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RESUMO

As bactérias do género Aeromonassao consideradas como patégenos emergentes
de animas e humanos, causando diarreia e infec¢des extra intestinais tais como,
infecgBes de pele e septicemia. Varias enzimas extracelulares e toxinas tem sido
apontadas como potenciais fatores de viruléncia em Aeromonas. Contudo, a
importancia de cada fator em particular ou sua interagdo durante 0s processos
patogénicos ndo estad bem definida. No presente trabalho, a distribuicdo e a
atividade fenotipica dos genes que codificam aerolisina/hemolisina, serina protease,
metaloprotease, lipase e glicerofosfolipideo-colesterol aciltransferase (GCAT) foram
investigados em 15 linhagens tipos, representando 12 das 14 espécies do género, e
30 isolados clinicos e ambientais em Aeromonas. Os genes analisados estédo
altamente conservados entre 0s géneros e os isolados. O gene lipA foi identificado
em 93% das amostras, podendo ser usado como um gene alvo para a rapida
identificacdo de Aeromonas em amostras clinicas, ambientais e de alimentos. Os
genes gue codificam aerolisina, elastase, lipase e GCAT estiveram presentes tanto
nos isolados clinicos como nos ambientais. Contrariamente, o gene ahpA foi mais
prevalente nos isolados clinicos, indicando papel direto ou indireto no mecanismo
patogénese destes microrganismos. Variacbes em relacdo as enzimas
extracelulares foram evidenciadas entre as espécies e os isolados de Aeromonas.
Contudo, nenhuma relacdo foi encontrada entre as atividades enzimaticas e 0s
isolados clinicos. A relacdo entre atividade hemolitica sobre o sangue humano e a
presenca do gene aerolisina/hemolisina (aerA) pode ser considerada um indicativo

de que aerolisina seja particularmente ativa contra eritrécitos humanos.
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ABSTRACT

Aeromonas are considered as emerging animal and human pathogens
causing diarrhea and extraintestinal infections, such as wound infection and
septicemia. Several extracelular enzymes and toxins have been pointed as potential
virulence factors in Aeromonas. However, the importance of each particular fator or
their interation during the pathogenic processes is not well defined. In the presente
work, the distribution and phenotypic activity of the genes encoding the
aerolysin/hemolysin, serine protease, metalloprotease, lipase and
glycerophospholipid-cholesterol acyltransferase (GCAT) were investigated in 15 type
strains, representing 12 of the 14 species of the genus, and 30 clinical and
environmental isolates of Aeromonas. The former genes were found to be highly
conservered among the genus and isolates. The lipA gene was identified in 93% of
the samples and may be used as a target gene for the rapid identidication of
Aeromonas in clinical, food and environmental samples. Aerolysin, elastase, lipase
and GCAT genes were presente in both clinical and environmental isolates.
Conversely, ahpA gene was more prevalente in clinical isolates, indicating their direct
or indirect role in the mechanism of pathogenesis of thease microorganisms.
Variation on the extracelular enzymes eas evidenced among the species and isolates
of Aeromonas. However no relation was found between enzymatic activities and
clinical isolates. The relation between hemolytic activity on human blood and the
presence of aerolysin/hemolysin gene (aerA) can be seen as na indicative that

aerolysin are particularly active against human erythrocytes.
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1. INTRODUCAO

As doengas diarreicas constituem a mais importante causa isolada de
morbidez e mortalidade. A maior taxa de mortalidade por doencas diarreicas €
observada em recém-nascidos e criancas, especialmente nos paises em
desenvolvimento. Cerca de um bilhdo de episédios diarréicos e quase cinco
milhdes de mortes ocorrem, anualmente, em criangas com menos de cinco anos
de idade. Além de virus, existe uma gama de patdgenos bacterianos que,
isoladamente, ou em associacdo, provocam diarreias tais como: Salmonella,
Shigella, V. cholerae, e outros, ditos emergentes, entre 0os quais se incluem

diversas espécies do género Aeromonas.

As Aeromonas sao bastonetes Gram-negativos que ocorrem de maneira
amplamente difundida pela natureza, possuindo como habitat natural a agua.
Estas bactérias podem ser encontradas em aguas utilizadas para diferentes fins,
sendo consideradas como patdgenos de peixes e animais de sangue frio. Porém,
nos ultimos anos, houve um crescente interesse por estes microrganismos
devido aos aumentos dos registros de infeccdes em humanos, causadas por
espécies de Aeromonas. Em humanos, membros deste género, séo
responsaveis, principalmente, por infeccdes intestinais transmitidas através da
agua e/ou alimentos contaminados e fezes de animas que albergam a bactéria.
Estas espécies também podem provocar infecgdes extra intestinais, tais como:
endocardites, meningites, abcessos intra-abdominais, peritonites, infeccdes do

trato respiratério e urinario, septicemia, entre outras.

Apesar de nado terem o seu papel completamente elucidado, varios fatores
de viruléncia tem sido descritos para explicar o processo de patogenicidade em
humanos por parte de Aeromonas. Tais fatores incluem a producéo de enzimas e
toxinas extracelulares, assim como a capacidade que estes patégenos possuem
em aderir-se e multiplicar-se nos tecidos do hospedeiro. As toxinas produzidas
por Aeromonas sdo classificadas como endotoxinas e exotoxinas (estas ultimas

também conhecidas como citotoxinas ou enterotoxinas). Dentre as principais



toxinas produzidas por estes microrganismos podemos citar a aerolisina e
hemolisina. As principais enzimas extracelulares envolvidas na patogenicidade
em humanos, descritas até o0 momento, sao: lipases, proteases (metalo e serina
proteases), gricerofosfolipideo colesterol aciltransferase (GCAT) e outras com
funcBes ainda pouco estudadas. Além destas, a producdo de biofilmes parece
estar envolvida na implantacéo da populagédo e na resisténcia ao tratamento com
antibidticos, influenciando assim na capacidade patogénica destas bactérias.
Diversos estudos mostram que a capacidade patogénica de Aeromonas, assim
como ocorre em outros enteropatdgenos, ndo estd relacionada a um fator
preponderante, mas a ac¢do conjunta de diversos fatores que garantem a

sobrevivéncia, implantacéo e proliferagdo do microrganismo no hospedeiro.

O envolvimento de varios genes que codificam estas substancias tem sido
descrito e a deteccéo destes € um passo importante para determinar o potencial
patogénico de espécies de Aeromonas. Assim, o0 presente trabalho teve como
objetivos avaliar a presenca de genes que codificam aerolisina/hemolisina, lipase,
proteases (metalo e serina protease) e GCAT, bem como a expressao ‘in vitro”
dos principais fatores de viruléncia em representantes das distintas espécies e

em isolados clinicos e ambientais de Aeromonas sp.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O género Aeromonas

As bactérias do género Aeromonas pertencem a familia Vibrionaceae, séo
anaerobicas facultativas, representadas por bacilos Gram-negativos (Gillespire, 1994;
Janda et al., 1995). Possuem 0,3 — 1,0um de diametro e 1,0 — 3,5um de
comprimento, sdo retos com extremidades arredondadas ou células que se
aproximam a uma forma esférica. S&o bactérias monotriquias, embora flagelos
peritriquios possam ser formados em culturas jovens em meio solido (Popoff & Lallier,
1994; Altwegg, 1999).

As espécies sao moveis (Bottarelli & Ossiprandi, 1999; Brooks et al., 2000) com
excecdo de A. salmonicida (Bottarelli & Ossiprandi, 1999). Podem ocorrer isoladas,
aos pares ou em cadeias curtas. Sao oxidase e catalase positivas, reduzem nitrato a
nitrito e fermentam a D-glicose com formacéo de acido e/ou gas. A grande maioria
das espécies cresce a uma temperatura bastante variada, entre 0 — 45°C, embora
sua faixa 6tima de crescimento esteja entre 22 — 28°C, toleram pH de 4,5 - 9,0 e
apresentam comprovada tolerancia a salinidade (Popoff et al., 1981; Delamare et al.,
2000). As Aeromonas sdo capazes de produzir uma serie de exoenzimas (Popoff &
Lallier, 1994; Janda et al., 1995; Altwegg, 1999) tais como: amilases DNAses,
proteases, lipases, entre outras (Popoff & Lallier, 1994; Altwegg, 1999). Estes
microrganismos também podem produzir B-lactamases, o que representa um grande
problema na terapia com antibiéticos B-lactamicos (Gillesspie, 1994; Quiroga, et al.,
2000).



2.2. Taxonomia

O grupo Aeromonas é distinguido da familia Enterobacteriaceae pelo teste
positivo da oxidase. Porém, como mostra a Tabela 1, existem limitagbes na
identificacdo de Aeromonas dentro dos bacilos gram negativos oxidase positivos,
entre os quais se encontram 0s géneros Aeromonas, Pleissonomas, Vibrio e

Pseudomonas (Baron et al., 1994).

Tabela 1. Caracteristicas chaves dos bacilos Gram-negativos oxidase positivos
(modificado de Baron et al., 1994).

Caracteristicas Aeromonas Plesionomas Vibro Pseudomonas
Fermentacéo Glicose + + + -
Acido de Inositol - + - NA
Acido de Manitol + - + NA
Liguefacdo da Gelatina + - + +/-
Crescimento TCBS* - - + -
Na+** - - + -

+: maioria das cepas positivas; -: maioria das cepas negativas; +/-: resultados variaveis; NA: nao
aplicavel; *: agar Tiosulfato citrato-sais biliares-sacarose (TCBS); **: requer ou € estimulado por NaCl
6,5%.

Tradicionalmente, as Aeromonas sao classificadas ao nivel de espécies
através de uma série de testes bioquimicos de rotina, dentre os quais, 0s mais

importantes séo citados na Tabela 2.



Tabela 2. Provas bioquimicas diferenciais para a classificagdo de Aeromonas ao
nivel de espécie (adaptada de Koneman et al., 2001).
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Embora uteis para a identificacdo de algumas espécies, em particular aquelas
presentes em amostras humanas, os testes bioquimicos apresentam limitacdes
guanto a sua aplicacao na identificacdo de muitas espécies isoladas do ambiente ou
de alimentos (Millership, 1996). Diante disto, nas Ultimas décadas, a classificacdo de
Aeromonas tem sofrido grandes mudancas j& que, alguns autores consideram que
os testes bioquimicos, usados para a identificagdo de Aeromonassp. sao inseguros,
uma vez que, sao incapazes de identificar precisamente as espécies, desde as mais
comuns até algumas recentemente descritas (Borrel et al., 1997; Chacon, et al.,
2003). Um sistema bastante aceito de classificacdo das espécies de Aeromonas, € a
hibridizacdo DNA-DNA. Este sistema apresenta alta sensibilidade e seguranca
guanto a caracterizacdo de isolados, sendo capaz de identificar como mesma
espécie aqueles isolados que diferem unicamente em poucos caracteres fenotipicos
e que, certamente, pelos meétodos convencionais, seriam considerados como
espécies distintas. Portanto, a partir desse meéetodo, as Aeromonas podem ser
separadas por grupos de hibridizacdo (HGS), isto €, grupos de genoespécies, 0S
guais, como mostra a Tabela 3, ndo tem mostrado, obrigatoriamente, correlacao

com os grupos fenotipicos (Popoff et al., 1981).



Tabela 3. Grupos de hibridizacdo, genoespécies e grupos fenotipicos do género

Aeromonas (Carnahan & Altwegg, 1996 modificado).

Grupo de Genoespécie Fenoespécie
Hibridizagcéo

1 A. hydrophila A. hydrophila

2 N&o definida A. hydrophila

3 A. salmonicida A. salmonicida

3 N&o definida A. hydrophila

4 A. caviae A.caviae (A.Punctata)
5A A. media A. caviae

5B A. media A. media

6 A. eucrenophila A. eucrenophila

7 A. sobria A. sobria

8 X A. veronii A. veronii biotipo sobria
8Y A. veronii A. veronii biotipo sobria
9 A. jandaei A. jandaei

10 A. veronii A. veronii biotipo veroni
11 N&ao definida N&ao definida

12 A. schubertii A. schubertii

13 N&ao definida Aeromonas grupo 501
14 A. trota A. trota

15 A.allosaccharophila A.allosaccharophila

16 A. encheleia A. encheleia

Apesar de eficiente, a hibridizacdo DNA-DNA n&o solucionou todas as
controvérsias relativas a taxonomia de Aeromonas (Carnahan & Altwegg, 1996;
Borrel et al. 1997). Assim sendo, novos métodos tem sido utilizados para tentar
desvendar as relacdes filogenéticas do género. De acordo bom Borrel et al. (1997), a
analise da sequéncia do gene 16S rRNA, através da técnica de RFLP-PCR, mostrou
ser um bom método para acessar a identidade de Aeromonassp. Isto se deve ao
fato de que a sequéncia deste gene, apesar de apresentar uma elevada similaridade
entre as espécies, mostrou ter estruturas primarias Unicas permitindo assim, a

identificacdo de algumas espécies (Borrel et al., 1997).



Desta forma, Borrel et al. (1997), estabeleceram um protocolo, baseado nos
padroes de RFLP-PCR do gene 16S rRNA, usando duas endonucleases
simultaneamente, Alul e Mbol o qual, permitiu a identificacdo de algumas espécies
do género Aeromonas. Os autores avaliaram a sequéncia do gene 16S rRNA em 76
isolados, caracterizados através de provas bioquimicas e constataram que uma
linhagem identificada bioquimicamente como A. veronii mostrou ter o padrdo RFLP
para a espécie gendmica A. hydrophila. Os mesmos também constataram que dias
espécies, inicialmente classificadas como A. hydrophilla e A. veronii foram,
posteriormente, identificadas geneticamente como A. caviae. Neste sentido, a
técnica proposta por Borrel et al. (1997), permite identificar muitas espécies, tais
como: A. hydrophila, A. veronii biotipo sobria e A. caviae, consideradas por Janda et
al. (1995) como as mais frequentes especies isoladas em laboratérios, bem como as
mais patogénicas para humanos. Dessa forma, a determinagdo das espécies em
Aeromonas através da avaliacdo do 16S rRNA pode ser realizada em um curto
periodo de tempo, por um custo razoavel, e para um grande nimero de isolados,
possuindo assim um potencial inestimavel para as investigacdes de epidemiologias

e implicacBes patogénicas em humanos por Aeromonassp. (Borrel et al., 1997).

2.3. Epidemiologia

Aeromonassp. Sao habitantes do ambiente aquatico (Krovacek et al., 1994;
Handfield et al., 1996; Borrel et al., 1997; Chacoén et al., 2003), sendo reconhecido
como patégenos ocasionais de peixes e outros animais de sangue frio (Krovacek et
al., 1994; Janda et al., Borrel et al., 1997; Santos et al., 1999).

Nos ultimos anos, estas bactérias tém sido reconhecidas como patégenos
humanos (Santos et al.,, 1999), sendo associadas, principalmente a gastrenterites
(Palumbo et al., 1985; Krovacek et al., 1994; Janda et al., 1995; Santos et al., 1999).

As gastrenterites associadas a estes microrganismos acometem
principalmente criangcas menos de cinco anos de idade, porém, casos de adultos
associados a estas infeccfes sdo relativamente comuns (Janda et al., 1995). De
acordo com os autores, a maior incidéncia de diarreias, provocadas por Aeromonas,

nos Estados Unidos, ocorre, principalmente, durante os meses de verao, e alguns

8



estudos indicam que estas bactérias estdo entre as principais causas de
gastrenterites durante estes meses. Um estudo realizado por (Guerra et al., 2005),
no Brasil, demonstrou que mais de 50% das diarreias bacterianas, que acometem
principalmente em criancas, sdo provocadas por estas bactérias. O paciente com
gastrenterite por Aeromonas apresenta diarreia liquida, febre, vémitos, dor
abdominal e, em casos mais graves, diarreia mucosanguinolenta (Gracey et al.,
1982; Goodwin et al., 1983; Buchanan & Palumbo, 1985; Wilcox et al., 1992; Gosling,
1996; Koneman,1997; Teka et al.,, 1999). Em geral, a diarreia ocasionada por
Aeromonas ndo requer tratamento, mesmo na presenca de fezes
mucosanguinolenta, no entanto, na sua persisténcia prolongada, a antibioticoterapia
deve ser considerada (Gillian et al., 1992). Neste caso, a presenca de [3-lactamases

(Quiroga et al., 2000) e a resisténcia multipla a antibioticos (Zanella, 2002),

representam um problema potencial na terapia antimicrobiana.

Outras infeccbes menos comuns podem ser causadas por Aeromonassp., tais
como: endocardites, meningites, abcessos intra-abdominais, peritonites, infec¢des
do trato respiratorio e urinario, septicemia, entre outras (Morena et al., 1993; Janda
et al., 1995; Albert et al., 2000).

Y

Muitos estudos referentes a etiologia das gastrenterites determinadas por
Aeromonas tem estabelecido a agua como principal veiculo de transmissao destes
patogenos (Neves et al., 1990; Hanninem& Siitonem, 1995, Botarelli e Ossiprandi,
1999), j& que a agua pode favorecer a disseminacdo destas bactérias através de

praticas como irrigacéo e lavagem de alimentos (Chopra e Houston, 1999).

Bactérias deste género podem ser encontradas em rios, lagos, agua do mar,
reservatorios, locais de tratamento de agua potavel e de esgoto, assim como em
peixes, frutos do mar, fezes humanos e de animais (Austin et al., 1998; Holmes,
1996). Fuzihara et al. (1995) isolaram espécies de Aeromonas de aguas cloradas e

nao cloradas, sendo A. hydrophila a espécie mais comum encontrada em agua limpa.

Muitas espécies de Aeromonas podem ser encontradas em alimentos frescos
de origem animal (carnes de gado e porco, leite e peixes) e vegetal, bem como em
alimentos processados (Buchanan & Palumbo, 1985; Callister & Agger 1987;
Barnhart et al., 1989; Saad et al., 1995; Handfield et al., 1996; Altwegg, 1999; Albert
et al., 2000). A alta frequéncia destas bactérias em alimentos pode estar associada a
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sua capacidade de crescimento a baixas temperaturas (>4°C) (Krovacek et al., 1994)
bem como em altas concentracdes salinas (Delamare et al., 2000). A possibilidade
de que a gastroenterite por Aeromonas seja consequéncia da ingestdo de toxinas
pré-formadas presentes nos alimentos (Majeed et al., 1990) é reforcada pela
constatacao de que A. hydrophila € capaz de produzir enterotoxinas e hemolisinas
mesmo a temperatura de 4°C (Palumbo, 1996). Sendo assim, algumas técnicas de
conservacao de alimentos parecem ineficazes em inibir a replicagéo, principalmente
de A. hydrophila, que pode se multiplicar, embora a uma taxa menor, em produtos
refrigerados ou embalados a vacuo. A presenca de Aeromonas foi constatada em 43%
dos vegetais analisados, comercializados na CEASA de Sédo Paulo, com nameros
que variam entre 102 a 2x10° UFC/g. Dentre os isolados, 96,5% foram classificados
como A. caviae, 2,8% como A. hydrophila e 0,7% como Aeromonas sp. (Saad et al.,
1995).

Estudos indicam a ocorréncia preferencial de alguns grupos de Aeromonas
em isolados clinicos. Neste sentido, como resumido na Tabela 4, as espécies
predominantes em casos clinicos séo: A. hydrophila, A. caviae e A. veronii biotipo
sobria, pertencentes aos grupos de hibridizacdo HG1, HG4, HGS8, respectivamente
(Janda et al., 1995).
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Tabela 4. Distribuicdo clinica de Aeromonassp. envolvidas em infecgcdes humanas
(Janda et al., 1995)

) _ .(Jr.up.o dc‘: Dados clinicos Freqiiéncia de isolagao’
Genoespécie hibridizagao
l-'reql'lénc_m" Significincia® Fezes Feridas Sangue Outros
1. hyvdrophila 1 +4+ I fpa apan g ey
A . salmonicida 3 } 3 2 : N
A. caviae 4 4+ | dn 4 e+
A. media 5 + 3 4 .
A. veronii biotipo g i | en . . -
sobria
A wr?n/i biotipo 10 i 3 N N ) ’
veronil
A. jandaei 9 + 5) + e e ’
A. schubertii 12 - 2 5 + B ;
A. trota 13 + 3 + 2 2 e

a +++. isolados mais comuns, +, raramente isolados; -, nao 1solados
b: +++, freqilentemente isolados em laboratorio; ++, ocasionalmente isolados em laboratorios; +, raramente isolados em laboratorio

¢ |, espécie mais patogénica para humanos, 2. causa provada de doengas em casos raros; 3,0casionalmente isolados de humanos (fezes) mas de

significancia desconhecida.

Em um estudo realizado na regido de Planalto, Rio Grande do Sul, Zanela
(2002), demonstrou a ocorréncia de Aeromonas em amostras de fezes de
trabalhadores de aviarios. Os resultados das analises microbiolégicas mostratam
gue, do total dos 81 trabalhadores de aviarios examinados, 12 (14,81%) foram
positivos para a presenca de Aeromonas. Considerando que estes trabalhadores
nao apresentavam gastrenterites no momento da coleta, a frequéncia de portadores
de Aeromonas observada é bastante elevada, uma vez que a frequéncia normal
destas espécies em individuos assintomaticos varia de 0 a 5%. A autora considera
gue a frequéncia obtida em seus estudos € elevada mesmo considerando individuos
com gastrenterite, jA& que a frequéncia destes microrganismos, relatada em
individuosdiarreicos no Rio Grande do Sul é da ordem de 13%. A espécie de
Aeromonas mais frequente em trabalhadores de aviarios é A. hydrophila,
considerada como uma das espécies patogénicas para humanos.

De acordo com Guerra (2001), as bactérias do género Aeromonas
representam um importante grupo de bactérias enteropatogenicas presentes em

57,4% das diarreias bacterianas avaliadas em pacientes do Hospital Geral de Caxias
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do Sul. Conforme a autora, a incidéncia destes microrganismos foi maior em
criangas do que em adultos, sendo particularmente elevada em criangas menores de
2 anos de idade. As espécies de maior prevaléncia foram A. hydrophila, A. caviae e
A. sobria.

2.4. Fatores de viruléncia em Aeromonas

Varios fatores de viruléncia tém sido descritos para explicar os processos de
patogenicidade de Aeromonas. Dentre os principais podemos citar a producao de
biofilme, enterotoxinas hemoliticas, proteases, nucleases, lipases e outras com
papel patogénico ainda pouco definido (Botarelli e Ossiprandi, 1999). Muitos autores
relacionam a viruléncia em Aeromonas com a producdo de enzimas proteoliticas
extracelulares (Cascon et al., 2000; Zhang et al., 2000; Albert et al., 2000; Chacon et
al., 2003; Watanabe et al., 2004).

A formacao de biofilme tem sido descrita para varias espécies de Aeromonas.
Segundo Lynch et al. (2002), a formacao de biofilme € dependente do numero de
bactérias e do acumulo de acetil homoserina lactonas (AHL), fendmeno conhecido
como “quérum sensing”. De acordo com os resultados obtidos por Kirov et al. (2002),
a formalcao de biofilme esta relacionada com a presenca de flagelos laterais, e a
sua influéncia na patogenicidade de Aeromonas em humanos nao € perfeitamente
conhecida, mas sabe-se que esta caracteristica esta envolvida na capacidade
bacteriana em aderir-se as células epiteliais (Gavin et al., 2002).

As enterotoxinas produzidas por Aeromonas sao substancias extracelulares,
gue podem agir sobre o epitélio intestinal produzindo inflamacao (Sakai, 1985).
Neste sentido, Albert et al. (2000), avaliaram a presenca de genes, que codificam
algumas enterotoxinas, em isolados de fezes de criancas com diarreia provocada
por Aeromonassp. Trés genes distintos foram identificados: act, que codifica uma
enterotoxina citotoxica (Act), e 0s genes alt e ast, responsaveis por duas
enterotoxinas citotdnicas (Alt e Ast). Act € uma toxina que possui atividades
hemolitica, citotdéxica e enterotoxica. Por outro lado, Alt e Ast apresentam atividade
enterotoxina, causando elevacdo dos niveis de AMP ciclico e prostaglandinas em
modelos animais (Albert et al., 2000).

A atividade hemolitica em isolados de A. hydrophila foi identifica na década de
60. Wretlind et al. (1971), identificam duas hemolisinas, por focalizacdo isoelétrica,
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as quais foram consideradas como duas formas da mesma enzima (isoenzimas).
Dessa forma, A. hydrophila secreta, pelos menos, dois tipos de hemolisinas, uma
delas denominada aerolisina (Aer A), e a segunda conhecida como hemolisina (Hly
A), esta Ultima bastante semelhante com aquela produzida pela bactéria Vibrio
cholerae (Zhang et al., 2000).

Dados sugerem que a aerolisina de A. hydrophila é produzida na forma de um
precursosr dimérico inativo, denominado de proaerolisina. Este precursor é ativado
por clivagem proteolitica no C- terminal do peptideo. Isto possibilita 0 proximo passo
gue é a geracdo de um oligbmero heptamérico. Sendo anfipatico o heptamero pode
ser inserir na membrana produzindo canais. No caso dos eritrocitos, a formagéo
destes canais leva a lise celular. Contudo, dependendo da concentragdo da toxina,
as células podem passar por varias mudancas como, por exemplo, a perda de
pequenas moléculas e ions, antes que a sua morte ocorra. Estudos sugerem que a
proaerolisina possa ser processada por proteases produzidas pelo proprio
microrganismo patogénico, por enzimas digestivas, como a tripsina e quimiotripsina,
por proteinas convertases (PC), tais como PC1/PC3, PC2, PC4, PC5/ 6, PC7/LPC e
por furina (Abrami et al., 1998).

Estudos de mutagénese indicaram que a atividade hemolitica de A. hydrophila
esta relacionada com ambos os genes aerA e hlyA uma vez que a hemolise, em
placas contendo agar sangue, s6 foi eliminada com mutacdes nos dois genes. A
comparacdo da sequéncia de nucleotideos das duas hemolisinas detectou uma
homologia de apenas 23,8%. Este dado sugere que a origem evolucionaria dos

genes que codificam estas hemolisinas possa ser diferente (Wang et al., 2003).

Artigos relatam que aerolisina e hemolisina contribuem para a viruléncia de A.
hydrophila, estando bem difundidas dentro do género (Santos et al., 1999); Zhang et
al., 2000). Analisando a distribuicdo de alguns genes de viruléncia em isolados
clinicos e ambientais de Aeromonassp. Chacén et al. (2003), detectaram que 72,6%
do total de linhagens analisadas eram positivas para o gene aerolisina/hemolisina
sendo que a sua presenca foi mais frequente em isolados clinicos do que em
ambientais. Da mesma forma, Serrano et al. (2002), analisaram onze linhagens de A.

hydrophila, trés de A. veronii biotipo sobria (todas isoladas de peixes de agua doce)
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e uma linhagem de A. hydrophila (isolada de fezes de individuos com diarreia
humana). Os resultados mostraram que, dez isolados de A. hydrophilia foram
aerA'hlyA” e dois foram aerA'hlyA". Os trés isolados de A. veronii biotipo sobria
apresentaram resultados negativos para ambos os genes. Por outro lado, Shibata et
al. (1996), constataram que apenas 23,4% das linhagens de A. sobria estudadas

foram positivas para o gene aerA.

A avaliacdo da atividade fenotipica dos genes responsaveis por toxinas
hemoliticas pode varias de acordo com o tipo de sangue utilizado. Chacén et al.
(2003), concluiram que, um numero mais alto de espécies hemoliticas de
Aeromonas foi encontrado entre os isolados clinicos quando testados com sangue
de carneiro, mas ndo com sangue humano. Neste estudo, 0s autores constataram
que as espécies menos hemoliticas foram: A. popoffi, A. encheleia e A.

allosaccharophila.

Estudando a patogenicidade de isolados de Aeromonassp. a partir de peixes
de agua doce, Wakabayaschi et al. (1981) determinaram a viruléncia destas
bactérias injetando suspensdes bacterianas em bagres japoneses de agua doce. As
linhagens ditas virulentas, produziram inchaco e necrose no local da injecdo. A
maioria das linhagens virulentas eram A. hydrophila e, estas, também produziram
hemorragia na cavidade abdominal apds a aplicacdo por via intra-peritoneal. Os
exames de A. hydrophila estatisticamente apresentaram maior atividade proteolitica
do que outras linhagens analisadas. Em outro trabalho Kanai e Wakabayaschi
(1984), apresentaram novas evidéncias sobre a capacidade letal das proteases.
Apos isolar uma linhagem de A. hydrophila do intestino de enguias doentes, uma
protease foi purificada e mostrou-se ndo somente letal, como também

dermonecraticas, quando injetada na pele de porcos-da-india.

Para explicar o processo de patogenicidade de Aeromonas, alguns autores
atribuem que, o papel das proteases esta relacionada com a capacidade que estas
enzimas possuem em clivar a imunoglobulina A (IgA) permitindo aos patégenos
inativar o anticorpo encontrado sobre a superficie das mucosas, eliminado assim a
protecdo primaria do hospedeiro (Bier, 1978). Além disso, as proteases podem

contribuir com a patogenicidade, causando danos diretos nos tecidos ou
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aumentando a capacidade de invasao e estabelecimento de Aeromonassp. (Sakali,
1985).

Basicamente as proteases podem ser classificadas como endopeptidases e
exopeptidases. As exopeptidases clivam as ligacdes peptidicas proximas aos
grupamentos amino ou carboxi terminais do substrato, enquanto que as
endopeptidases clivam as ligacfes peptidicas distantes do término do substrato.
Baseado no grupofuncional presente no local ativo, as proteases também sao
classificadas como serina proteases e metaloproteases. As primeiras sao
caracterizadas pela presenca de um grupo serina no seu local ativo, s&o numerosas
e bem distribuidas entre virus, bactérias e eucariotos. Sdo enzimas geralmente
ativas em pH neutro e alcalino, possuindo uma ampla especificidade com substratos.
As segundas possuem como principal caracteristica a necessidade de um metal
divalente como cofator. Aproximadamente 30 familias de metaloproteases ja foram

reconhecidas (Rao et al., 1998).

Trés proteases tém sido descritas em A. hydrophila: uma metaloprotease
termoestavel de 38-kDa, denominada de elastase (Cascon et al., 2000), uma serina
protease termolabil de 68-kDa (Rivero et al., 1991), uma zinco-protease de 19-kDa
(Loewy et al., 1993). Porém, outra serina protease termoestavel, de 22-kDa, ja foi
encontrada no meio de cultura da linhagem B32 de A. hydrophila (Cascon et al.,
2000).

Céascon et al. (2000), demonstraram que, uma linhagem de A. hydrophila, foi
capaz de degradar a elastina, presente no meio de cultura, quando plagueada em
agar nutriente. O gene ahyB (o qual codifica a elastase), mostrou ser responsavel
pela atividade elastolitica de A. hydrophila. Desta forma, um mutante isogénico foi
construido para provar que o produto do gene ahyB contribui com a viruléncia de A.
hydrophila (Céscon et al., 2000).

Através da técnica da reacdo da polimerase em cadeia (PCR), Sem e
Rodgers (2004), determinaram a presenca de seis genes responsaveis por fatores
de viruléncia em Aeromonassp. isoladas de agua potavel. Um dos genes analisados

foi o ahyB, o qual esteve presente em 88% dos isolados estudados.
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Outros estudos também tém permitido a caracterizacdo de uma exoprotease
produzida por A. veronii biotipo sobria. Foi demonstrado que, a atividade desta
protease de 34-kDa, foi significativamente afetada por inibidores de metaloproteases,
caracteristica ndo observada com inibidores de serina protease, sugerindo a
presenca de uma metaloprotease. De acordo com alguns autores, mutantes
deficientes para esta enzima, mostraram fraca atividade proteolitica, citotoxica e
hemolitica quando comparados com as linhagens selvagens. Além disto, nos
mutantes, a proaerolisina foi parcialemente ativada em aeolisina, demonstrando que
a metaloprotease de 34-kDa, possa estar envolvida na conversdo deste precursor
inativo (Song et al., 2004).

Chacon et al. (2003), investigaram a frequéncia de genes para a serina
protease em 234 isolados de Aeromonassp. identificadas pela técnica 16SrRNA-
RFLP. Os autores verificaram que 0s genes estiveram presentes em 78 dos 108
isolados clinicos. Dentre os 126 isolados ambientais, 97 foram positivos. Relatos
sugerem que as serina-proteases, produzidas por Aeromonas sp. estdo associadas
com a ativacao, in vitro, da aerolisina (Abrami et al., 1998). Esta hipotese &
corroborada por Chacon et al. (2003), os quais verificaram uma associacao

estatistica entre linhagens hemoliticas e a presenca de genes para serina protease.

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrodlise de triacilglicerol a acidos
graxos livres e glicerol. O interesse por estas enzimas tem aumentado devido ao seu
papel como importante fator de viruléncia (Snellman et al., 2002), jA que estas
enzimas sao capazes de interagir com o0s leucdocitos humanos e afetar varias
funcdes do sistema imune através da liberacdo de acidos graxos (Chuang et al.,
1997).

A principal lipase extracelular de A. hydrophila (Lip) apresenta 80kDa e possuli
atividade maxima para hidrdlise de ésteres C10 e C12, e para triacilglicerdis C8 e
C10. Verificou-se que esta lipase apresentou elevada atividade no inicio da fase

estacionaria do crescimento celular com uma faixa de pH 6timo entre 7,5 — 8,0.

A atividade maxima da enzima foi obtida a uma temperatura de 37°C, sendo que,
ap6s 30 minutos de incubacdo a 55°C, apenas 20% da atividade enzimatica

permaneceu (Chuang et al., 1997).
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Além da proteina Lip, as Aeromonas séo capazes de produzir uma outra
lipase extracelular, codificada pelo gene lipH3. Esta € capaz de degradar derivados
do p-nitrofenil que possuem de 4 até 10 atomos de carbono em sua cadeia, bem
como triacilgliceréis de 4 a 8 atomos de carbono (Chuang et al., 1997). Outras duas
enzimas com atividade fosfolipidica, foram caracterizadas em Aeromonas: a
fosfolipase C (codificada pelo gene apl-1) e a fosfolipase Al (codificada pelo gene
pla) (Watanabe et al., 2004).

Embora as propriedades fisicas destas enzimas, como, peso molécula,
estabilidade térmica e especificidade com substratos diferem uma da outra, a
proteina, Lip mostrou forte similaridade com a Lipase H3 (67%) e Apl-1 (65%)
(Watanabe et al., 2004).

Devido a importancia da lipase na nutricdo bacteriana e como fator que afeta
as funcdes do sistema imunologico pela geracdo de acidos graxos livres, Cascon et
al. (1996), tém proposto a identificacdo do gene lip, através de PCR, para a
avaliacdo da patogenicidade de isolados em Aeromonas. Chacon et al. (2003),
também relataram em seus estudos uma elevada prevaléncia de genes para lipases,
ja que dos 234 isolados em Aeromonas analisados, 221 apresentaram resultados
positivos através da técnica de PCR. Em outro estudo, Cascén et al.(1996),
constataram que 100% dos isolados de Aeromonas sp. analisados, apresentaram
atividade lipolitica quando plagueados em meio agar LB suplementado com 0,5% de

tributirim.

A glicerofosfolipideo-colesterol aciltransferase (GCAT) pertence a uma nova
familia de lipases, sendo encontrada na membrana externa de A. salmonicida e A.
hydrophila (Shaw & Squires, 1984) e sintetizada como uma pré-enzima de 37,4 kDa.
Para explicar o seu mecanismo de acédo, alguns autores, entre os quais Vipond et al.,
(1998), evidenciaram que a GCAT atua através da hidrélise dos fosfolipidios de
membrana, lisando os eritrocitos de peixes. Por sua vez, Lee e Ellis (1990),
mostraram que a GCAT pode estar agregada a um lipopolissacarideo (LPS)
formando um complexo GCAT/LPS. A presenca do LPS, segundo os autores,
contribui com um aumento da estabilidade, uma vez que a GCAT livre é mais

susceptivel a inativacao pelo calor.
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A GCAT ja foi detectada em culturas bacterianas do género Vibrio e também
em A. salmonicida e A. hydrophila. Foi constatado que a enzima esta relacionada
com o desenvolvimento de uma doencga que acomete algumas espécies de peixes,
conhecida como “furunculose”. A doencga recebe este nome devido as lesdes
caracteristicas (ou furinculos) formadas na superficie dos peixes, como resultado de

uma infecg&o crdnica causa por A. salmonicida (Vipond et al., 1998).

Um estudo com peixes saudaveis demonstrou que, injecfes contendo
preparacdes brutas da enzima reproduziram sintomas tipicos da doenca, incluindo
escurecimento da pele, hemorragia na base das nadadeiras, lesdes necréticas e até
mesmo liquefag&o dos tecidos internos. Esses dados ressalvam a importancia desta
enzima como fator de patogenicidade em A. salmonicida (Vipond et al., 1998)

Vipond et al. (1998), sugeriram que a serina protease € necessaria para a
ativacdo in vitro da GCAT. Contudo, Chacon et al. (2003), ndo encontraram

nenhuma associacao estatistica entre GCAT e serina protease.

A GCAT tem sido investigada por PCR apenas como marcador potencial em
linhagens atipicas de A. salmonicida, ndo sendo investigadas em outras espécies
(Chacon et al., 2003). Porém, ha relatos de que a presenca desta enzima foi muito
comum entre isolados clinicos e ambientais de Aeromonas sp. Assim sendo, Chacon
et al. (2003) demonstraram que 106 dos 108 isolados clinicos foram positivos para

GCAT, e apenas 3 dos 126 isolados ambientais eram desprovidos da enzima.

3. MATERIAL E METODOS
3.1.Descricao das linhagens de Aeromonas

No presente trabalho foram utilizadas as linhagens de Aeromonas descritas
na Tabela 5, as quais fazem parte da colecdo do Laboratério de Biotecnologia
Vegetal e Microbiologia Aplicada do Instituto de Biotecnologia da Universidade de

Caxias do Sul.
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Tabela 5. Descricdo das linhagens de Aeromonassp. utilizadas na avaliagdo dos
genes fatores da viruléncia.

Colecao do
Laboratorio

ATCC 7966
ATCC 43979
ATCC 49904
ATCC 33907
ATCC 33638
ATCC 14480
NCIB 9233
ATCC 15468
ATCC 49657
CECT 839
CECT 191
CECT 4341
ATCC 35624
ATCC 23309
ATCC 51208
IB {er 009
IB der 010

.
A
{.
A
A
|
A
A.
A.
A.
{.
1.
|
i
1.
1.
[.

nvdrophila

sobria
wchthiosmia

media
salmonicida
Indrophila punctata
nvdrophila
caviae

frofla

Invdrophila
Invdrophila
(’H('/IL’/(’I(I

Yyeronii
cuchrenophila
allosaccariophila
caniae

sobria

Origem

Isolado de leite

Isolado de peixe

Isolado de agua

Isolado de peixe

Isolado de peixe

Isolado de agua

Sem determinacao de origem
Isolado de porco da india
Isolado de fezes

Isolado de leite

Sem determinacao de origem
Isolado de peixe
Sem determinagao de origem
Sem determinagao de origem
Sem determinagao de origem
Fezes diarréicas humanas
Fezes diarréicas humanas

IB der 101

IB ler 102
IB {er 103
IB ler 104
IB ler 105
IB der 106
IB ler 107
IB ler 109
IB ler 110
IB.der 111
IB . ler 112
'B ler 1 |s‘
IB der 114
IB der 113
IB ler 116
'B JL'/' 'l"
IB.ler 118
IB der 119
IB der 120
IB der 121
IB .ler 126
IB der 127
IB der 128
IB Aer 129
IB ler 130
IB der 131
IB der 132
IB der 133

I
I canren
I Indroplula
| canviac
. canviae
L Invedrophila
. canrae
L. Indrophila
| sobria
L. Invdrophila
I. Invdrophila
I Indrophila
I vdrophila
L. Invdrophila
. /H'f/l‘l)/ﬂll/(l
1. Invdrophila
A Indrophila
A Invdrophila
A Invdrophila
L. Indrophila
. Invdrophila
. Indrophila
I Indrophila
I Inelrophila
| Indrophila
A Indrophila <
I Invdroplila
. Indrophila

\

Fezes diarréicas humanas

Fezes dharreicas humanas
Fezes diarreicas humanas
Feses drarreicas humanas
Fezes charrcicas humanas
Fezes diarréicas humanas
Fezes diarréicas humanas
Fezes diarreicas humanas
Fezes diarréicas humanas
Fezes diarreicas humanas
Fezes diarréicas humanas
Fezes humanas
Fezes humanas
Fezes humanas
Fezes humanas
Fezes humanas
Fezes humanas
Fezes humanas
Fezes humanas
Fezes diarréicas hmmanas
Fezes humanas
Fezes humanas
Fezes humanas
Fezes diarréicas humanas
Fezes humanas
Isolado de jacare
Fezes diarréicas humanas
Isolado de fezes humanas

ATCC- American Type Culture Collection: NCIB- National Collection of Industrial Bacteria:
CECT- Coleccion Espariola de Cultivos Tipo: 1B {er- Instituto de Biotecnologia. UCS

19



3.2.Avaliacéo fenotipica dos fatores de viruléncia

3.2.1.Atividade Proteolitica Qualitativa

A atividade proteolitica qualitativa foi avaliada através do sistema proposto por
Chacon et al. (2003), com algumas modificagfes. Os isolados foram inoculados em
placas de Petri contendo meio TSA (tryptone soya agar) 4% modificado (gelatina
0,75% ou caseina 0,75%), e incubadas a 37°C por um periodo de 18-20 horas. A
atividade proteolitica foi observada ao adicionar-se uma solugdo saturada de sulfato
de amobnio cobrindo toda a superficie do agar, ocorrendo, dessa forma, a
precipitacdo da proteina do meio. As col6nias envolvidas por um halo transparente,
apos esta precipitacdo, evidenciaram a atividade enzimética sobre as proteinas do
meio. Estas colbnias foram consideradas proteases positivas. Aquelas que nao
apresentaram halo, foram consideradas proteases negativas. Segundo o diametro
dos halos, os isolados foram classificados como: (+) halo pequeno (<9mm), (++)

halo médio (9 a 13 mm) e (+++) halo grande (>13mm).

3.2.12. Atividade Proteolitica Quantitativa

A verificacdo da atividade proteolitica quantitativa foi realizada segundo o
método descrito por Cascon et al., (2000). As amostras foram crescidas em meio LB
(Luria Bertani) por um periodo de 18-20 horas. Apos este periodo procedeu-se a
centrifugacdo por 10 minutos a 10000 rpm. As aliquotas de 200pl do sobrenadante
foram acrescentados 400l de uma solucédo contendo azocaseina 1%, Tris HCI 25
Mm pH 8,0 e MgCI2 5mM, e incubadas por 60 minutos a 37°C. Ap0Os a incubacéao
adicionou-se 600ul de &cido tri-cloroacético (TCA) 10% para inativar a reacdo, esta
mistura foi incubada a 0°C por 15 minutos. O sobrenadante foi recuperado e
colocado em novos tubos com 200ul de NaOH 2M. A solucdo foi mantida por 30
minutos em temperatura ambiente e a leitura efetuou-se em espectrofotdbmetro
Ultrospec 100 (Pharmacia Biotech) a 420nm. Como controle negativo a solucao de
azocaseina foi adiciona de meio LB e tratada da mesma forma que as amostras de
cultivo bacteriano. Uma unidade de atividade proteolitica foi calculada como o
aumento de absorbancia a 420nm por mililitro de sobrenadante por hora, de acordo
com Vipond et al. (1998).
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3.2.3. Atividade Lipolitica Qualitativa

A atividade lipolitica foi avaliada segundo o método proposto por Chacon et al.
(2003). A atividade lipolitica qualitativa foi determinada inoculando os isolados sobre
placas com meio contendo: 1% de peptona 0,5% NacCl, 0,01% CaCl2 2% de agar,
adicionando-se 1ml de Tween 20 apés esterilizacdo. As placas foram incubadas a
37°C por 72 horas, e a atividade da lipase foi determinada através da leitura dos
halos de precipitacdo do Tween ao redor das estrias. Segundo o diametro dos halos,
os isolados foram classificados como: (+) halo pequeno (<9mm), (++) halo médio (9

a 13 mm) e (+++) halo grande (>13mm).

3.2.4. Atividade Hemolitica Qualitativa

A avaliacdo da atividade hemolitica foi avaliada sobre sangue de coelho e
humano, segundo o método proposto por Chacon et al. (2003). As amostras foram
inoculadas em placas de Petri com meio TSA acrescido com sangue de coelho ou
humano 5% (adicionado apds autoclavagem do meio). Apdés 48h de incubacédo a
37°C foi avaliada a atividade de hemdlise através da leitura dos halos. Segundo o
diametro dos halos os isolados foram classificamos como: (+) halo pequeno (<9mm),

(++) halo médio (9 a 13 mm) e (+++) halo grande (>13mm).

3.2.5. Atividade Hemolitica Quantitativa

A verificacdo quantitativa da atividade hemolitica foi realizada sobre sangue

de coelho, segundo o método descrito por Handfield et al. (1996).

As amostras foram inoculadas em tudo de ensaio contendo 5ml de meio LB
liquido, incubadas a 35°C durante 18 horas e centrifugadas a 1000 rpm por 10
minutos. A aliquota de 500l do sobrenadante foi acrescentado 1ml da suspenséo
de hemécias (1% em tampéao fosfato) e incubada a 37°C por 30 e 60 minutos. Apos
este periodo foi realizada a centrifugacédo e a leitura em espectrofotémetro a 540 nm.
Como controle negativo foi utilizada uma suspensédo de eritrécitos em meio LB
liquido, e como controle positivo (100% de hemdlise) uma suspensao de eritrocitos

em meio LB liquido e SDS (Dodecilsulfato de sodio).
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3.3. Avaliacdo da presenca de genes relacionados com os fatores de viruléncia
de Aeromonassp.

No presente trabalho, para a identificagcdo da presenca de genes relacionados
com a viruléncia de Aeromonas, foram utilizadas as sequencias de primers descritas
no item 3.3.1 (Tabela 6). Os primers foram desenhados com base nos trabalhos de
Chacon et al. (2003) e Cascon et al. (2000) e confirmados através da comparagao
com sequencias depositadas no GenBank.

3.3.1. Primes Utilizados

Tabela 6. Sequéncias dos primers utilizados para a deteccdo de genes de viruléncia
em Aeromonassp.

Famanho do
yequencia do Primer seemento rend

|'|||‘||i

werohisma/hemohsin CTATGGCCTGAGCIAGGAAG 131 pl

rn

1 Profe | ( CC(y GGCTATTGGG T

3.3.2. Amplificacdo de genes de viruléncia

A amplificacdo dos segmentos correspondentes aos genes associados a
viruléncia de Aeromonassp. foi realizada de acordo com o procedimento descrito a
sequir.

As bactérias foram crescidas em 1ml de meio LB liquido, por 24 horas a 37°C.
Apos este periodo ressuspendeu-se o precipitado de células até a obtencédo de uma
solucdo homogénea. Adicionou-se 10pl do crescimento homogeneizado em 200ul de
agua destilada autoclavada. Utilizou-se 2ul desta suspensdo bacteriana para

realizacdo das amplificagbes. As reacdes de amplificacdes foram realizadas em

22



volume de 25ul contendo 10mM de Tris HCI (pH 8,3), 50mM de KCI, 3mM de MgCl2,
0.25% de Triton-X-100, 1.25mM de cada um dos desoxirribonucleotidios (dATP,
dTTP, dCTP e dGTP), 1,25yl de cada primer, 0,12ul (5U/ul) de enzima taq
polimerase e 2ul de suspensdo bacteriana de cada um dos isolados, obtidas de

acordo com o procedimento descrito anteriormente.

As amplificagbes foram realizadas em termociclador MJ Research modelo
PTC100, programado para 10 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de um minuto a
94°C para a desnaturacdo das fitas do DNA, um minuto a temperaturas que
variaram de 56 a 64°C para anelamento de cada um dos pares de primer ao DNA, e
dois minutos a 72°C para extenséo das fitas do DNA. Ao final dos 35 ciclos foi feita

uma extensao suplementar por 10 minutos a 72°C (Grundmann et al., 1997).

3.3.3.Separacéao e visualizacdo dos segmentos amplificados

Os produtos de amplificacdo, acrescidos de 5ul de tampdo de amostra
(250mg de Azul de Bromofenol e 15g de Ficoll em 100ml de agua destilada), foram
submetidos a eletroforese (3V/cm), em géis horizontais de agarose 1,5% em tamp&o
TBE (89mM Trisma, 89mM de Acido Bérico e 8mM de EDTA), e acrescidos de
solucdo de Brometo de Etidio (10mg/ml). Como tampéo de corrida utilizou-se
também o TBE. Os géis de agarose foram visualizados e fotografados sob luz

ultravioleta.
3.4.Andlise Estatistica
As analises dos dados foram utilizadas com os testes de Correlacdo de

Spearman, Kruskal-Wallis e Qui-Quadrado com o auxilio do programa computacional
SPSS for Windows verséo 10.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies de Aeromonas sao patdgenos oportunistas de uma variedade de
animais aquaticos e terrestres, incluindo humanos. As manifestages clinicas das
infecgcbes causadas por estes microrganismos variam desde gastroenterites até
septicemia e meningites. A capacidade patogénica destes microrganismos tem sido
associada com a presenca de diversos fatores entre 0s quais se destacam a
formacéo de biofilmes, producdo de enterotoxinas e invasinas. Entretanto, o papel
destes fatores de viruléncia ndo esta completamente elucidado, atuando
possivelmente em conjunto (Merino et al., 1999). Desta forma, no presente trabalho
foi avaliada a presenca de genes relacionados com fatores de patogenicidade, assim
como a atividade proteolitica, lipolitica e hemolitica em distintas espécies e isolados

de Aeromonas.

4.1. Presenca de genes relacionados com a patogenicidade e producdo de

enzimas extracelulares em distintas espécies de Aeromonas

Como pode ser observado na Tabela 7, a amplificacdo do fragmento de
431pb correspondente ao gene aerA que codifica a aerolisina/hemolisina,
considerado um dos principais fatores de viruléncia em Aeromonas (Santos et al.,
1999 Wang et al., 2003), foi evidenciada em 12/15 (80%) linhagens avaliadas
(Figura 1), estando ausente unicamente nos representantes de A. sobria, A. media e
A. caviae. A alta frequéncia do gene aerA observada esta de acordo com os dados
observados por Chacon et al. (2003).

A auséncia de amplificacdo do gene da aerA em linhagens tipo A. caviae e A.
media tem sido previamente evidenciado por Kingombe et al. (1999) e Chacén et al.
(2003). Entretanto, tal auséncia ndo pode ser considerada como caracteristica das
espécies, ja que isolados clinicos destas espécies apresentaram o gene (Chacon et
al., 2003). Por outro lado, o gene aerA foi amplificado na linhagem tipo A.
allosaccharophila ATCC 51208, discordando dos dados ibtidos por Chacén et al.
(2003). Cabe ressaltar que as sequencias iniciadoras (primers), utilizadas para
amplificacdo deste como dos outros genes testados foram desenhadas com base

num numero limitado de sequencias de A. hydrophila e A. salmonicida (Cascén et
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al., 2000; Chacon et al., 2003) de tal forma que a auséncia de amplificacdo pode
estar associada a auséncia do gene, como também a alteracdes que levam ao néo

anelamento de um dos primers.

Tabela 7. Amplificacdo dos genes aerA, ahpA, ahyB, lipA e satA em distintas

espécies do género Aeromonas.

Espécie e linhagem aerA ahpA ahyB lipA satA
A. hydophila ATCC 7966 + + - + -
A. sobria ATCC 43979 - - + + +
A. ichtiosmia ATCC 49904 + + - + +
A. media ATCC 33907 - - - + +
A. salmonicida ATCC 33658 + + - + -
A. hydrophila punctata ATCC 14498 + + - + -
A. hydrophila NCIB 9233 + + - + -
A. caviae ATCC 15468 - - + + +
A. trota ATCC 49657 + - + + -
A. hydrophila CECT 839 + - + + +
A. hydrophila CECT 191 + - + + +
A. encheleia CECT 4341 + + + + +
A. veronii ATCC 35624 + + - + -
A. euchrenophila CECT 4224 + + - + -
A. allossacharophila ATCC 51208 + - + + +

(+) presenca de segmento amplificado, (-) auséncia de segmento amplificado.

A sequéncia correspondente ao gene da serina protease (ahpA) foi
amplificada nas linhagens padrdes de A. hydrophila, A.ichtiosmia, A. salmonicida, A.
hydrophila punctata, A. encheleia, A. veronii, e A. eucherenophila, mas ndo nas
representantes de A. sobria,A. media, A. caviae, A. trota, e A. allosacharophila
(Tabela 7). Das 15 linhagens avaliadas 8 apresentaram amplificacdo do gene ahpA,
correspondendo a uma frequéncia de 53,3%, percentagem esta inferior a observada
por Chacon et al. (2003). A presenca ou auséncia do gene da serina protease nao

pode ser considerada como caracteristica da espécie, ja que das quatro linhagens
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tipo de A. hydrophilaavaliadas ATCC 7966 e NCIB 9233 foram positivas, enquanto,
CECT 839 e CECT 191 foram negativas.

Figura 1.Percentagem de amplificacdo dos genes aerA (A), ahpA (B), ahyB
(C), lipA (D) e satA (E) em distintas espécies do género Aeromonas.
Positivos e 1 negativo.

Conforme pode ser observado na Tabela 7 e Figura 1, o gene da elastase
(ahyB) foi amplificado em 7/15 linhagens avaliadas (46,7%). Esta frequéncia é
significativamente inferior a observada por Sen e Rodgers (2004), os quais
constataram a presenca do gene ahyB em 88% dos isolados de Aeromonas obtidos
de agua potavel. Esta diferenca pode estar associada a grande diversidade de

espécies avaliadas no presente trabalho.

Como previamente observado por Chacén et al. (2003), o segmento
correspondente ao gene lipA foi amplificado em todas as espécies e linhagens de
Aeromonas avaliadas (Tabela 7 e Figura 1). A presenca do gene lipA, em todas as
espécies, € indicativo de que este gene pode ser utilizado como um marcador para
identificacdo do género, apresentando grande potencial na constatacdo rapida
destas bactérias em espécimes clinicos, alimentos e agua. O gene satA que codifica
a enzima glicerofosfolipideo colesterol aciltransferase (GCAT) foi amplificado em
53,3% das linhagens tipo avaliadas (Tabela 7 e Figura 1), estando ausente nas
linhas ATCC 7966 e NCIB 9233 de A. hydrophila, e nos representantes de A.
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salmonicida, A. hydrophila punctata, A trota, A. veronii e A. eucherenophila. A
frequéncia de amplificacdo do gene satA € inferior a observada por Chacon et al.
(2003) em estudo envolvendo um grupo de espécies de Aeromonas.

Considerados em conjunto, os resultados obtidos mostram a presenca de
genes potencialmente associados com a patogenicidade em todas as espécies de
Aeromonas avaliadas, memso naquelas n&o consideradas como potenciais
patégenos de animais ou do homem. Tal constatacdo € indicativa de que estes
genes tem um papel importante na vida saprofitica destas bactérias, podendo ou

nao estar implicados na capacidade patogénica das mesmas.

A atividade hemolitica tem sido considerada um dos principais fatores de
patogenicidade dem Aeromonas (Singh e Sanyal, 1992; Khan et al., 1998). Tal
atividade esta relacionada aos genes hlyA e aerA os quais codificam uma hemolisina
e a aerolisina/hemolisina com atividade citotoxica, respectivamente (Wong et al.,
1998).

Como pode ser evidenciado na Tabela 8, as espécies avaliadas, com excecao
de A. euchrenophila e A. encheleia, apresentaram atividade hemolitica sobre sangue
humano, de coelho ou ambos. A maior parte das linhagens apresentaram atividade
sobre sangue humano e de coelho, entretanto, as linhagens representantes de A.
salmonicida e A. veronii apresentaram atividade unicamente sobre o sangue
humano, e A. media, A. hydrophila punctata, e A. hydrophila NCIB 9233 unicamente
sobre sangue de coelho. Diferentemente das observacdes de Handfield et al. (1996),
no presente trabalho, ndo foi observada diferenca significativa no numero de

linhagens que exibiram atividade hemolitica sobre o sangue humano e de coelho.

A avaliacdo quantitativa da atividade hemolitica sobre sangue de coelho
mostra grande variacdo entre as linhagens avaliadas, ressaltando a alta atividade
das linhagens A. hydrophila NCIB 9233 e CECT 839, A. hydrophila punctata ATCC
14498, e A. trota ATCC 49657.
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Tabela 8. Atividades hemolitica, proteolitica e lipolitica em distintas espécies do
género Aeromonas.

Ativ. Hemolitica Ativ. proteolitica Ativ.
Espécie e linhagem Humano Coelho Quant. Qualit. Quant.’ ||p0||tfa_
A. hydrophila ATCC 7966 + + 58,95 + 0.15 +
A. sobria ATCC 43979 + + 55,79 + 0,30 +
A. ichtiosmia ATCC 49904 + + 67.37 + 0.20 +
A. media ATCC 33907 = + 68.42 + 0,55 4
A. salmonicida ATCC 33658 + - 0,00 + 0,60 A7
A. hydrophila punctata ATCC 14498 - + 95,79 + 0,15 +
A. hydrophila NCIB 9233 - + 97,89 + 0,15 +
A. caviae ATCC 15468 + b 28,42 o 0,10 +
A. trota ATCC 49657 + + 87,37 # 3,90 +
A. hydrophila CECT 839 5 S 100,00 -+ 0,40 +
A. hydrophila CECT 191 +: + 55,79 Hf 0,90 +
A. encheleia CECT 4341 - - 0,00 3 0,15 +
A. veronii ATCC 35624 o+ - 0,00 e 0,15 +
A. euchrenophila CECT 4224 - - 1,05 + 0,15 +
A. allossacharophila ATCC 51208 o + 73,68 o 1,70 -

1 Atividade hemolitica (% de hemdlise); 2 Atividade caseinalitica (U/ml), + presenca de atividade, -
auséncia de atividade

As Aeromonas apresentam diversas enzimas proteoliticas extracelulares,
entre as quais merecem destaque, a metaloprotease termoestavel (elastase) de 38-
kDa (Leung e Stevenson, 1988; Cascoén et al., 2000) e a serina protease termolabil
de 68-kDa de A. hydrophila (Rivero et al., 1991) de A. hydrophila. O papel destas
proteases na patogenicidade de Aeromonas ndo tem sido esclarecido havendo
discordancia entre os diversos trabalhos realizados a respeito (Leung e Stevenson,

1988; Rivero et al., 1991; Vipond et al., 1998; Cascodn et al., 2000).

Todas as linhagens de Aeromonas avaliadas apresentaram atividade

caseinolitica. Entretando, ampla variacdo foi observada nas andlises quantitativas
realizadas sobre azocaseina (Tabela 8), destacando as linhagens A. trota ATCC
49657 e A. allosaccharophila ATCC 51208.

Como previamente observado por Watanabe et al. (2004), todas as linhagens de
Aeromonas testadas, independente da espécie, apresentaram atividade lipolitica.
Assim como no caso das proteases, 0 papel das lipases na patogenicidade de

Aeromonas é discutivel (Chuang et al., 1997; Merino et al., 1999; Watanabe et al.,
2004).

28



Tabela 9. Andlise de correlacdo (Spearman) entre as atividade enziméticas e a
presenca de genes potencialmente associados com a patogenicidade de
Aeromonas.

| H.C [ H.Q fl*QL [PQN | L [ aerd [ahpA | ahyB | lipA | satA |
H.H | 0.213™ [ -0,099® = o 0.000™ | -0378" [ 0 :wL He \ 0 1x7 “
H.C T Thes? I 0,234™ 20302 |[-0.564". | 0.262" 0.342" |
H.Q 0265 | — | 0.097% [-0311™[ 0062 | - [0.031"]
PQN -~ | 0.120% (0,543 0335 | - 0208
_L ot el ol ol
;(,,-A 0,535 | -0,200™ - | -0.468"™ \
ahpA ) e el \
ahyB == (0607
lipA Lo

n.s.- ndo significativos; *- significativos (5%); * significativo (1%)

H.H- hemolise em sangue humano; H.C- hemodlise em sangue de coelho; H.Q- atividade hemolitica
guantitativa; PQL- protedlise em azocaseina; PQN- atividade proteolitica quantitativa sobre
azocaseina; L- atividade lipolitica; aerA, ahpA, ahyB, lipA e satA- presenca ou auséncia de
amplificacdo por PCR.

A andlise de correlacdes entre as 11 variaveis analisadas (Tabela 9), mostra
correlacdo significativa entre a atividade hemolitica sobre sangue humano e de
coelho fato até certo ponto esperado. Da mesma forma correlacdo negativa foi
observada entre a amplificacdo do gene da serina protease e a atividades hemolitica
e proteolitica. Tal fato, ndo seria esperado considerando que a serina-protease é
responsavel por grande parte da tividade caseinolitica em A. hydrophila (Cascon et
al., 2000). Por outro lado, diferentes espécies de Aeromonas apresentam proteases
distintas daquela de A. hydrophila cujos genes sdo amplificados com os primers
utilizados no presente trabalho. Tal fato pode ser evidenciado no caso de A. media,

negativa para ambos os genes avaliados, mas com atividade proteolitica.

Correlacdo negativa ao nivel de 1% (Tabela 9) foi encontrada entre a
amplificacdo do gene da serina protease e da elastase. Tal correlacdo indica que
distintas espécies de Aeromonas possuem uma ou outra protease, podendo varias
de acordo com a linhagem ou isolado, como pode ser constatado no caso das quatro
representantes de A. hydrophila. Da mesma forma, correlacéo positiva foi observada
entre a amplificacdo do gene satA e ahyB, e negativa entre satA e 0 gene as serina

protease.
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4.2. Presenca de genes relacionados com a patogenicidade e producédo de

enzimas extracelulares em isolados clinicos e ambientais de Aeromonas

Trinta isolados de Aeromonas pertencentes ao grupo hydrophila (A.
hydrophila (22), A. caviae (6) e A. sobria (2)), sendo 17 isolados clinicos (um deles
de peixe) e 13 isolados ambientais foram analisados quanto a presenca de genes
potencialmente associados com a patogenicidade e a atividade de enzimas
extracelulares. Como pode ser observado na Tabela 10 e Figura 2, 21/30 (70%) dos
isolados amplificaram o fragmento de 431 pb correspondente ao gene aerA que
codifica a aerolisina/hemolisina de Aeromonas. Esta frequéncia € semelhante a
observada por Chacon et al. (2003) em isolados do grupo hydrophila (72,3%) mas
superior aquela detectada por Kingombe et al. (1999) e Wang et al. (2003), 66,5% e
55%, respectivamente.

Tabela 10. Amplificacdo dos genes aerA, ahpA, ahyB, lipA e satA em isolados
clinicos e ambientais de Aeromonas do grupo hydrophila.

Espécie Isolado  Origem aerA ahpA ahyB lipA satA
(IB Aer)

|. caviac 009 C + + + +
|. sobria 010 © + + + -
{. caviae 101 C + i +

aviac 102 C ¥ 15 +
{. hvdrophila 103 C + & + + +
{. caviac 104 C + + . + +
{. caviae 105 C 5 0 + +
. hvdrophila 106 © - + + + +
1. caviae 107 C + + + % 58
1. lvdrophila 109 G + 2 + + +
. sobria 110 © + + + + +
1. hydrophila 111 @ + + + + +
{. hydrophila 112 C + + + + +
1. hydrophila 113 E e + " 5
1. hydrophila 114 E = . + +
1. hydrophila 115 E + - o + &
1. hvdrophila 116 E + + + F +
1. hvdrophila 117 E + + + +
1. hvdrophila 118 E 4 o & i %
I. hydrophila 119 E + + r Y
1. hydrophila 120 E = + gt e
{. hvdrophila 121 C + + ¥
1. hvdrophila 126 E + + + + 5
1. hydrophila 127 E + + £ 3 n
1. hydrophila 128 E 2 = 0 = _
I. hydrophila 129 C 42 + + * 7
1. hydrophila 130 E - + e +
{. hydrophila 131 E + + + ’e
1. hydrophila 132 C + + + +
1. hvdrophila 133 E < + 7 +

C- isolado clinico, E- isolado ambiental ou de fezes de individuos assintomaticos, + presenca de
amplificacéo, - auséncia de amplificacéo.
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Como pode ser constatado na Tabela 10, ndo foi observada diferenca
significativa na frequéncia do gene aerA entre isolados clinicos e ambientais, dado
este que corrobora as observacdes de Chacén et al. (2003) e Sen e Rodgers (2004),
e indica que apesar da potencial importancia da aerolisina como fator de
patogenicidade (Chopra e Houston, 1999; Santos et al., 1999 Wang et al., 2003),
este necessita de outros fatores para o0 desencadeamento do processo
gastroentérico.

O fragmento correspondente ao gene da serina-protease (ahpA) foi
evidenciado em 53% dos isolados analisados (Tabela 10 e Figura 2). Frequéncia
esta um pouco inferior aquela observada por Chacoén et al. (2003) em isolados de
Aeromonas do grupo hydrophila (62,8%), mas explicavel devido a diferenga entre os

isolados e a origem dos mesmos.

Figura 2. Percentagem de amplificacdo dos genes aerA (A), ahpA (B), ahyB (C), lipA
(D) e satA (E) em isolados clinicos e ambientais de Aeromonas do grupo hydrophila.
Positivo™ e negativo™ .

Diferenca significativa foi constatada quanto a frequéncia do gene ahpA entre
isolados clinicos (68,7%) e ambientais (35,7%). Resultado este, que concorda com

as observacfes de Chacédn et al. (2003). A maior ocorréncia do gene ahpA em
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isolados clinicos pode ser considerado como indicativo da importancia deste fator de
viruléncia nos processos infecciosos por Aeromonas. Neste sentido, cabe ressaltar
gue além da sua possivel participacdo como invasina, as serina proteases atuam no
processo de maturacdo de diversas proteinas (Rao et al., 1998), podendo assim
afetar indiretamente a capacidade patogénica de Aeromonas.

Uma alta frequéncia do gene para elastase (Tabela 10 e Figura 2) foi
encontrada entre os isolados (83%). Porém, ao contrario do gene ahpA (serina
protease), ndao foi constatada diferenca significativa na frequéncia do gene ahyB
(elastase/metaloprotease) em isolados clinicos e ambientais. Sen e Rodgers (2004),
analisando a distribuicdo de fatores de viruléncia em Aeromonassp., isoladas de
agua potavel, também identificaram, através de PCR, uma alta frequéncia do gene

ahyB (88%).

Estudos realizados mostram que as lipases extracelulares podem ser
consideradas como fatores de patogenicidade, ja que estas enzimas podem interagir
com leucécitos humanos, afetando varias funcdes do sistema imune através da
liberacdo de acidos graxos (Chuang et al., 1997). A glicerofosfolipideo colesterol
aciltransferase (GCAT) pertence a familia das lipases de Aeromonas atuando na
hidrolise dos fosfolipideos de membrana e causando lise de eritrécitos (Shaw e
Squires, 1984; Vipond et al., 1998).

Tanto o gene da lipase (lipA) quando da glicerofosfolipideo colesterol
aciltransferase (satA) foram encontrados na grande maioria dos isolados analisados
(90%). Fato também constatado por Cascon et al. (1996), Chacén et al. (2003), Sem
e Rodgers (2004). Conforme discutido anteriormente, a alta frequéncia do gene lipA
em Aeromonas, particularmente naquelas do grupo hydrophila, e a sua auséncia em
outros grupos bacterianos, torna possivel a identificacao, e eventual quantificacdo de
Aeromonas através de PCR, solucionando o grave problema de andlise destas
bactérias em amostras clinicas, ambientais e de alimentos através dos métodos

convencionais (Moyer, 1996).
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Por sua vez, a GCTA codificada pelo gene satA, tem sido confirmada como
importante fator de patogenicidade em peixes, especialmente quando associada
com lipopolissacarideos, exercendo atividades hemolitica e citotoxica responsaveis
pela elevada mortalidade decorrente de infeccdes por Aeromonas em diversas
espécies de peixes (Lee e Ellis, 1990).

Tabela 11: Atividades hemolitica, proteolitica e lipolitica em isolados clinicos
e ambientais de Aeromonas do grupo hydrophila.

____ Ativ. Hemolitica ____Ativ. Proteolitica Ativ.
Espécie Isolado  Origem Humano Coelho Quant.' Qualit. Quam.z lipolitica
(IB Aer)
A. caviae 009 C - - 8.15 gt 0.20 +
A. sobria 010 C - + 53.19 + 2.45 +
A. caviae 101 (& + 4 64.89 + 2.50 =
A. caviae 102 C + + 68.09 + 0.40 +
A. hydrophila 103 C + + 78,72 an 1,00 +
A. caviae 104 Cc + 4 85.11 + 0,95 +
A. caviae 105 C + A 46,81 + 0.45 +
A. hydrophila 106 C + + 10.64 + 0,30 +
A. caviae 107 € + + 10,64 + 0.95 +
A. hydrophila 109 C + + 42,55 + 1,25 +
A. sobria 110 C + + 28.72 - 0.45 o+
A. hydrophila L1l C + + 43,62 + 2,25 +
A. hydrophila 112 C + + 38.30 =+ 1,70 +
A. hydrophila 113 E +: + 44.68 o 0,80 +
A. hydrophila 114 E + + 45,74 + 2,25 it
A. hydrophila 115 E + + 42,55 iz 2,40 +
A. hydrophila 116 E + + 62,77 F 2,35 +
A. hydrophila 117 E + -+ 31,91 + 2,15 -
A. hydrophila 118 E - 2 74,47 + 0,95 +
A. hydrophila 119 E it et 64,89 + 2.8(_) -
A. hydrophila 120 E i + 84,04 + 2,65 +
A. hydrophila 121 C + + 100,00 + 2,00 +
A. hydrophila 126 E i B 85,11 + 1,80 +
A. hydrophila 127 E + ot 63,83 * 1,65 +
A. hydrophila 128 E - st 67,02 - 0,00 -
A. hydrophila 129 C 17 + 36,17 + 0,20 +
A. hydrophila 130 E ar + 45,74 + 0,60 +
A. hydrophila 131 E - + 31,91 + 0,20 E:
A. hydrophila 132 C + ar 98.94 it 2,50 +
A. hydrophila p 138 E - i 44,68 b 0.81 7 +
C- isolado clinico, E- isolado ambiental ou de fezes de individuos assintométicos, ! Atividade

hemolitica (% de hemdlise); 2 Atividade caseinolitica (U/ml).

A andlise da atividade hemolitica dos isolados, apresentada na Tabela 11,
mostrou que todos os isolados, com excecédo do isolados IB Aer 009 (A. caviae),

apresentam atividade hemolitica sobre sangue de coelho, entretanto, 5 dos 30
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isolados foram incapazes de hemolisar o sangue humano. Handfield et al. (1996)
observou diferencas na atividade hemolitica de Aeromonas sobre eritrocitos de
distintas espécies, constatando que a percentagem de hemdlise € maior sobre

sangue de coelho do que sobre sangue humano.

Ampla variacdo foi observada na atividade hemolitica extracelular dos isolados
(Tabela 11 e Figura 3), sobressaindo os isolados IB Aer 103, 104, 120, 121, 126 e
132, com percentagens de hemolise superiores a 75%. Apesar da atividade
hemolitica ser considerada um importante fator de patogenicidade em Aeromonas

(Krovacek et al., 1994; Handfield et al., 1996; entre outros).
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Figura 3. Variacdo na atividade hemolitica em isolados clinicos (0) e ambientais (»).

Duas hemolisinas foram identificadas por Wretlind et al. (1971) através da
focalizacdo enzimatica. Uma destas hemolisinas apresenta atividade citotoxica
sendo uma aerolisina/lhemolisina (Berheimer et al, 1975; Buckley, 1991), muito
provavelmente envolvidas nos processos infecciosos por Aeromonas (Chakraborty
et al., 1987) e codificada pelo gene aerA (Chopra et al., 1993). A outra hemolisina,
codificada pelo gene hlyA é semelhante aquela produzida por Vibrio cholerae (Zhang
et al.,, 2000). Assim sendo, a atividade hemolitica observada nos isolados
corresponde a somatoria da atividade destas duas hemolisinas ou a apenas uma

delas, ndo sendo possivel através dos métodos utilizados determinar a atividade

especifica de cada hemolisina.
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As proteases de um modo geral sdo consideras invasinas importantes nos
processos patogénicos de diversas bactérias (Rao et al., 1998), entre as quais as
Aeromonas. No presente trabalho, a atividade proteolitica foi identificada em todos
os isolados (clinicos e ambientais) com excec¢do de IB Aer 128. A alta prevaléncia de
atividade proteolitica em isolados clinicos e ambientais de Aeromonas foi constatada
por diversos autores, entre os quais, Howard et al. (1996) e Chacén et al. (2003).
Entretanto, em contraste com os resultados de Leung e Stevenson (1988) e Chacén
et al. (2003), os dados obtidos ndo evidenciaram diferencga significativa na atividade
proteolitica entre isolados clinicos e ambientais (Tabela 11 e Figura 4), indicando
gue as proteases tém um papel tdo importante na vida livre quanto na

patogenicidade destas bactérias.

Como ocorre com a atividade hemolitica, a atividade proteolitica determinada
através da capacidade de degradacao da azocaseina constitui-se uma medida geral
avaliando conjuntamente a atividade da metaloprotease e de serina protease
presentes nos extratos extracelulares de Aeromonas (Leung e Stevenson, 1988;
Rivero et al. 1991; Cascon et al., 2000). Entretanto, segundo Cascon et al. (2000) a
serina protease apresenta alta atividade caseinolitica, enquanto a metaloprotease
(elastase) possui especificidade pela elastina. Desta forma, 90% da atividade

identificada corresponde a serina protease, e apenas 10% a elastase.
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Figura 4. Variacao na atividade proteolitica (azocaseina) em isolados clinicos (0) e

ambientais ().
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Assim como evidenciado por outros autores, a prevaléncia de atividade
lipolitica nos isolados de Aeromonas avaliados no presente trabalho foi muito
elevada (86,7%), ndo havendo diferencas significativas entre isolados clinicos e
ambientais ou entre espécies. Este resultado indica que a atividade lipolitica, assim
como ocorre com a atividade proteolitica, € importante tanto na forma saprofitica

guanto parasitica destas bactérias.

A analise de correlacdo entre as variaveis avaliadas (Tabela 12) mostra,
apesar de baixa, correlacdo positiva entre a atividade hemolitica sobre eritrécitos
humanos e de coelho. A baixa correlacdo pode estar relacionada com a presenca ou
nao das duas hemolisinas de Aeromonas e a sua especificidade sobre os tipos
eritrocitos. A correlacdo observada entre a presenca do gene aerA e a hemolise de
sangue humano aponta no sentido de maior especificidade da aerolisina/hemolisina
sobre estes eritrocitos, fato este que reforca a importancia da aerolisina, e em
particular da sua atividade hemolitica, na patogenicidade de Aeromonas em
humanos (Hsu et al., 1981; Allan e Stevenson, 1981; Handfield et al., 1996; Chacon
et al., 2003). Provavelmente, a inespecificidade do teste de hemolise, e o frequente
uso de sangue de carneiro e de coelho na realizacdo dos mesmos, seja responsavel
por dados contraditorios quanto ao papel ou importancia da aerolisina na

patogenicidade de Aeromonas (Thune et al., 1993).
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Tabela 12. Andlise de correlacédo (Spearman) entre as atividade enzimaticas
e a presenca de genes potencialmente associados com a patogenicidade em
isolados clinicos e ambientais de Aeromonas do grupo hydrophila.

[ [HC[HQ [PQL [PQN] L [aerd | ahpA [ahyB | lipA | satA |
H.H | 0371 0.087" 0371 0347™ | 0.111™ | 0.400 0.033" 0.000" o 01"
l{.('r = | 0.268™ 0.034™ | 0.269™ | 0.062™ | 0,284" 0.174" 0.083" 0.062" | 0.062"
H.Q 0.140™ | 0.395" | 0.212™ | 0,055 | 0.239" 0 uni 0.21 - ! [7> "-\1‘,,
PQL 0.311™ | 0.557-] 0.284™ [ 0.199™ | 0415 | 0.557 "} 0.557
PQN 0,154™ | 0,059™ | 0.166™ 0.114™ | 0,154 T‘ 0.154"

L 0.267™ | 0.356™ | 0.149" '_‘"“fi‘f,’f
aerA 0,262"™ 0.098™ ”'MLL‘:‘:

ahpA T Sl R

T 0.149™ | 0,149

liod 92

H.H- hemolise em sangue humano; H.C- hemodlise em sangue de coelho; H.Q- atividade hemolitica
guantitativa; PQL- protedlise em azocaseina; PQN- atividade proteolitica quantitativa sobre
azocaseina; L- atividade lipolitica; aerA, ahpA, ahyB, lipA e satA — presenca ou auséncia de
amplificacdo por PCR.

Correlacéo positiva foi evidenciada entre a atividade hemolitica e a atividade
proteolitica dos isolados (Tabela 12 e Figura 5). Tal correlacdo pode estar associada
ao papel das proteases na maturacao das hemolisinas de Aeromonas. A aerolisina é
secretada na forma de proaerolisina (inativa), a qual é ativada através da remocéao
de uma fracdo peptidica C-terminal resultante da acdo proteolitica de proteases
produzidas pela propria bactéria (Howard e Buckley, 1996) ou pelo hospedeiro
(Abrami et al.,, 1998). Recentemente, Song et al. (2004) identificaram a

metaloprotease como enzima responsavel pela maturacao da aerolisina de A. sobria.

Entretanto, no presente trabalho ndo foi observada correlagcdo entre a
atividade hemolitica e a presenca do gene que codifica a elastase (ahyB). A
auséncia de correlacdo entre estas variaveis pode estar associada a
inespecificidade do método de andlise de atividade hemolitica, e a participacédo de
outras proteases (serina-protease e zinco-protease) no processo de maturacdo da
aerolisina/hemolisina. Por outro lado, correlacdo positiva foi observada entre a

atividade proteolitica qualitativa e a presenca do gene ahyB.
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Figura 5. Relagéo entre a atividade hemolitica e a atividade proteolitica em isolados
de Aeromonas.

A alta correlacdo entre a presenca do gene lipA responsavel por uma lipase
extracelular com atividade esterasica, e a atividade lipolitica é esperada apesar da
existéncia de outros genes codificadores de lipases identificados em distintos

isolados e espécies de Aeromonas (Watanabe et al., 2004).

De um modo geral, os resultados obtidos mostram que o0s genes
responsaveis pelos principais fatores de patogenicidade descritos em Aeromonas
encontram-se presentes nas diversas espécies deste género, e tanto em isolados
clinicos como ambientais de Aeromonas do grupo hydrophila, de forma que a sua
presenca nao indica, necessariamente, a patogenicidade dos isolados, mas apenas
0 seu potencial. Adicionalmente, a auséncia de diferencas significativas na presenca
de genes, possivelmente associados a patogenicidade entre isolados clinicos e
ambientais pode ser tomado como mais um indicativo da necessidade de diversos
fatores para o desencadeamento dos processos patogénicos por parte destas

bactérias.

A elevada prevaléncia de atividade hemolitica, proteolitica e lipolitica, assim
como dos seus genes em isolados clinicos e ambientais de Aeromonas € indicativo
de que tais invasinas apresentam um importante papel na persisténcia destes
microrganismos, tanto no ambiente como no organismo hospedeiro. Entretanto,
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além dos diversos trabalhos j& realizados, visando esclarecer a funcdo dos varios
fatores de patogenicidade em Aeromonas, novos estudos devem ser realizados no
sentido de elucidar a importancia dos distintos fatores de patogenicidade nos
diversos tipos de afec¢Bes causadas por estas bactérias, assim como a interacédo
entre fatores na determinacéo da patogenicidade das mesmas.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho é possivel tecer as

seguintes conclusoes:

1. A presenca de genes que codificam potenciais fatores de patogenicidade
foram observados na maioria das espécies de Aeromonas, incluindo espécies
patogénicas e nao patogénicas, mostrando que tais genes encontram-se
amplamente distribuidos no género e que a presenca dos mesmos nao pode
ser tomada como indicativo do potencial patogénico da espécie.

2. Ampla variagéo interespecifica foi observada quanto ao nivel de atividades
hemolitica e proteolitica. Entretanto, todas as espécies avaliadas
apresentaram atividade proteolitica e lipolitica, evidenciando o importante
papel destes dois grupos de enzimas na vida saprofitica e parasitica de
Aeromonas.

3. Elevada prevaléncia dos genes aerA, ahpA, ahyB, lipA e satA foi constatada
tanto em isolados clinicos como ambientais (ou controles) de Aeromonas do
grupo hydrophila, sendo que mais de 50% dos isolados apresentaram
amplificacdo mais de trés genes considerados como potenciais fatores de
patogenicidade.

4. Utilizando os primers escolhidos 90% dos isolados avaliados exibiram
amplificacdo dos genes lipA e satA. Desta forma, a amplificacdo destes genes
poderia ser utilizada na identificacdo rapida de Aeromonas em amostras
clinicas, de alimentos ou ambientais, sem a necessidade de isolamento
bacteriano.

5. Na&o foram detectadas diferencas significativas na prevaléncia dos genes aerA,
ahyB, lipA e satA entre isolados clinicos e ambientais, indicando que a
simples presenca destes genes ndo pode ser tomado como indicativo de
patogenicidade.

6. A presenca do gene ahpA (serina protease) foi maior em isolados clinicos do
gue em isolados ambientais apontando sua importancia direta como invasina,

ou indireta na maturacao de proteinas, na patogenicidade de Aeromonas.
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7. Ampla variagcéo foi observada na atividade hemolitica e proteolitica tanto em
isolados clinicos como ambientais, ndo sendo encontradas diferencas
significativas nas atividades enzimaticas extracelulares destes dois grupos.

8. Correlacdo positiva entre a hemdlise de sangue humano e a presenca do
gene aerA (aerolisina) pode ser indicativo de que esta citotoxina com
atividade hemolitica possui maior especificidade por eritrocitos humanos do

gue de coelho.
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