trato respiratério de uma variedade de pacientes hospitalizados. A doenca
respiratéria mais comum presente em seres humanos € a pneumonia. Em menor
frequéncia a relatos de caso de pacientes que contrairam empiema e traqueobronquite
(JANDA; ABBOTT, 1998).

3.45.1 Pneumonia

De longe, a complicacdo respiratoria mais frequente associada ao
género Aeromonas é a pneumonia. Os casos de pneumonia bacteriana sdo tipicamente
encontrados em duas populacdes distintas. O primeiro grupo envolve traumatismo
maior, sendo 0 mais comum o0s eventos de quase afogamento, dos quais héa
aproximadamente 16.000 a 160.000 casos nos Estados Unidos anualmente (ENDER et
al., 1996).

Em um segundo cenario, ndo ha um evento Obvio que leve a doencas
respiratorias ou, na maioria dos casos, um veiculo definido de infeccdo. Os pacientes
frequentemente apresentam febre alta, tosse produtiva (hemoptise), vomitos, dor
toracica e/ou insuficiéncia respiratoria (MURATA et al., 2001; MUKHOPADHYAY et
al., 2003).

Tanto no primeiro como no segundo grupo, estas infeccGes muitas vezes tém um
curso muito rapido, com o tempo entre admissdo hospitalar e morte variando de 4 a
48h. Em um caso fatal, dois tipos distintos de colénia de A. hydrophila foram
detectados, um dos quais era resistente a multiplos agentes antimicrobianos, incluindo
piperacillina e imipenem, o que pode ter contribuido para o resultado negativo. A taxa
de mortalidade associada a pneumonia de Aeromonas de relatos de casos recentes é de
aproximadamente 50% (MURATA et al., 2001).

Embora muitos adultos com pneumonia constituida por Aeromonas tenham
condicdes subjacentes pré-existentes, como cirrose hepatica, doenca renal ou esclerose
multipla, as criancas muitas vezes nao, oque dificulta a etiologia da doenca (KAO et al.,
2003).


http://cmr.asm.org/content/23/1/35.full#ref-220
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3.4.5.2 Outras infecgBes do trato respiratério

Vaérios casos de empiema bacteriana espontanea causada por A. hydrophila ou A.
veronii bv. sobria foram relatados do Sudeste Asiatico em homens com cirrose
subjacente devido ao virus da hepatite B. Todos os trés homens, cujas idades variaram
de 27 a 54 anos, apresentaram dispneia. As culturas de sangue foram negativas em dois
dos trés casos, e ndo houve evidéncia de pneumonia por imagem. A fonte de infecgéo
presumida foi ascite (acumulacdo de fluidos no peritonio ocasionada pela
cirrose). Todos os trés pacientes se recuperaram de seus episddios de empiema (WANG
et al., 2000; KIM et al., 2001; CHEN et al., 2006).

BOSSI-KUPFER et al. (2007) relataram um caso de traqueobronquite em um
homem saudavel de 19 anos que sofreu um evento de quase afogamento quando foi
submerso em um rio na Suica por varios minutos. Apos a broncoscopia, bactérias do
género Aeromonas foram os microrganismos predominantes. Embora sua condicdo
respiratoria tenha melhorado, ele veio a oObito posteriormente devido a um

comprometimento neuroldgico grave.
3.4.6 Aeromonas e as infecgdes do trato urogenital

As espécies de Aeromonas sdo ocasionalmente implicadas em infec¢des do trato
urogenital, embora essas doencas tenham recebido pouca atencdo das comunidades
cientificas e médicas (HUANG et al., 2006).

HSUEH et al. (1998) descreveram infeccdes do trato urogenital associadas a
septicemia causada por A. veronii bv. sobria em um homem de 69 anos com diabetes
mellitus e hepatite crénica. Ele foi tratado com sucesso com ceftriaxona, mas

posteriormente desenvolveu fasciite necrotizante causada pelo mesmo organismo.

A. popoffii, um raro patégeno humano, foi a causa de infeccdo no trato
urogenital em um menino de 13 anos com espinha bifida congénita constituida através
de uma mielomeningocele. A introducdo da infeccdo parece estar relacionada a
substituicdo de um cateter urinario. As culturas de urina produziram o crescimento puro
de A. popoffii, que foi identificado pela sequenciacdo do gene 16S do RNA
ribossémico (HUA et al., 2004).


http://cmr.asm.org/content/23/1/35.full#ref-123
http://cmr.asm.org/content/23/1/35.full#ref-123
http://cmr.asm.org/content/23/1/35.full#ref-123
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Um caso incomum de prostatite constituida por Aeromonas foi relatado em um
homem de 39 anos com consumo crdnico de alcool. A tomografia computadorizada
mostrou um figado gordo e prostatite. As culturas de sangue e urina cresceram A.
veronii bv. sobria. Nenhuma fonte para sua infeccdo foi descoberta, mas os autores
especularam que sua baixa classe socioecondmica pode ter aumentado a probabilidade
de exposi¢do ao solo ou a 4gua contendo Aeromonass spp. (HUANG et al., 2007).

3.4.7 Aeromonas e as infecgdes oculares

As espécies de Aeromonas podem causar doencas oculares que variam de
endoftalmite a queratite e ulceracdo da cornea. Na maioria dos casos, ndo ha exposicdo
conhecida anteriormente a fontes ambientais contendo Aeromonas (PINNA et al., 2004;
KHAN et al., 2007).

PINNA et al. (2004) descreveram um caso de ceratite desenvolvida por A.
caviae em um homem de 35 anos que estava associado ao desgaste das lentes de
contato. No entanto, o paciente ndo higienizava suas lentes de contato com frequéncia e
seu estojo de lente nunca foi substituido ou limpo, sugerindo dessa maneira a etiologia

da doenga.
3.5 Epidemiologia

A colonizacdo transitoria do trato gastrointestinal humano por Aeromonas € um
resultado indireto, principalmente a partir do consumo de alimentos e agua potavel
contendo Aeromonas spp. Essas bactérias causam diarreia aguda e infeccbes extra-
intestinais, podendo afetar varios 6rgdos internos, bem como os tecidos moles e pele.
Estas infec¢bes sdo mais comumente descritas em manipuladores de alimentos e
profissionais da aquicultura (JANDA et al., 2016 ).

No entanto existem varios meios dos seres humanos serem infectados por
Aeromonas. A figura 6 descreve caminhos mais e menos prevalentes pelos quais 0s
seres humanos sdo infectados/colonizados com espécies de Aeromonas. A maioria dos
isolados de Aeromonas sdo adquiridos através do contato com agua potavel
contaminada ou pela ingestdo de alimentos (produtos, laticinios ou carnes) que sao
naturalmente expostos a estas bactérias. Além destes produtos consumiveis, 0s bivalves,

como ostras e mexilhdes, sdo naturalmente banhados nas dguas do estuario que contém
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estes organismos e, através do seu processo de filtracdo, concentram efetivamente estas
bactérias nas suas carnes. Além dessas principais vias, as Aeromonas também podem
ser adquiridas por outras rotas menos proeminentes. Atividades recreativas como
passeios de barco, pesca e mergulho podem levar a infeccdo através de traumas graves
ou ndo-aparentes, assim como eventos de quase-afogamento. Como a expansao urbana
continua a invadir os ambientes rurais, o risco de adquirir infec¢des por Aeromonas
decorrentes de origens zoondticas € sempre proeminente (VOSS et al., 1992; BOSSI-
KUPFER et al., 2007).

Figura 6: Fontes de Aeromonas que podem levar a infec¢éo ou colonizacdo em
seres humanos
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Fonte: JANDA; ABOTT, 2010, Adaptado. *Setas pretas indicam suspeita dos principais itinerarios e

aquisicgao secundéria levando a colonizagao/ infeccdo

Os seres humanos carregam espécies de Aeromonas no seu trato gastrointestinal
tanto em individuos sintomaticos como assintomaticos. As taxas de transporte de fezes
em pessoas na auséncia de doenca em paises desenvolvidos variam de 0% a 4%
(SVENUNGSSON et al., 2000), engquanto a taxa de isolamento de pessoas com doencgas
diarréicas varia de 0,8 a 7,4% (ALBERT et al., 2000).
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SINHA et al. (2004) relataram a presenca de Aeromonas em 6,5% de todos 0s
pacientes na india, enquanto em Hong Kong, CHAN et al. (2003) documentaram a
presenca de Aeromonas em 6,9% dos pacientes adultos com diarreia aguda. As taxas de
incidéncia de pacientes sintomaticos variam de 0,04% a 21%. Geralmente, as taxas de
isolamento em espécimes fecais humanos variam conforme areas geogréficas, habitos

alimentares, nivel de saneamento e as populacGes de pacientes.

Na Provincia de Limpopo, na Africa do Sul, OBI; BESSONG (2002) relataram
0 isolamento de Aeromonas spp. em 13,3% dos pacientes com HIV e diarreia crénica
em comunidades rurais. Pessoas imunodeprimidas também podem sofrer de diarreia
cronica associada a Aeromonas. Na Arabia Saudita, IBRAHIM et al. (1996) relataram
dois casos de colite crénica de pacientes imunocomprometidos associados a A.

hydrophila.
3.6 Diagnostico laboratorial

Para detectar epidemias de forma eficiente, a vigilancia da saude publica e os
procedimentos de diagnostico para as espécies de Aeromonas exigem sensibilidade e
especificidade. As Aeromonas de significancia clinica crescem bem em meios de
laboratdrio de uso rotineiro utilizados para a cultura de bactérias de locais estéereis, bem
como na maioria dos meios de isolamento entérico (ABBOTT; CHEUNG; JANDA,
2003).

3.6.1 Métodos convencionais de deteccéo

As bactérias do género Aeromonas sdo bastonetes Gram-negativos, fermentam a
glicose e sdo positivas para a reacdo da citcromo-oxidase, sdo facultativamente
anaerobicas e efetuam crescimento em meios de cultura. Uma variedade de meios de
isolamento seletivo e diferencial, foram desenvolvidos para a recuperacdo de espécies
de Aeromonas a partir do ambiente, alimentos e espécimes clinicos (VILLARI, P. et al.,
1999).

De acordo com um estudo comparativo nenhum meio de cultura empregado
unicamente resulta em um crescimento efetivo de Aeromonas. Devido a isso
combinacdes de diferentes meios e métodos de isolamento, sdo frequentemente

empregados. As combinagdes sdo realizadas através de revestimento direto, filtracdo por
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membrana ou testes de tubos multiplos para determinar os nimeros mais provaveis. O
metodo de filtracdo por membrana foi autenticado para o isolamento de A. hydrophila
de amostras de agua potavel (ABBOTT; CHEUNG; JANDA, 2003).

Vérios meios de cultura de enriquecimento foram avaliados para a recuperagao
de Aeromomas em alimentos (Figura 7). E recomendado utilizar Agar de Ampicilina de
Amido (SAA) e Agar Verde Brilhante de Inositol e Sais Biliares (BIBG) com
enriquecimento inicial em agua de peptona alcalina ou caldo de triptose contendo
ampicilina (TSB-30, ampicilina 30mg/L), simultaneamente com meios comercialmente
disponiveis como meio base de Aeromonas (meio Ryan) (MCMAHON; WILSON,
2001).

Figura 7: Método Geral de Isolamento de Bactérias do Género Aeromonas

D'. Enriquecimento inicial em
— dagua de peptona alcalina

ou caldo de Triptose
r‘i.gar de Amido  Agar Verds contendo ampicilina
Suplementado  Brilhante de +

comAmpicilind |nositol e Sais

(SSA) Biliares
Meio base de

(BIBG)
Aeromonas
(meio Fyan)

Fonte: MCMAHON; WILSON, 2001

As espécies de Aeromonas crescem facilmente em meios de cultura de sangue e
em agar sangue de ovelha (5%) e sdo utilizados em laboratorios clinicos para deteccgéo e
isolamento de patdgenos humanos de locais normalmente estéreis do corpo. Entre as
espécies isoladas de seres humanos, mais de 90% das cepas produzem [-hemolise em
Agar Sangue de Ovelha, com excecdo deA. popoffii e A. trota (0% e 50%,
respectivamente), oque facilita a identificacdo do género (MCMAHON; WILSON,
2001).

CASTELO-BRANCO et al. (2017) avaliaram a atividade hemolitica de 12 cepas

de Aeromonas spp. Para tal, coldnias bacterianas foram suspensas em 2 mL de solugdo
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salina estéril, até atingir a turbidez 6 na escala de McFarland. Depois, cada indculo
bacteriano foi semeado em Agar Sangue de Ovelha 5%, e as placas foram incubadas a
37°C por 48 h. Isolados foram classificados como B-hemolitico, quando observou
hemdlise completa, caracterizado pela presenca de halos claros ao redor das coldnias
bacterianas; oa-hemolitico, quando foi observada hemdlise parcial, caracterizado pela
presenca de halos esverdeados ao redor das coldnias e ndo hemolitica, quando a
hemélise ndo foi observada. Todos os isolados de Aeromonas foram positivos, com 7/12
isolados B -hemolitico e 5/12 a —hemolitico.

O meio de ampicilina e penicilina de glutamato de amido (SGAP-10) foi
utilizado no isolamento de Aeromonas a partir de lamas de esgoto (Figura 8). Este meio
é altamente seletivo, e tem sido usado para detectar Aeromonas de alimentos e outras
amostras de matrizes (KELLY; STROH; JESSOP, 1988).

O isolamento de Aeromonas a partir de amostras contaminadas, como fezes,
requer o uso de meios seletivos e diferenciais, como Agar McConkey, Agar
Cefsulodina-lrgasan-Novobiocina (CIN) ou Agar Sangue suplementado com ampicilina
(Figura 8). Para facilitar a recuperacdo de Aeromonas a partir de amostras altamente
contaminadas, como por exemplo fezes, caldos de enriquecimento, tais como agua de
peptona alcalina, sdo incubados durante a noite e subcultivados em Agar CIN e Agar
Sangue suplementado com ampicilina (KELLY; STROH; JESSOP, 1988).

Figura 8: Métodos Clinicos e Ambienais para Isolamento de Bactérias do Género
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Fonte: KELLY; STROH; JESSOP, 1988
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As placas de cultura sdo entdo incubadas aerobicamente a 35-37°C durante 24-
48 h. As espécies de Aeromonas produzem coldnias distintas, com ou sem hemdlise em
Agar de Sangue. As colbnias sdo rastreadas através da realizacio do teste de oxidase e
identificadas usando métodos bioquimicos ou Kkits de identificacdo bacteriana
comercialmente disponiveis (MARQUES et al., 2011).

As colonias crescidas em placa sdo submetidas ao teste da oxidase para
diferenciar da familia Enterobacteriaceae. Para diferenciar de Vibrio spp. e Plesiomonas
shigelloides, que séo espécies relacionadas, é realizado por inoculacdo em meio de
cultura liquido contendo diferentes concentracbes de NaCl, como mostra a tabela 3
(GHENGHESH et al., 2008).

Tabela 3: Provas fenotipicas diferenciais para Aeromonas sp., Vibrio sp. e
Plesiomonas shigelloides

. Pleisiomonas
Teste Aeromonas sp Vibrio sp shigelloides
Oxidase + + +
Sem NaCl + \Y/ +
Crescimento em meio liquido NaCl 1% + + +
Nacl 6 % - + -
Hidrolise de gelatina + \/ -
Producéo de acido a partir de inositol i v +
Fonte: Ghenghesh et al., 2008, Adaptado. * V= variavel. Somente V. cholerae e V. mimicus crescem sem

NaCl

3.6.2 Deteccdo molecular e métodos de identificacédo

Devido a necessidade de otimizacdo do tempo de isolamento e aumento da
precisdo dos métodos convencionais de deteccdo, aliado a dificuldade de padronizacao
dos resultados bioquimicos, tem-se utilizado ferramentas moleculares para diagndstico e
caracterizacdo das bactérias do género Aeromonas. Dentre essas técnicas, destaca-se a
reacdo em cadeia da polimerase — PCR, as técnicas de Perfil do Polimorfismo de
Fragmentos de Restricdo (PCR-RFLP- Restriction Fragment Length Polymorphism) da
regido 16S do DNA ribossémico, 0 sequenciamento genético da regido 16S do DNA
ribossémico, a tipagem de sequéncia multilocus (MLST) e a amplificacdo aleatéria de
DNA polimdrfico (RAPD) (OZBAS et al., 2000).
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A regido 16S do DNA ribossdmico é altamente conservada entre as bactérias. O
sequenciamento do gene do RNA ribossomal 16S tem sido extensivamente usado com
finalidade taxondmica e filogenética e é considerado o método de referéncia para a
identificacdo bacteriana (BECKER et al., 2004).

SILVA et al. (2014) isolou e identificou bactérias do género Aeromonas de
amostras de ostras e de &gua obtidas de locais de cultivo e pesca nos municipios de
Raposa e Humberto de Campos no Estado do Maranhdo, Brasil, pelos métodos
microbiol6gico e molecular. A identificacdo do género Aeromonas foi realizada pelo
método convencional e por técnicas baseadas na PCR. A caracterizacdo das espécies foi
realizada pela técnica de PCR-RFLP e sequenciamento genético da regido 16S do DNA
ribossémico de acordo com o estudo de BORRELL et al. (1997). Foram identificadas
59 (98,3%) amostras de ostras e 15 (75%) amostras de agua contaminadas por bactérias

do género Aeromonas.

Com relacdo a caracterizagdo das espécies, pelo método bioquimico, observou-
se que de um total de 59 isolados de Aeromonas spp. obtidos das amostras de ostras, 35
(59,5%) foram confirmados como Aeromonas hydrophila e os demais, 24 (40,6%),
foram classificados como Aeromonas caviae. Quanto as amostras de agua, de um total
de 15 isolados de Aeromonas spp. 9 (60%) foram classificados como A. hydrophila e
seis (40%) como A. caviae (SILVA et al., 2014).

Dos 74 isolados de Aeromonas spp. obtidos pela analise microbiolégica, um
total de 53 (71,62%), dentre eles 38 (65,51%) de amostras de ostras e 15 (100%) de
amostras de agua, confirmaram a caracterizacdo do género pela técnica da PCR, devido
a semelhanca ao controle positivo utilizado na técnica (Aeromonas hydrophila ATCC
7966) (SILVA et al., 2014).

Pelo sequenciamento genético, confirmou-se a presenca de Aeromonas sp. e a
espécie A. hydrophila, além da espécie A. media, ndo isolada pelo método convencional.
A identificacdo de espécie diferente, como a A. media, reforca a importancia do uso de
ferramentas moleculares, como 0 sequenciamento genético, para a confirmacdo dos
resultados dos testes bioquimicos, pois muitas vezes sdo incapazes de identificar com a
devida precisdo as espécies de Aeromonas face a homogeneidade fenotipica existente
dentro deste género (FIGUERAS et al., 2000; SILVA et al., 2014)
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Quanto a classificacdo através da PCR-RFLP da regido 16S do DNA
ribossdmico, foram obtidos padrdes de bandas inespecificos, impossibilitando a
identificacdo das espécies por esta técnica. Os padrGes de bandas encontrados neste
estudo foram diferentes dos descritos por BORRELL et al. (1997), ndo sendo possivel,
assim, a caracterizacdo das espécies de Aeromonas através do método de PCR-RFLP
da regido 16S do DNA ribossomico (SILVA et al., 2014). As comparagdes dos
resultados estdo mostradas nas figuras 9 e 10.

Figura 9: Padrdes de RFLP em gel de agarose, obtidos usando

endonucleases Alul e Mbol, da regido 16S do DNA ribossémico

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

Fonte: BORRELL et al., 1997.

* 1. A. hydrophila CECT839T; 2: A. salmonicida CECT894T; 3: A. caviae CECT838T; 4: A.
media CECT4232T; 5: A. sobria CECT837T; 6: A. midia ATCC 33907T; 7: A. jandaei CECT4228T; 8:
A. veronii biovar veronii CECT4257; 9: Aeromonas Sp. Estirpe CECT4253T (DHG 11); 10: A.
schubertii CECT4241T; 11: A. trota CECT4255T; e 12: A. Enteropelogenes DSM6394.

* Os nimeros a esquerda sdo tamanhos moleculares (em pares de bases).



68

Figura 10: Isolados de Aeromonas spp. digeridas com as enzimas de restrigdo Alu |
e Mbol

3 10 11 12
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Fonte: SILVA et al., 2014

*De 1 até 10: padrdo de banda dos isolados obtidos de amostras de ostra; 11 e 12: Isolados
obtidos de amostra de agua
Resultados discrepantes entre estas técnicas moleculares e bioquimicas tambem
foram descritos por @RMEN et al. (2005) na identificacdo das espécies de Aeromonas
em isolados clinicos e ambientais. Estes autores citam que 0s testes bioguimicos usam
esquemas de identificacdo baseados em isolados clinicos e estes ndo podem ser
aplicados por fornecerem incompleta identificacdo de isolados ambientais, além disso, a
grande heterogeneidade genética das amostras ambientais pode influenciar nos

resultados.

Corroborando com esta afirmacdo, HUYS et al. (2002) demonstraram por
métodos moleculares que ha uma grande variacdo genética dos isolados de A.

hydrophila, sugerindo a existéncia de uma subespécie.

A grande variacdo genética dentro do género Aeromonas foi indicada também
por MINANA-GALBIS et al. (2007), os quais identificaram a presenca de uma nova
espécie nos isolados de moluscos bivalves. Utilizando a técnica de RFLP para
identificacdo das espécies de Aeromonas, provenientes de varias fontes, ALPERI et al.
(2008) verificaram que 8,1% das amostras apresentaram padrdes de bandas diferentes,
levando a identificacdo duvidosa destas amostras. Para esses autores a
microheterogeneidade dos nucleotideos destas espécies deve ser levada em

consideracdo, quando se usam a RFLP ou outras técnicas moleculares.
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3.7 Tratamento: Antibioticoterapia e o perfil de resisténcia frente a

antimicrobianos

Antimicrobianos sdo produtos elaborados capazes de inibir parcial ou totalmente
a multiplicacdo e crescimento de microrganismos. Estas substancias podem ser
produzidas por microrganismos, obtidas por sintese quimica ou produtos microbianos
modificados estruturalmente em laboratério. O uso dessas substancias quimicas
revolucionou a abordagem das infeccOes e 0 seu sucesso gerou grande otimismo em

relacdo a prevencdo e ao tratamento dos processos infecciosos (WILLIAMS,1999).

Entretanto, a prescricio nem sempre criteriosa ou racional desses
antimicrobianos, rapidamente gerou dificuldades para seu uso, devido a progressiva
resisténcia bacteriana a essas drogas (HENRIQUES et al., 2006).

O uso indiscriminado de antibioticos no campo médico e ambiental € uma
pratica que contribui para a selecdo e disseminacdo da resisténcia em microrganismos,
com isso, nas ultimas décadas, a emergéncia da resisténcia entre bactérias
potencialmente patogénicas em ambientes clinicos se tornou um grande problema no
mundo todo (HENRIQUES et al., 2006).

As Aeromonas exibem resisténcia as penicilinas como por exemplo, penicilina G,
ampicilina, carbenecilina e ticarcilina. No entanto, a maioria das espécies de Aeromonas
mostra susceptibilidades a aminoglicosideos, tetraciclina, cloranfenicol, trimetoprim-
sulfametoxazol, quinolonas e a segunda e terceira geracdo de cefalosporinas (AWAN et
al., 2009). Como as sindromes diarreicas sado autolimitantes, a terapéutica
antimicrobiana é questionavel e indicada nos casos mais graves, envolvendo pacientes

imunodeprimidos ou com septicemias (FIGUERAS, 2005).

SEM e RODGERS (2004) relataram testes de susceptibilidade frente a
antimicrobianos em 164 estirpes de Aeromonas e foram observadas resisténcias ao
acido nalidixico (54-62%), ciprofloxacina (12-22%) e norfloxacina (14-19%).

Um estudo realizado nos Estados Unidos revelou que mais de 90% das cepas de
Aeromonas eram suscetiveis a cefalosporinas de terceira geracdo e aminoglicosideos, e
quase todas as cepas eram suscetiveis a quinolonas, cloranfenicol, tetraciclina,
minociclina, doxiciclina e nitrofurantoina (ZHI'YONG; XIAOJU; YANYU, 2002).
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GONI-URRIZA et al. (2000) documentaram a resisténcia antibidtica em
espécies de Aeromonas isoladas em dois lagos europeus. Relataram resisténcia
antibidtica ao trimetoprim (42%), acido pipemidico (67%), estreptomicina (65%),
cefalotina (93%), cefoxitina (56%), ticarcilina (87%), Sulfametoxazol (90%), &cido
naladixico (59%), ampicilina (99%), acido oxolinico (67%) e tetraciclina (14%) em
espécies de Aeromonas isoladas de rios europeus. A suscetibilidade as fluoroquinolonas
difere de 54% para 98%. A maioria das cepas eram suscetiveis a ciprofloxacina,
fosfomicina, colistina, gentamicina, cotrimoxazol, cefotaxima, cloranfenicol,
tobramicina e imipenem.

Tabela 4: Perfil geral de resisténcia das bactérias do género Aeromonas frente a
antimicrobianos

Resistentes Sensiveis

Penicilinas Aminoglicosideos
Penicilina G Tetraciclinas

Ampicilina Cloranfenicol
Carbenecilina Trimetoprim-sulfametoxazol (SFT)

Ticarcilina Quinolonas

2% e 32 geracdo de Cefalosporinas

Fonte: AWAN et al., 2009

Um total de sete isolados de Aeromonas foram identificados a partir de esgotos
hospitalares, incluindo quatro isolados de Aeromonas caviae e trés isolados de
Aeromonas hydrophila. O perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados foi de
28,57% de resisténcia a cefuroxima, 28,57% a ceftriaxona, 28,57% a cefepima e
42,85% a levofloxacina. Todos, exceto um isolado, eram suscetiveis a carbapenems,
nomeadamente imipenem e meropenem por meio do método de difusdo do disco
(BANERJEE; PAL; DAS, 2017).

FOSSE et al. (2003) analisaram uma série de 417 cepas de Aeromonas. No
estudo, identificou-as bioquimicamente e submeteu-as ao teste de susceptibilidade com
11 B-lactdmicos diferentes pelo método de difusdo em disco, revelando 3 fenotipos
predominantes: 1) Complexo de A. hydrophila — apresentou as classes B, C e D de -
lactamases; 2) Complexo de A. caviae - apresentou as classes C e D de B-lactamases; e

3) Complexo de A. veronii - apresentou as classes B e D de p-lactamases. Essas
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informacGes sugerem que a distribuicdo das trés classes predominantes de p3-lactamases
B, C e D entre as Aeromonas sao especificas da espécie, 0 que poderia ser um esquema

atil para a diferenciacdo taxondmica e um guia de terapia antimicrobiana.
3.7.1 MBLs (Metalo-p-lactamases)

As MBLs sdo betalactamases pertencentes a classe B de Ambler ou a classe 3 de
Bush-Jacoby-Medeiros, sdo inibidas pelo éacido etilenodiaminotetracético (EDTA) e
resistentes ao &cido clavulanico. Elas ocorrem naturalmente em diversas outras espécies
de bactérias Gram-negativas (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).

A enzima CphA pertencente também a familia de metalo-p-lactamases faz parte
da subclasse B2, possui um perfil limitado de substrato, hidrolisa quase que
exclusivamente carbapenens, apresenta pouca atividade contra penicilinas e
cefalosporinas, e € uma das carbapenamases mais ativas conhecidas. Ela é produzida
por diversas espécies do género Aeromonas e € ativada somente pela forma monozinco
(GARAU et al., 2005). Outras MBLs entre as bactérias do género Aeromonas foram
identificadas, incluindo ImiS (WALSH et al.,, 1998), IMP-19 (NEUWIRTH et al.,
2007) e VIM (LIBISCH et al., 2008).

Semelhante a outros tipos de B-lactamases a producdo de metalo-p-lactamase é
normalmente regulada nas cepas do género Aeromonas. Assim, a enzima € produzida
em niveis baixos na auséncia de indutores convenientes, enquanto que a producdo
aumenta consideravelmente na presenca destes inibidores B-lactdmicos como penicilina
ou imipenem (MARTIN TALAVERA et al., 2006).

Em um teste de estudo, 34 cepas de Aeromonas carreadoras de CphA foram
isolados a partir do sangue em humanos. Apenas uma cepa isolada (2,94%) foi
susceptivel ao imipenem testado pela difusdo em disco e diluicio em Agar com inculos
padrdo (10* UFC), enquanto 33 (97%) isolados tiveram valores de imipenem >16 pg /
ml, superiores ao ponto de interrupgdo suscetivel (4 ug/ml), pelo teste de diluicdo em
Agar com grandes indculos (10” UFC) (WU et al., 2012).
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3.7.2 AmpC B-lactamases

Em Aeromonas spp., principalmente de origem cromossomica, tem sido descrita
a B-lactamase AmpC, que de acordo com a classificacdo de Ambler faz parte da classe
C e de acordo com Bush-Jacoby-Medeiros pertence ao Grupo 1 (BABIC et al., 2006).

Em geral, as B-lactamases de AmpC podem hidrolisar muitos antibioticos f-
lactamicos, incluindo cefamicinas e cefalosporinas de terceira geracdo, e sao resistentes
aos inibidores de B-lactamase, como acido clavulanico, tazobactama e sulbactam. No
entanto, as cefalosporinas de quarta geragdo ndo sdo reconhecidas pelas f-lactamases de

AmpC (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).

Em geral as AmpC de B-lactamases relatadas no género Aeromonas incluiram
CepS de A. veronii bv. Sobria (WALSH et al., 1995), AsbAl de A. jandaei (ALKSNE;
RASMUSSEN, 2006), CepH de A. hydrophila (AVISON et al., 2000), CAV-1 de A.
caviae (FOSSE et al., 2003) e MOX-4 de A. caviae (YE; XU; LI, 2010).

Como outras bactérias que transportam genes AmpC, as Aeromonas nem sempre
expressam AmpC [-lactamases e podem exibir susceptibilidade a cefotaxima. Os
mecanismos envolvidos na expressdao de B-lactamases de AmpC incluem produgéo
indutivel de p-lactamase na presenca de indutores adequados (cefoxitina ou
imipenem) ou desenvolvimento de mutacdo deprimida que leva a uma producdo de alto
nivel de B-lactamases (WALSH et al., 1995).

WALSH et al. (1997) estudarama frequéncia de producéo in vitro de mutantes
resistentes em isolados de Aeromonas. O resultado foi de cerca de 107 a 10 °do total de
cepas analisadas, sugerindo que uma mutacao pontual foi responsavel pela geracdo de

mutantes.

A produgdo da resisténcia mediadora de B-lactamase do AmpC a cefalosporina de
terceira geracdo representa um desafio terapéutico na administracdo de infecgdes por
Aeromonas. Por exemplo, o uso de cefoperazona em um paciente com A. caviae no trato
respiratorio selecionou um mutante que produziu [-lactamase constitutivamente,
sugerindo que a monoterapia com uma cefalosporina de terceira geracdo para infeccdes
causadas por Aeromonas de transporte de genes AmpC deve ser evitada. (BAKKEN et
al., 1988).
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3.7.3 ESBLs (p-lactamases de Espectro Estendido)

Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) sdo definidas como enzimas da
classe molecular A ou D, segundo a classificacdo de Ambler, ou das classes 2be ou 2d,
segundo a classificacdo de Bush-Jacoby-Medeiros. S& capazes de hidrolisar
penicilinas, primeira, segunda e terceira-geragdo de cefalosporinas e aztreonam
(monobactamicos), mas ndo hidrolisam cefamicinas nem carbapenens. Alem disso, séo
inativados por inibidores de p-lactamase. (SHANMUGANATHAN et al., 2004;
POIREL et al., 2008).

Aeromonas produtores de ESBL tém sido cada vez mais relatados nos ultimos anos.
Os casos clinicos incluiram um paciente pediatrico com sepse de A. hydrophila em 2005
(RODRIGUEZ et al., 2005), dois isolados com o gene bla tem.24 de fezes diarréicas e
feridas em 2003 e 2004 (MARCHANDIN et al., 2003; FOSSE et al., 2004), e um
paciente idoso com pneumonia causada por A. caviae com 0 gene Bla ctx3 em 2010
(YE; XU; LI, 2010).

Em um estudo, investigaram 156 cepas de Aeromonas isoladas do sangue no sul de
Taiwan. Dois isolados de A. caviae possuiam o gene bla pgr-3, localizado em ambos os
cromossomas e plasmideos. Ao contrario do MBL e das PB-lactamases de AmpC
codificadas cromosomicamente, a aquisicdo de genes ESBL em Aeromonas pode
resultar da transferéncia horizontal de genes por elementos genéticos mdveis entre

Aeromonas e bactérias coexistentes em microambientes aquaticos (WU et al., 2011).

Para detectar a producdo de ESBL entre osisolados de Aeromonas, a ndo
susceptibilidade das cefalosporinas de terceira geracdo é provavelmente a pista do
laborat6rio. RODRIGUEZ et al. (2005) adotaram o teste de sinergia baseado em
clavulanato como fenétipo ESBL entre as Aeromonas. No entanto, o fendtipo ESBL
pode ser dificil de detectar com o uso de cefalosporinas de terceira geracdo como
substratos ESBL entre bactérias produtoras de AmpC-p-lactamase (KAO et al., 2010).

E possivel que o antagonismo pelo clavulanato nos produtores de ESBL possa ser
mascarado pela coexisténcia de B-lactamases de AmpC em estirpes de A. hydrophila e
A. caviae . Portanto, testes baseados em cefepime, tais como o disco combinado de
cefepime e clavulanato a prova de ESBL sdo sugeridos para o rastreio da producéo de
ESBL entre as Aeromonas (WU et al., 2011).
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A terapia ideal para infeccbes ocasionadas por Aeromonas produtoras de ESBL é
indefinida devido a raridade dos relatérios clinicos (WU et al., 2011). Casos clinicos
relatam que o uso de carbapenem como terapia antimicrobiana inicial para dois
pacientes com pneumonia e outra com fasciite necrotizante, ndo obteve sucesso (FOSSE
et al., 2004; RODRIGUEZ et al, 2005; YE; XU; LI, 2010). Teoricamente, 0s
carbapenems, ndo hidrolisados pelos ESBL, funcionariam melhor do que as penicilinas
ou cefalosporinas contra os produtores ESBL. No entanto, a atividade antibacteriana de
carbapenem pode ser dificultada pela producdo de CphA MBL em isolados A.
hydrophila, A. veronii e A. jandaei (CHEN; KO;WU, 2012).

Em infecgbes com indculos elevados, o uso clinico de B-lactdmicos, que sdo
hidrolisados por AmpC B-lactamases ou MBLs, deve ser perseguido com cautela. Para
uma infeccdo grave ocasionada por Aeromonas produtoras de AmpC [-lactamase e
MBL, a cefalosporina de quarta geracdo seria um agente eficaz. No entanto, se 0s
isolados causais se revelarem produtores de EBSL, a droga de escolha sera limitada
(CHEN; KO;WU, 2012).

A terapia empirica para infeccbes graves de Aeromonas consistiria em uma
cefalosporina de amplo espectro em associagdo com gentamicina ou amicacina (LAMY
et al., 2009), ou uma das fluoroquinolonas para evitar a complexidade da produgédo de f-
lactamase. Mais tarde, a terapia definitiva pode ser ajustada de acordo com o perfil de
susceptibilidade e identificacdo precisa de espécies. Mais ensaios de susceptibilidade,
tais como testes de sinergia de cefepima-clavulanato, devem ser realizados em isolados
de Aeromonas (WU et al., 2012).

3.7.4 Aeromonas e a resisténcia a antimicrobianos na aquicultura

Em virtude da grande diversidade do setor aquicola, o uso de agentes
antimicrobianos ndo pode ser generalizado em todas as situacfes. Devem-se considerar
0s aspectos do antimicrobiano, tais como dosagens, uso racional, espécies cultivadas,
bem como a farmacodindmica e a farmacocinética da droga a ser utilizada. Em relacédo
aos agentes empregados na aquicultura mundial existem diferencas nos dados de um
pais para outro, mesmo com essas variacdes 0s agentes antimicrobianos mais utilizados
pertencem ao grupo das tetraciclinas, das sulfonamidas e das quinolonas de primeira e
segunda geragdo (GUARDABASSI et al., 2010).
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O uso indiscriminado de antibioticos na aquicultura leva ao desenvolvimento de
bactérias com caracteristica de multipla resisténcia aos antimicrobianos (FRAPPAOLO;
GUEST, 1986). As multiplas resisténcias a antibioticos entre as espécies de Aeromonas
foram relatadas globalmente por diferentes autores (CIZEK et al., 2010; ISHIDA et al.,
2010; NAWAZ et al., 2006)

CIZEK et al. (2010) verificaram que os isolados de Aeromonas de duas espécies de
carpas mostraram alta resisténcia a oxitetraciclina, usando a técnica de PCR para avaliar
a presenca do gene tet que confere resisténcia a tetraciclina, sendo detectado em 40%
(48/121) dos isolados. ISHIDA et al. (2010) identificaram a presenca de genes de
resisténcia a tetraciclina em 26,3% (72/274) de bactérias gram-negativas isoladas de

agua de sistemas de piscicultura no norte do Egito.

NAWAZ et al. (2006), apos identificarem espécies de Aeromonas por PCR-RFLP,
avaliaram a presenca de 5 tipos de gene tet (A-E) por PCR multiplex; o gene tetE
apresentou-se dominante sobre os demais, sendo identificado em 90% dos isolados
(73/81). Aeromonas spp. isoladas a partir de sistemas de aquicultura na Africa do Sul
apresentaram resisténcia a betalactamicos, porém, sensibilidade as cefalosporinas de
segunda e terceira geracao. 78,3% foram resistentes as tetraciclinas, com a amplificacdo
do gene tet ABC em 70,3% e o0 gene tet DEH em 54,1% dos isolados (JACOBS;
CHENIA, 2007).

MEJDI et al. (2010) determinaram a sensibilidade in vitro de Vibrio spp. e
Aeromonas spp. isoladas de agua do mar e mexilhdes, frente a 12 antimicrobianos
usando o método de Kirby-Bauer, e a maioria dos isolados mostrou-se resistente a pelo

menos dois agentes e a ampicilina apresentou a maior porcentagem de resisténcia.

EVANGELISTA-BARRETO et al. (2010) isolaram sete espécies diferentes de
Aeromonas no Rio Cocd no Ceard/Brasil e testaram a resisténcia frente a oito
antibioticos, sendo que 60% apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano.
Multipla resisténcia a antibidticos também foi observada em A. caviae, A. sobria e A.
veronii bv. sobria e a A. caviae apresentou 0 maior indice de multipla resisténcia, sendo

resistente a quatro antibioticos.

BIZANI e BRANDELLI (2001) testaram 32 antibidticos em quinze isolados de

Aeromonas a partir de dgua de abatedouro de bovinos e a A. hydrophilla mostrou-se



76

menos sensivel aos antibidticos testados. Todos os isolados apresentaram resisténcia aos

betalactamicos, sozinho ou em combinac¢do com outro antimicrobiano.

SCOARIS et al. (2008) observaram que 18 de 23 Aeromonas isoladas a partir de
agua mineral apresentaram multipla resisténcia a trés ou mais antibidticos testados,

tendo a ampicilina 91% de resisténcia e a ciprofloxacino 100% de sensibilidade.

As populagbes bacterianas sdo heterogéneas, cada uma com sua propria
sensibilidade a determinado antimicrobiano. O uso de antimicrobianos exerce pressao
seletiva sobre elas e o uso de concentracbes reduzidas das drogas eliminou as
subpopulagdes mais sensiveis, levando ao crescimento excessivo da subpopula¢Ges
menos sensiveis (GUARDABASSI et al., 2010).

3.8 Distribuigéo global

A incidéncia exata de infeccdes por Aeromonas em nivel global € desconhecida.
Casos de infeccGes por Aeromonas spp. ndo é de notificacdo obrigatéria nos Estados
Unidos ou na maioria dos outros paises ao redor do mundo. Em 1988, a California
transformou-se no primeiro estado a fazer um relatério de infecgbes por
Aeromonas. Com base nos dados coletados de 219 pacientes durante um periodo de 12
meses, a incidéncia global de infeccdes por Aeromonas foi de 10,6 por milhdo de
habitantes, com infeccGes de feridas estimadas em 0,7 por milhdo de habitantes, sendo a
maior incidéncia de 1,4 por milhdo para idosos 30 a 39 anos (KING; WERNER;
KIZER, 1992).

Uma pesquisa nacional de 6 meses sobre as infec¢des por Aeromonas na Franca
em 2006 relatou 99 infeccBes em 70 hospitais. Com base em um censo estimado em
2006 de 61 milhdes, isso representa uma prevaléncia de 1,62 infeccdes por milhdo de
habitantes, valor muito inferior ao relatado no estudo da Califérnia (LAMY et al.,
2009).

As infecgdes ocasionadas por bactérias pertencentes ao género Aeromonas na
Inglaterra e no Pais de Gales é voluntariamente relatavel, com entre 47 e 116 casos
registrados anualmente entre 1990 e 2004. Para 2004, a estimativa da populacdo para a
Inglaterra e Pais de Gales foi de 53 milhdes, com 82 casos registrados
septicemia associada ao género Aeromonas (JANDA; ABBOTT, 2010).
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Estima-se que a populacdo dos EUA em 2004 esta na faixa de 293 milhdes,
entdo o nimero projetado de casos de septicemia causada por Aeromonas nos Estados
Unidos para 2004, foi de 453 com base nos dados britanicos. Isso faz com que a
incidéncia de septicemia de Aeromonas na Inglaterra/Pais de Gales e os Estados Unidos
seja de 1,5 por milhdo de pessoas. Claramente, ambos os valores sdo estimativas
minimas, uma vez que muitos casos ndo sdo detectados ou ndo sdo relatados (JANDA;
ABBOTT, 2010).

3.8.1 A problematica da Aeromonas spp. no Brasil

No Brasil, a relacdo da presenca de espécies do género Aeromonas como a causa
de doencas € pouco documentada, assim como relatos sobre a ocorréncia das espécies
do género e estudos da presenca de fatores de viruléncia e resisténcia aos
antimicrobianos, o que implica na necessidade de mais estudos e investigacdes para o
esclarecimento do risco que esses microrganismos representam para a Saude Puablica, de

importancia humana e veterinaria (NOJIMOTO et al., 1996).

MATTE (1995) isolou 536 cepas de Aeromonas de 64 amostras de agua de
superficie e 24 amostras de sedimento da Represa de Guarapiranga em Sao Paulo, das
quais 10,3% eram A. hydrophila, 11% A. caviae, 11% A. sobria, 69,6% A. jandaei e
2,6% atipicas.

NOJIMOTO et al. (1996) analisaram 163 amostras de fezes de criancas com
idade abaixo de 5 anos, na cidade de Goiania. Das amostras, 91 eram diarreicas e 72 ndo
diarreicas. Das fezes diarreicas foram isoladas 21,9% de Aeromonas, enquanto que das

fezes ndo diarreicas nenhuma cepa do género foi isolada.

FALCAO et al. (1998) pesquisaram a presenca de Aeromonas e outros
organismos em agua fresca de diversas fontes em Araraquara, interior de Sdo Paulo.
Também foram analisados fatores de viruléncia e presenca de plasmideo. De 100
amostras de agua coletadas, foram isoladas 6 cepas: 3 A. hydrophila, 1 A. sébria, 1 A.
veronii bv sobria e 1 A. media. Todas as cepas de Aeromonas foram positivas para o

teste de B-hemdlise e negativas para presenca de plasmideos e enterotoxinas Ast e Alt.

GIBOTTI et al. (2000) pesquisaram a ocorréncia de Aeromonas € outros

microrganismos em amostras de agua do cérrego de Cambé, Parana. Foram isoladas 12
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cepas de A. hydrophila, 12 A. caviae e 8 A. veronii bv sobria. Todos isolados
apresentaram capacidade hemolitica em Agar sangue. O teste em camundongos
neonatos para deteccdo de acumulo de fluido foi positivo para 2 A. hydrophila, 1 A.

caviae e 2 A. veronii bv sobria.

SOUSA e SILVA-SOUZA (2001) conduziram um estudo para pesquisa de
bactérias em peixes no rio Congonhas em Sertaneja, Parand. Em 44% das amostras
analisadas, foram isoladas bactérias dos géneros Aeromonas, Pseudomonas,
Acinetobacter, familia Enterobacteriaceae, Micrococcus, Bacillus e Lactobacillus,

sendo que o grupo isolado com maior frequéncia foi 0 género Aeromonas.

BAUAB et al. (2003) estudaram isolados de Aeromonas de origem ambiental e
clinica, nas cidades de Araraquara e Ribeirdo Preto. Um total 88 cepas de Aeromonas
foram isoladas, sendo 31 de fezes diarreicas, 10 de fezes ndo diarreicas, 39 de material
humano extra intestinal e 8 de agua doce. Os resultados mostraram associacdo dos
ribotipos com a origem das cepas, e a analise de agrupamento permitiu a identificacéo
de um complexo de ribotipos pertencentes a fontes distintas, mas relacionadas,

incluindo isolados clinicos e ambientais.

PEREIRA et al. (2004) pesquisaram a presenca de Aeromonas e Plesiomonas
shigelloides em 86 amostras de mexilhdo (43 in natura e 43 pré-cozida), no Rio de
Janeiro. Das 380 cepas isoladas de ambas as espécies, 15,5% foram caracterizadas como
A. hydrophila. A identificacdo feita pelos pesquisadores alocou 372 cepas em nove
espécies de Aeromonas, alertando que bactérias deste género podem continuar presentes

em mexilhdes mesmo apds o cozimento.

CABRAL (2005) analisou 273 isolados pertencentes ao género Aeromonas, em
amostras de ambientes aquaticos do Estado de S&o Paulo, dentre as espécies
encontradas 22 isolados foram classificadas como A. hydrophila. Em 2004, ocorreu um
surto de diarreia em S&o Bento do Una, Pernambuco, que envolveu 2170 casos. Foram
realizadas 582 coproculturas, e em 114 amostras foi detectada a presenca de Aeromonas
(HOFER et al., 2006).

RAZZOLINI et al. (2008) analisaram 200 amostras de agua provenientes de

reservatorios domésticos e publicos, e fontes potaveis localizadas em S&do Paulo. A
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presenca do género Aeromonas foi detectada em 12 (6%) das amostras coletadas, sendo

que um nimero expressivo destes isolados tinha o potencial de produzir toxinas.

BALSALOBRE (2010) selecionou 100 isolados provenientes de diferentes
ambientes aquaticos no Brasil, destes 41 isolados de A. hydrophila e 46 de A. jandaei. A
pesquisa demonstrou a ocorréncia dos genes act, alt e ast em 70% (29), 97% (40) e 26%
(11) respectivamente nos isolados de A. hydrophila. Os resultados mostraram o
potencial patogénico do género, indicando que a presenca destes patdgenos em sistema

de agua € uma preocupacdo para a Saude Publica.

LOPES et al. (2015) estudaram e atividade citotoxica de vinte cepas de
Aeromonas caviae que originaram-se de espécimes fecais de pacientes com diarreia
aguda durante um surto no Brasil em 2004. Os sobrenadantes de cultura de catorze
estirpes (70%) causaram acumulo de fluidos intestinais em coelhos e mostraram
atividade citotoxica. Os fatores enterotdxicos e citotoxicos foram termicamente estaveis
apos o tratamento com sobrenadantes de cultura a 100 °C. Os resultados revelaram que
as cepas de A. caviae produzem uma enterotoxina citotoxica estavel ao calor e que pode

ser ligada ao surto de diarreia que ocorreu no Brasil.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As infeccOes ocasionadas por Aeromonas spp. sdo consideradas uma ameaca
potencialmente grave para a saude publica. Os surtos de doencas causadas por esta
bactérias geram custos pessoais, econdmicos e sociais associada ao impacto da agua

contaminada no meio ambiente.

A contaminacdo de sistemas de producdo pesqueira, meio ambiente, dgua e
alimentos constitui potencial veiculo de infec¢des causadas por Aeromonas spp.
Salientam-se que os diversos mecanismos de viruléncia e resisténcia podem ainda ser

transferidos para outros individuos com potencial patogénico.

E de suma importancia garantir medidas sanitarias adequadas, como a
preparacdo de alimentos, a lavagem das maos e o sistema eficiente de eliminagdo de
esgoto. A vigilancia correta das instalagcdes de agua, alimentos e saneamento, utilizando
procedimentos de diagnéstico e deteccdo desses agentes € essencial para a prevencéao de

infeccdes.

O uso indiscriminado e ndo autorizado de antimicrobianos, principalmente por
piscicultores € um fator agravante na selecdo de bactérias resistentes, bem como a
contaminacdo do meio ambiente por dejetos hospitalares e industriais, alterando as
populacdes microbianas, entre elas as Aeromonas spp. E de fundamental importancia a
sensibilizacao dessses profissionais com relacdo ao uso racional dessas substancias, bem
como de toda a populacdo com o descarte do lixo e a preservacdo do meio ambiente,
visto que a contaminacgdo dos rios e lagos por metais e dejetos tem sido um dos fatores

de grande importancia para a co-selecdo de bactérias resistentes.

Na atual situacdo ndo existe uma relacdo de antimicrobianos adequados para
tratar as condicdes especificas das doencas dos peixes. As diferencas fisioldgicas entre
as espécies de peixes e ambientes aquaticos sdo muito maiores do gque para 0s animais
terrestres. Isto interfere na forma de desenvolvimento da doenca e de seu quadro clinico
que pode variar de uma espécie pra outra ou na mesma espécie em diferentes condi¢oes

ambientais, com necessidades farmacocinéticas especificas.

A associacdo de métodos convencionais e moleculares na caracterizacdo

genética das bactérias do género Aeromonas poderia aumentar o potencial
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discriminatorio por detectar um nimero maior de espécies, aumentando, assim, a

confianga no resultado.

Finalmenmte, é importante salientar a necessidade de mais estudos sobre as
espécies bacterianas pertencentes ao género Aeromonas, ja que estd demonstrado a sua
importancia como agente etiolégico de doencas infecciosas humanas e veterinarias e o

real impacto na saude puablica.
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