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1. INTRODUCAO
1.1. A Represa de Guarapiranga

A represa de Guarapiranga esta localizada a 23°43 Sul e 46° 32’ Oeste , a uma
altitude de 742 metros; apresenta uma éarea inundada de aproximadamente 33 Km?
fazendo parte da sub bacia do alto Tieté, a qual esta ligada através do canal do Rio

Pinheiros, no Estado de S3o Paulo.

Construida em 1906, pela barragem do Rio Guarapiranga e seus afluentes, com
a finalidade de regularizar a vazdo e para ampliar a produgdo de energia elétrica,
passou, em 1926, a servir ao abastecimento publico destinado a cidade de Sdo Paulo.
Atualmente esse sistema supre cerca de 3,5 milhGes de pessoas de varios municipios de
Sdo Paulo, e também ¢ utilizado com finalidades recreacionais, de controle de

enchentes e gerago de energia'****".

1.2 Caracteristicas gerais do género Aeromonas

O género Aeromonas pertence a familia Vibrionaceae. Segundo o "BERGEY'S
MANUAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY" (1984)'"?, esse género ¢ composto
por bacilos Gram-negativos com comprimento de 1 a 3,5 pm, apresentando formas que
variam de cdcéides a bacilar, retos ou curvos, com extremidades arredondadas; podem
ser iﬁéveis ou méveis com flagelo polar; sio produtoras da enzima citocromo oxidase;
sdo capazes de produzir apenas acido, ou 4cido e gas a partir de carboidratos € possuem
metabolismo oxidativo e/ou fermentativo; crescem na auséncia de cloreto de sodio. A
temperatura minima de crescimento varia entre 0°C e 50C, a méxima entre 38°C e 410C

e a 6tima entre 22°C e 280C; os valores de pH para crescimento oscilam entre 5,5 a 9,0.



Sdo resistentes ao agente vibriostatico 0129 (2,4 diamino-6,7-di-isopropil timidina); e,
algumas cepas sdo hemoliticas, quando cultivadas em agar sangue, € em sua maioria sao
produtoras de citotoxinas, enterotoxinas, proteases, endotoxinas, adesinas, proteinases e

[ 69,82,84,96,112,124,125,126,127,128,137
quitinase®**

Este género pode ser dividido em dois grupos, o primeiro que inclui as formas
imoveis, composto pela A. salmonicida com 4 sub-espécies: salmonicida,
achromogenes, mausocida e smithia, responsaveis por doengas em peixes. O segundo
grupo, que é composto por formas moveis, que podem apresentar patogenicidade para o
homem, atualmente encontrando-se as seguintes espécies: A. hydrophila, A. caviae, A.
sobria, A. jandaei, A. | schubertii, A. veronii, A. trota, e A

i 23,52,53,61,64,91
allosaccharophilg®***55316491

Espécies do género Aeromonas estio amplamente distribuidas em ambientes de
aguas doce, salgada e salobra, compondo a microbiota de peixes e anfibios'*'. O niimero
de bactérias no ambiente pode ser aumentado pelo ciclo oral-fecal, no entanto esse
dependera mais dos fatores ecoldgicos, do que da propria contaminagdo de origem
humana. A sobrevivéncia de espécies de Aeromonas no ambiente aquatico dependera de
fatores abidticos destacando-se pH, temperatura, potencial de okidoredugﬁo, pressio
osmotica, nutrientes e radiagio; e de fatores bioticos relacionados a interagdo entre
microrganismos como  sinergismo, competigdo, antagonismo, amensalismo,

. .0 1 ,70
comensalismo e parasitismo ‘7,

Diversas pesquisas demonstraram que microrganismos do género Aeromonas

podem ser isolados de amostras de agua destinadas ao abastecimento publico, mesmo

72,92,

naquelas que tenham recebido algum tipo de tratamento, clorada ou nio’***'*”. Em um

trabalho de analise da presenga de Aeromonas em amostras provenientes das diversas



fases do tratamento de dgua, realizado no Laboratério de Pratica de Saide Publica da
Faculdade de Saide Publica, USP em 1996, foi observado que é possivel detectar a
presenga desses microrganismos nessas amostras mesmo na auséncia de bactérias

indicadoras de contaminag@o fecal.

A presenga de Aeromonas em elevadas concentragdes, em aguas superficiais
utilizadas para abastecimento publico, representa um fator agravante na dificuldade de
reducdo desses organismos apds o processo de tratamento, uma vez que ndo sendo
totalmente eliminados, podem voltar a crescer no sistema de armazenamento, embora E.

. ;e . . . ~ . 94.10
coli e bactérias indicadoras de contaminago fecal estejam ausentes”''?

A utilizagdo de aguas superficiais para fins recreacionais, € uma pratica comum
em paises de clima tropical, deste modo, esses corpos d’agua que apresentam um grande
nimero de microrganismos, potencialmente patogénicos, podem ser considerados como
fator de risco para os usuarios. Espécies de Aderomonas estdo distribuidas nesses
sistemas em namero elevado, como demonstrado na Represa de Guarapiranga, Sdo

Paulo®™, e, também, confirmado por relatos na Europa’>®, Chile®>, Estados Unidos'* e

em outros paises’ ™.

Estes microrganismos sio capazes de produzir fatores de
viruléncia que podem favorecer a ocorréncia de agravos a saide, em hospedeiros
suscetiveis, e podendo ainda ser considerados um agravante em se tratando de pacientes

imunodeprimidos ou portadores de fatores predisponentes’ 232496105107

Ambientes aquaticos que apresentem um elevado grau de poluigdo também sio
de grande importancia para a sobrevivéncia de Aeromonas. Esses podem representar

uma fonte de contaminag@o para corpos d’agua que so utilizados para fins recreacionais

! Trabalho desenvolvido dentro do Programa de Iniciagdo Cientifica (PIBIC), estando
em fase final de redagdo.



ou para utilizagdo no abastecimento publico, devido a elevada concentragdo de matéria

orgdnica existente nesses ambientes”*”""'%,

O género Aeromonas tem sido responsabilizado como agente causal de doengas
em diversas espécies animais como peixes, répteis, anfibios e também por uma variedade

L 1y7s8v23v25140v 14 97,001,008, /0, 8; 4
de doengas na espécie humana A145,49,61,6476,118,140

As formas moveis do género Aeromonas estdo relacionadas com diversos tipos
de doengas no homem sendo a principal delas a diarréia autolimitante e ainda, formas
severas similares a diarréia colérica. A exposigdio a ambientes contaminados
principalmente dgua e alimentos, aparece relacionado em menor proporgdo a infecgdes
de pele e ouvidos, casos de necrose e septicemia; e em individuos portadores de fatores
predisponentes como disturbios imunolégicos, convalescenga de cirurgias, e até mesmo

A ~ a s ,117, s ,140
cortes, perfuragdes e abrasdes cutdneas ou mucosas > HS1ZLI0,

Essa variedade de formas de infecgdo tém merecido constante atengdo de
pesquisadores quanto a fatores que possam estar relacionados a indugdo de determinada
doenga. Dentre estes fatores podem ser citados toxinas citoliticas, endopeptidases,
proteinases, hemolisinas, enterotoxinas, leucocidinas, quitinase e adesinas entre outros,
que de forma combinada ou isolada podem produzir uma gama de efeitos patogénicos

. ]
para o hospedeiro***>%,

A pesquisa microbiologica no ambiente é necessaria em Saide Publica, pois em
muitos casos, os organismos isolados do ambiente, sdao idénticos aqueles de importancia

, qe . , . 0
médica, sobretudo para acompanhamento ambiental em estudos ecoldgicos'.

Diversos autores realizaram experimentos com 0 objetivo de determinar a

capacidade de cepas de Aeromonas, isoladas de pacientes com e sem sintomas clinicos e



de amostras ambientais, de produzir fatores de viruléncia. Estes autores utilizaram testes
bioldgicos como o de alga ligada em coelhos, o teste de permeabilidade vascular, teste
de hemolise, adesdo e ainda de citotoxigenicidade, a fim de estabelecer uma ligagdo

. 21,122,127,12
epidemioldgica entre esses achados>®%#1#45.46612L 12212128

1.3. Caracterizagio fenotipica e genotipica do género Aeromonas

1.3.1.Métodos fenotipicos

No Quadro 1 estdo apresentadas as provas fenotipicas empregadas com maior

freqiiéncia para identificagdo do género Aeromonas.

A utilizagdo de métodos fenotipicos para a determinag@o taxonOmica de
microrganismos tém sido reavaliada devido a existéncia de comportamentos atipicos de
algumas cepas, que de fqma geral diferem de uma espécie ja estabelecida, por uma ou
duas provas. Outro fator importante é a variabilidade existente dentro de uma mesma
espécie para determinada caracteristica, que acaba por dificultar o real posicionamento

taxondmico de determinadas espécies bacterianas®''>'>,

A taxonomia do género Aeromonas permanece ainda um pouco confusa quando
sdo empregados métodos fenotipicos para sua identificagdo. Inicialmente, o grupo das
Aeromonas moéveis foi composto por 3 espécies, A. hydrophila, A. caviae e A. sobria,
entretanto, considerando-se a existéncia de amostras com caracteristicas bioquimicas
atipicas, e baseando-se em estudos de biologia molecular, alguns autores propuseram a
inclusdo de novas espécies e, sugeriram a mudanga na dindmica taxondmica para uma

real identificagdo de espécies deste género?>*>86HL 112123



Quadro 1. Reagdes bioquimicas esperadas, para espécies do género Aeromonas,

empregadas para classificagdo das cepas isoladas do Reservatorio de

Guarapiranga, Sdo Paulo, em 1992.

Provas A A A A A A A A
bioquimicas hydrophila | caviae | sobria | trota |jandaei|schubertii| veronii | allosacharophila
Arginina + + + + + - +
Lisina \Y \Y \Y + + + + +
Ornitina - - - - - - + -
Indol + + + + + - +
Esculina + A\Y) - - - - + +
Voges Proskaucr + - \Y% - + - + -
Manitol + + + \% + - + +
Manosc + \'% + + + + + +
Arabinosc + + - - - - - \Y
Sacarose + + + - - - + +
Gds de glicose + - 4 \Y% + - + +

¢ Manual Bergey's of Systematic Bacteriology 12 ed., 1984, Hickmman-Brener e col., 1987 e
V - reagdes positivas entre 50 e 79%

1988, Camaham e col., 1991. + re¢des superiores a 80%




Muitos autores, atualmente, ainda utilizam a classificagio de POPOFF'!? (1984),
~aqual inclui as trés principais espécies db género Aeromonas, talvez pela dificuldade em
decidir qual sistema taxonémico empregar. ALTWEGG® e col. 1990, empregaram uma
bateria de cem caracteristicas fenotipicas para identificagio deste género, ao invés do
sistema de classificagio de POPOFF'? 1984, o qual se baseia em provas basicas para
diferenciagdo das espécies, e assim observaram resultados concordantes entre

caracteristicas fenotipicas e o0 método de hibridizagio DNA/DNA.

A incerteza da classificagdo deste grupo gera dificuldades na identificagdo de
espécies, tanto em amostras clinicas quanto ambientais, dificultando que se determine
onde estes microrganismos se encontram nos diferentes ecossistemas, levando certas,

vezes por falta de concordancia taxondmica, 4 falta de um elo epidemiologico'®'™.

A dificuldade de identificagio desses microrganismos através de métodos

fenotipicos aponta para a importancia da sua caracterizagdo molecular.
1.3.2. Métodos genotipicos

Diferente de vinte anos atras quando o DNA (acido desoxiribonucléico) era a
macromolécula mais dificil de ser analisada, as moléculas de DNA e RNA podem,

atualmente, ser facilmente extraidas da célula, purificadas e analisadas'®.

Estruturalmente o DNA e o RNA sdo macromoléculas em cadeias de unidades

monoméricas chamadas nucleotideos, compostas por:

® uma base nitrogenada que é, também, um derivado pirimidico ou purinico -
adenina, citosina, guanina e timina para 0 DNA e adenina, guanina, citosina e uracil

para o RNA;



® uma pentose, 2-desoxi-D-ribose para 0 DNA e D-ribose para o RNA; e,
® uma molécula de acido fosforico.

O DNA tem uma estrutura de dupla hélice, onde duas cadeias de
polinucleotideos sdo diSposfas de tal forma que a sustenta¢do ¢ feita por fosfatos e
residuos de agucares alternados, de modo que a base se projete perpendicularmente a
um eixo central. As bases das duas cadeias sdo entdo unidas, especificamente, por
pontes de hidrogénio, de forma que a adenina possa ligar-se apenas com timina € a
citosina com guanina. Independente de sua origem todos os DNAs sdo similares

o 32,35
quimicamente'**>*,

O RNA provou ser, ndo apenas, um marcador filogenético excelente, com os
quais se pode elucidar a relagio genealdgica de microrganismos, mas, também
moléculas ideais para a utilizagdo como sondas genéticas pois, seqiiéncias do RNA
contém regides diagnosticas que sdo idénticas para organismos relacionados

filogenéticamente®”.

Os métodos genotipicos estdo baseados na analise destas duas moléculas (DNA
e RNA) e oferecem varias vantagens pois, ndo € necessaria uma identificagdo completa
pélos métodos fenotipicos, os fundamentos analiticos sdo sempre os mesmos e podem
ser aplicados a qualquer amostra e, também, porque muitos dos procedimentos sdo de

simples realizagio™>™*.

Os métodos convencionais dependem da expressdo fenotipica de certas
caracteristicas bacterianas que podem ser variaveis; j& os métodos moleculares

permitem a observagdo direta dos genotipos, sendo que a aplicagio desta tecnologia na



area clinica ou ambiental proporciona interpretagdo com base em dados altamente

- reprodutiveis.

Nos ultimos anos os avangos no campo da biologia molecular tém contribuido
para o estudo da biodiversidade de microrganismos e da epidemiologia molecular™**">,
O estudo do polimorfismo do DNA, total ou de regiGes selecionadas do genoma,
constitui uma alternativa muito Gtil na diferenciagdo entre individuos de uma mesma
espécie, e entre géneros para diferentes espécies’™*®, Porém, ainda existem
discordancias entre grupos de homologia de DNA e aqueles obtidos por métodos

fenotipicos’.

1.3.2.1. Digestio com Enzimas de Restri¢io (RFLP)

As enzimas de restri¢do s3o produzidas por bactérias com fungdo de protege-
las, degradando qualquer molécula de DNA estranho. Cada enzima de restrigdo
reconhece uma seqiiéncia especifica na dupla fita de DNA estranho, que ¢é
imediatamente cortado em pedagos, gerando uma série de fragmentos, que podem ser
visualizados através de eletroforese, e sdo denominados fragmentos de restrigio. O
DNA da bactéria produtora da enzima, € protegido no sitio de corte através de uma
reagdo de metilagdo. As enzimas de restrigio recebem seu nome de acordo com 0s
microrganismos que as produzem como por exemplo a enzima Fco RI é produzida por

E. coli, Smalpor Serratia marcescens e a Pst 1 por Providencia stuartii*®**.

A andlise do polimorfismo gerado pela clivagem do DNA gen6mico por
enzimas de restricio (RFLP-"Restriction Fragment Length Polymorphism™), descrito

por KAN & DOZY® em 1978, consiste no estudo e comparagio dos perfis obtidos
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apos o uso de enzimas de restrigdio que reconhecem uma seqiiéncia especifica,
normalmente composta de quatro a seis pares de bases, e que clivam o DNA em
régiﬁes denorﬁinadas de sitios de restrigdo. Esse método apresenta desvantagens
quando o DNA ¢ muito grande pois o polimorfismo apresentado € de dificil
visualizagdo, e o nimero e dimensdes dos fragmentos gerados podem ser determinados
de forma subjetiva, podendo existir fragmentos muito proximos. Esse tipo de estudo
pode ser muito 1til quando empregado para a analise do DNA de pequenas dimensdes,
utilizando enzimas de restrigdo que possam originar um menor numero de fragmentos
com dimensdes maiores; ou entio, para amostras que serdo submetidas a uma
hibridizagdo com sondas especificas, gerando polimorfismo que possa ser utilizado na

diferenciagdo de isolados de uma mesma espécie''”.

LANGENBERG" e col. (1986), utilizaram este método para caracterizagio de
cepas de Campylobacter pyloridis isolados de bidpsia gastrica. Com a utilizagdo da
enzima de restricdo Hind 111, foi observado que os isolados de dezesseis pacientes
~apresentaram diferentes padrdes de digestdo dos bNAs. Os autores verificaram que
em oito ocasides foram isoladas 2 cepas de um mesmo paciente, as quais apresentaram
o mesmo perfil de digestdo: o método foi, assim, considerado util e sensivel para a

identificagdo dos microrganismos estudados.
1.3.2.2. Hibridiza¢fio com sondas genéticas

Em 1961 foi observado que uma fita simples de DNA poderia reconstituir a
dupla hélice num processo chamado renaturagdo ou hibridizagdo. Sob condi¢des
apropriadas, a hibridizagdo ocorre entre duas fitas simples de cadeias de acido
nucléico, DNA/DNA, RNA/RNA ou RNA/DNA, desde que tenham sequéncias

)
complementares™’.
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Com base nestas observagdes desenvolveram-se as sondas genéticas que sdo
segmentos de fita simples de DNA marcadas, por métodos radioativos ou ndo, onde
§eqﬁéncias conhecidas especificas de DNA podem ser cortadas, marcadas e utilizadas
como sondas das seqiiéncias complementares em DNA total ou fragmentos gerados
por enzimas de restri¢gdo, dando origem a um mapa do gene de interesse onde se pode

-~ . - 6.3
observar a relagio entre os perfis dos diferentes organismos'®**,

Sondas de DNA podem ser empregadas para diferentes estudos
microbioldgicos, podendo ser aplicadas para a determinagdo de seqiiéncias que
codifiquem a produgio de toxina por cepas bacterianas isoladas de amostras clinicas e
ambientais, ou ainda, em estudos epidemiologicos na determinagdo da homologia entre
cepas de uma mesma espécie bacteriana, através de sondas de seqiiéncias conservativas
do DNA gendmico. Essas sondas, também, podem ser empregadas para a pesquisa de
seqiiéncias especificas de genes codificadores de diferentes tipos de resisténcia
(antibioticos, metais pesados e outros), e ainda para estudo de microrganismos dificeis
de serem cultivados e detectados, e que sejam abundantes em amostras clinicas € no

. 3,16,32,35,38,47,60,89,10
ambiente>'%> 89,104

Esta é uma técnica que permite, ao investigador, determinar quando uma
seqiiéncia ndo conhecida do DNA tenha uma homologia significativa com a sonda de

DNA de uma estrutura e/ou fungdo previamente conhecida.

As sondas genéticas sdo uma ferramenta poderosa para o monitoramento de

populagdes microbianas especificas no ambiente'™"

, € podem ser aplicadas de
diferentes maneiras, permitindo observar seqiiéncias conhecidas, diretamente da

colonia bacteriana (“colony blot™), em células bacterianas lavadas; ou, ainda em

determinada concentragio de DNA (“DOT ou SLOT BLOT”)™.
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1.3.2.3. Ribotipagem

A Ribotipagem foi descrita por GRIMONT & GRIMONTY (1986), a qual é
baseada na andlise de fragmentos obtidos apds a digestio do DNA gendmico por
enzimas de restricdo (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) e no uso de uma
sonda genética para as fragdes 16S+23S do acido ribonucléico ribossomal (rRNA)
obtidas de E. coli. Essas moléculas sdo ubiquitarias e extremamente conservadas; e
tém sido muito utilizadas em estudos filogenéticos; e, ainda, como uma ferramenta

poderosa no monitoramento de populagdes microbianas especificas no ambiente'’.

GRIMONT & GRIMONT"Y (1986), extrairam o DNA gendmico de 40
espécies bacterianas, incluindo gram-positivas e gram-negativas, clivaram o DNA com
as enzimas Lco RI, Bam HI e Hind 11l e, apos transferéncia em filtros de nylon,
hibridizaram com a sonda *’P Escherichia coli 16+23S rRNA. Os pesquisadores
observaram que um padrio de fragmentos era obtido para cada DNA testado.
STULL™ e col. (1988) demonstraram que este método ¢ um sistema aplicavel para
estudos epidemiologicos moleculares.

A ribotipagem foi empregada por diversos autores, para estudos taxondmicos e
epidemiolégicos, como FARUQUE® e col. 1994 no estudo envolvendo V. cholerae
O1, V. cholerae ndo Ol e V. cholerae 0139, isolados de amostras clinicas'e

ambientais.

HANNINEN & SIHTONEN® (1995), na Finlandia, utilizaram a ribotipagem
como método de estudo da relagdo entre cepas de Aeromonas spp isoladas de casos de
diarréia, de amostras de agua e de alimento. Para digestio do DNA gendmico os
autores utilizaram as enzimas de restri¢do Pst [ e Bg/ I, e como sonda, o plasmidio

pKK 3535 albergando os fragmentos 58S, 16S e 23S do rRNA de E.coli: foi observado
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que as cepas dentro de uma mesma espécie, apresentaram diferentes ribotipos

independente da enzima de restrigio empregada.

HANNINEN®® e col. (1995a,b), empregaram a ribotipagem em dois
trabalhos, para caracterizagdo de bactérias do género Aeromonas na Finlandia. No
primeiro estudo as cepas caracterizadas foram isoladas de amostras de fezes de
pacientes com diarréia dos viajantes, e em um segundo trabalho os autores

empregaram cepas de Aeromonas salmonicida, responsaveis por doenca em peixes.

1.3.2.4. Reaciio em cadeia de polimerase (PCR)

Outro método, denominado reagdo em cadeia de polimerase (Polymerase Chain
Reaction-PCR), possibilita a amplificagdo de seqiiéncias especificas de DNA utilizando
iniciadores (“primers”). Essa técnica vem sendo empregada para detecgdo de
microrganismos, detec¢do de genes codificadores de fatores de viruléncia, bem como
para gerar polimorfismo que tenha importancia na caracterizagdo inter-espécies,
usando iniciadores, arbitrarios ou especificos, em estudos taxondmicos e em

epidemiologia molecular'®193%7L 11415133

KOCH™ e col. (1993), detectaram V. cholerae em alimentos através do PCR,
com base na amplifica¢do seletiva do “operon” da toxina colérica. No estudo foram
;inalisadas amostras de ostras, carne de caranguejo e alface previamente contaminados
com os microrganismos. Foi observado que apds amplificagdo do lisado bacteriano
(residuo bruto), V. cholerac foi detectado nos alimentos, em valores tdo baixos quanto
ima UFC/10 g. Concluiram os autores que o método ¢ extremamente rapido e abrevia

a necessidade de isolamento de DNA de uma variedade complexa de alimentos.
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O método de PCR permite a replicagdo “in vitro” de uma sequéncia definida do
DNA, onde segmentos genéticos podem ser amplificados. Desta forma, € possivel
émpliar seqﬁéncias genéticas escassas, de forma exponencial, aumentando a
probabilidade de detecgdo dessas seqiiéncias por sondas genéticas especificas em
misturas heterogéneas de DNA'®.

Muitos métodos para classificagio de cepas bacterianas estdo baseados na
amplificagdo do DNA por técnicas de PCR. De forma geral, duas classes de protocolos

para esse estudos sdo empregados'”;

O primeiro envolve a amplificagdo de um ou alguns poucos fragmentos de
DNA que em seguida sdo seqiienciados ou analisados por métodos empregando
enzimas de restri¢do. A andlise de regiGes intergénicas entre os segmentos 16S e 23S
do RNA ou ainda regides variaveis do RNA transportador (tRNA), podem ser
amplificadas e analisadas em eletroforese em gel e, assim, estabelecer a relagdo entre
seqiiéncias de DNA conhecidas, que sdo diagnosticas para géneros, espécies ou

isolados®*,

O segundo tipo de protocolo de PCR utiliza seqiiéncias curtas do DNA, que
vao ser utilizadas como iniciadores para amplificar numerosos fragmentos distintos do
DNA gendmico do organismo em estudo. Quando esses fragmentos sdo submetidos a
um sistema eletroforético este resulta num padrio de bandas, gerando um perfil
“fingerprinting” semelhante a impressdes digitais de espécies ou isolados que podem

ser especificos.

1- Emprego de “primers” ou iniciadores de pequena dimensdo e de seqiiéncias

arbitrarias (RAPD).
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O PCR com o uso de iniciadores arbitrarios (“arbitrary primers-PCR”: AP-
PCR) apresenta vantagens quando aplicado aos estudos de biodiversidade, porque um
conjunto universal de iniciadores pode ser utilizado para a anélise do DNA gendmico
de uma variedade de espécies. E importante, porém, que antes da escotha do iniciador,
testes preliminares sejam feitos com sondas de DNA, para verificar a presenga de sua

seqiiéncia no DNA a ser estudado.

2. O PCR oferece maiores vantagens quando sdo utilizados iniciadores
especificos, comuns para um determinado grupo de espécies. Essas seqiiéncias
repetitivas estdo presentes nos genomas de todos os organismos, € podem ser

utilizadas como iniciadores para determinagdo filogenética.

Na natureza existem elementos do DNA que sdo repetitivos € encontrados, se
ndo em todos, mas numa grande maioria de bactérias e que podem ser utilizados como
iniciadores para amplificacdo do mesmo fragmento a partir do DNA gendmico das
cepas em estudo'™. Desta forma, foram desenvolvidos iniciadores de seqiiéncias

conhecidas a saber:

@ Sequéncias intergénicas repetitivas uninimes em enterobactérias especificas,
(“Enterobacteria repetitive intergenic concensus”) que receberam a denomina¢do
ERIC, compostas de cento e vinte e quatro a cento e vinte e sete pares de bases, e que
podem ser usadas como iniciadores no PCR, para obter uma diferenciagdo genética,
evidenciando polimorfismo especifico para diversos géneros ¢ espécies de
microrganismos. Essas seqiiéncias sdo altamente conservadas e ja foram identificadas
em E. coli, S. typhimurium e em outras espécies como: Yersinia enterocolitica,

Klebsiella pneumoniae e Vibrio cholerae® .
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® Sequéncias palindromicas repetitivas extragénicas, denominadas REP
(“Repetitive extragenic palindromic sequence”) compostas de trinta e cinco a quarenta
pares de bases, e ainda seqiiéncias chamadas BOX, com cento e cinquenta e quatro
pares de bases e que apresentam 3 sub-unidades (box A, box B e box C), que parecem
estar localizadas em regides intergénicas distintas ao redor do genoma'*®. Apos a
amplificagdo, as bandas geradas, sdo separadas por tamanho em eletroforese em gel de
agarose, que fornece um perfil de padrio complexo o qual lembra um cédigo de barras

que funciona como uma impressao digital para uma cepa bacteriana especifica.

VERSALOVIC'® e col. (1991), estudaram a distribuigio do DNA das
seqiéncias ERIC e REP em eubactérias, e discutiram sua aplicagdio empregando o
PCR para obter impressdes digitais dos genomas bacterianos. Estes pesquisadores
empregaram varios grupos de bactérias para o estudo, e concluiram que a distribuigdo
destes fragmentos de DNA repetitivos nos genomas de varios microrganismos, permite
uma rapida identificagio das diferentes espécies e pode ser util para analise dos
procariotos.

BRUIIN® e col. (1992), utilizaram as seqiéncias REP e ERIC como
iniciadores em PCR para estudar as impressdes digitais dos isolados de Rhizobium
meliloti e outras bactérias da familia Rhizobiaceae isoladas de amostras de solo. Os
pesquisadores verificaram que os padrdes obtidos dos produtos do PCR, analisados em
eletroforese, eram altamente especificos para cada cepa.

RIVERA'™ e col. (1995b), empregaram o ERIC-PCR para caracterizar
genotipicamente, culturas de V. cholerae O:1, ndo O:1 e 0:139 isoladas no Brasil,

Peru e India, de amostras clinicas e ambientais. Os autores conseguiram diferenciar as



17

culturas patogénicas (CT+/ZOT+) das ndo patogénicas mediante esse método com
base na caracterizagdo do DNA gen6mico.

Diversos trabalhos foram realizados com bactérias do género Aeromonas nos
quais foi empregada a técnica de PCR para estudos epidemiologicos, taxondmicos e
ainda de pesquisa de fatores de viruléncia®*>*8110110

Em 1995, o periédico “Food Technology” publicou uma reportagem
apresentando diferentes métodos e instrumentos para testes microbiolégicos rapidos
para identificagdo de microrganismos em alimentos, dentre eles a aplicagdo de sondas
DNA/DNA sendo que o PCR e a Ribotipagem foram considerados métodos uteis no
processamento de alimentos para a determinagdo de pontos e fontes possiveis de

contaminago*?.

1.3.2.5. Anilise do perfil plasmidial

O termo plasmidio foi originalmente utilizado por LEDERBERG” em 1952
para descrever todos os determinantes extracromossOmicos hereditarios. Atualmente,
este termo € usado so para designar DNA extracromossomico que se replica de forma
autdnoma.

Os plasmidios podem codificar uma ampla variedade de determinantes
genéticos, que permitirdio que seu hospedeiro sobreviva melhor em um ambiente
adverso ou mesmo competir com outros organismos que ocupem O mesmo nicho
écolégico, embora estes elementos ndo sejam essenciajs para a sobrevivéncia da
bactéria hospedeira’**.

Moléculas de fita dupla de acido ribonucléico, os plasmidios, podem se

apresentar sob 3 formas:
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® circular fechada ou “supercoiled” onde 0 DNA encontra-se dobrado sobre si,
de forma a estar extremamente torcido;

o fofma circular aberta, onde uma das fitas do DNA apresenta uma quebra
produzida por processo enzimatico; e,

® forma linear onde as duas fitas da dupla hélice do DNA apresentam quebra.

Estes elementos tém tamanho aproximado de 0,2 a 4,0 % do DNA
cromossémico com peso variando entre 1 e 200 Kb'%®,

Basicamente existem trés tipos de plasmidios:

® Plasmidios F ou sexuais, que s3o responsaveis pela habilidade de
transferéncia de genes das célula que contenha esse plasmidio para outra que ndo o
contém. Esses sdo responsaveis pelo contato entre as células bacterianas alterando a
sua parede celular para permitir a transferéncia do DNA'®,

® Plasmidios R conferem as células bacterianas que os contém a resisténcia a
determinados antibidticos e drogas. Este tipo de plasmidio pode favorecer, por
exemplo, a sobrevivéncia da célula hospedeira em um ambiente onde estejam presentes
fungos produtores de antibioticos. Os plasmidos R sdo de consideravel interesse
médico, uma vez que podem ser transferidos de bactérias capazes de causar epidemias
para cepas bacterianas que causam infecgdo hospitalar 1%,

® Plasmidios COL contidos em células bacterianas este tipo de plasmidios
permitem a sintese de proteinas chamadas colicinas que podem inibir o crescimento de
outras células bacterianas que ndo contenham plasmidio do mesmo tipo'S.

Alguns plasmidios podem ser responsaveis pela producdo de toxinas, outros

podem conter genes que s3o responsaveis pela resisténcia da célula hospedeira a ions e

metais pesados, ou ainda existem os que sdo responsaveis por atividades catabolicas'®.
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Existem diferentes meios de transferéncia de material genético, contido nos
plasmidios de uma célula bacteriana para outra, ou seja processo de conjugagdo,
processo de transdugdo e processo de transformagdo. De acordo com a capacidade
que os plasmidios tenham ou n3o de promover sua propria transferéncia de uma célula
bacteriana para outra, podem ser denominados-conjugativos ou nio conjugativoslﬁ.

Qutros plasmidios tém a capacidade de se integrar ao DNA genomico e quando
sdo transferidos levam consigo parte desse DNA.

Os plasmidios sdo especialmente importantes na rapida transferéncia de
material genético na comunidade microbiana. Esgotos hospitalares, esgotos
residenciais, corpos de agua doce ou salgada, animais, plantas e solos, possuem
bactérias capazes de transferir seus plasmidios por conjugagio. Desse modo, genes que
codificam a produ¢do de resisténcia a determinados antibioticos ou, ainda caminhos
para degradagdo, podem ser transferidos de uma variedade de espécies bacterianas em
muitos géneros, portanto genes que codificam a resisténcia a antibidticos sdo,
rapidamente, disseminados entre as populagdes bacterianas. A grande importancia dos
plasmidios conjugativos no ambiente € que: se um pequeno numero de bactérias
portadoras de plasmidios conjugativos, principalmente, aqueles que codificam a
resisténcia a antibioticos, € introduzido em um ambiente com grande numero de
bactérias receptoras apropriadas, esse pode rapidamente converter toda populagdo em
doadora, o que pode gerar problemas na quimioterapia de doengas infecciosas'*'S.

Refere-se a cura de plasmidios como sua eliminagio da célula bacteriana
através de tratamentos especificos, a qual resulta na inibicdo da replicagdo do
slasmidio sem no entanto, inibir a replicagdo do cromossomo, gerando como resultado

Ja divisdo celular bacteriana uma dilui¢do do plasmidio. Este processo pode ocorrer de
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forma espontdnea, mas, é drasticamente aumentado com o uso de substéncias, cultivo
da bactéria abaixo da temperatura 6tima ou ainda uso de temperaturas elevadas: esse
processo & irreversivel'®.

'Estudos da sua presenga foram realizados em diferentes tipos de ambientes
aquaticos, onde foi observada a presenga dos mesmos nas comunidades bacterianas
indigenas dos respectivos ecossistemas.

- GYLES® e col. (1974), estudaram a natureza genética e molecular dos
plasmidios codificadores da produgio de enterotoxina em cepas de E. coli, isoladas de
amostras clinicas e de animais domésticos. Os autores observaram a presen¢a de no
minimo um plasmidio transmissivel em 90% das cepas toxigénicas, comparado com
36% das cepas ndo toxigénicas; salientaram a importdncia de cepas de E. coli como
reservatério de plasmidios transmissiveis, que muitas vezes sdo classificados como
fatores sexuais, ndo carregando, nenhum, determinante conhecido; demonstraram,
também, que cepas toxigénicas de E. coli sio mais propensas a possuir plasmidios do
que cepas isoladas de pacientes assintomaticos.

CROSA™ e col. (1977), analisaram o DNA plasmidial de cepas de V.
anguillarum, com alta e baixa viruléncia para peixes, demonstrando a correlagio entre
a presenca de um grupo de plasmidios de 78 Kb e o processo de viruléncia nessa
espécie bacteriana. Em outro trabalho, CROSA™ e col. (1980), com o auxilio de
processos de cura de plasmidios, estudaram a atenuagdo da viruléncia em cepas de V.
anguillarum altamente patogénicas para peixes; os autores observaram que existia uma

associagdo entre a viruléncia desse grupo de microrganismos com a presenga de uma

classe especifica de plasmidios.
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TORANZO™ e col. (1983), trabalharam com diferentes espécies bacterianas
patogénicas - para peixes onde fizeram a caracterizagdo plasmidial de cepas de
| Aeromonas 3a1monicida, A. hydrophila, Vibrio anguillarum, Pasteurella piscicida,
Yersinia ruckeri, Edwardsiclla tarda e Renibacterium salmoninarum. Esses autores
empregaram diferentes métodos de extragdo de DNA plasmidial, alem de observar a
presenga de varios plasmidios nas cepas estudadas, verificaram ainda que o perfil
plasmidial estava relacionado com a regido geografica de isolamento das cepas;
salientaram também a importdncia em saude publica da presenga de plasmidios nesses
patogenos, devido a possibilidade de transferéncia desses plasmidios para cepas
patogénicas para o homem tais como: 4. hydrophila, V. cholerae ¢ E. coli.

FIGUEROA® e col. (1988), estudaram a patogenicidade de espécies de
Aeromonas isoladas de amostras clinicas, mediante a pesquisa de enterotoxina,
invasividade em células Hep-2 e pesquisa de plasmidios. Obtiveram em 50% das cepas
estudadas a presenga de plasmidios, porém ndo conseguiram estabelecer uma
associagdo entre a presenga desses elementos e invasividade ou enterotoxigenicidade
ou ainda com a resisténcia a antibioticos.

BELLAND & TRUST", (1988), estudaram o perfil plasmidial de cepas de
Aeromonas salmonicida, com caracteristicas fenotipicas tipicas e atipicas. As cepas
atipicas apresentaram de um a quatro plasmidios os quais foram diferentes dos
plasmidios das cepas tipicas. Esses perfis eram correspondentes ao biotipo e fonte de
isolamento, sugerindo ser uma ferramenta util como marcador epidemiologico de
cepas de 4. salmonicida atipicas.

KELLY & KAIN® (1991), caracterizaram através de provas bioquimicas e por

perfil plasmidial cepas de Plesiomonas shigelloides. Plasmidios estavam presentes em
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39,7% das cepas estudadas, sendo que quinze diferentes plasmidios foram observados
entre as vinte e nove cepas. Observaram que a metade das cepas resistentes a
antibioticos apresentaram plasmidios, € que n3o houve correlagdo entre a presenga
destes elementos e caracteristicas bioquimicas.

MORGAM™ e col. (1991), utilizaram'a presenga de plasmidios como método
para pesquisa de sobrevivéncia de A. salmonicida em agua de lago, em um sistema de
microcosmos; esses autores detectaram plasmidios nas células bacterianas vinte e um
dias apos o inicio do experimento.

MORGAM'™ e col.(1993), realizaram um estudo para avaliar a sobrevivéncia
de A. salmonicida em agua de lago com o auxilio de um sistema de microcosmo. Para
tanto utilizaram a detec¢do de DNA gendmico e plasmidial no sistema, observando que
os plasmidios semelhantes aos da cepa inoculo, nas cepas cultivaveis, podem ser
detectado até seis meses depois no sistema contendo a agua estéril.

SANDAA & ENGER™, (1994), pesquisaram a transferéncia de plasmidios
naturais  codificadores de maltipla resisténcia a antibioticos, em cepas de A.
salmonicida. Em um sistema de microcosmos utilizaram este microrganismo como
zélula doadora de plasmidios de resisténcia, e observaram que a transferéncia desses
olasmidios ocorria para a célula receptora (E. coli) dentro do sistema, com alta
Tequéncia mesmo na auséncia de um fator seletivo ou seja, em um meio que nio
sontinha o antibidtico.

GILES® e col. (1995), analisaram o perfil plasmidial de cepas de A.
salmonicida, V. anguillarum e V. ordalli, patogénicas para peixes, € que apresentavam
‘esisténcia aos antibidticos oxitetraciclina e estreptomicina. Observaram que as cepas

le Vibrio estudadas ndo apresentavam plasmidios e que as cepas de A. salmonicida
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apresentavam de quatro a seis plasmidios. Os autores ndo observaram correlagéo entre
a presenga destes plasmidios com a resisténcia aos antibioticos uma vez que o cultivo
em sua presenga ou auséncia, ndo revelou diferengas no perfil plasmidial; e, ainda, os
experimentos de cura dos plasmidios ndo revelaram alteragdo na resisténcia aos
antibidticos, sugerindo que, nos patdgenos estudados, a mesma ndo seria mediada por

plasmidios.

HANNINEN® e col. (1995b), caracterizaram genotipicamente cepas de A.
salmonicida isoladas na Finlandia. Os autores utilizaram a analise do perfil plasmidial e
PCR e encontraram oito perfis entre as vinte e oito cepas estudadas. Observaram que
essa espécie de Aeromonas geralmente apresenta um ou mais plasmidios grandes (com
tamanho superior a 50 Kb), e também plasmidios pequenos universais.

VADIVELU" e col. (1995), observaram a presenca de plasmidios em cepas
de A. hydrophila isoladas de casos de bacteremia, com a finalidade de estudar o
envolvimento de fatores de viruléncia nesses casos: das cepas estudadas, apenas uma,
foi negativa para a presenga de plasmidio. Os autores sugerem que a pesquisa do perfil
plasmidial seja uma ferramenta util para a avaliagio da presenga de fatores de
viruléncia em 4. hydrophila. |

1.3.2.6. Eletroforese em campo pulsado

Outro método, que vem sendo utilizado com bastante sucesso, € a eletroforese
de campo pulsado em gel (“pulsed-field gel electrophoresis” - PFGE). Essa técnica ¢
similar a uma analise de DNA apds clivagem com enzimas de restri¢do, no entanto
apresenta maiores vantagens quanto ao tratamento do DNA na extragdo e na clivagem
com enzimas de restrigdo, no qual apds aplicagdo de eletroforese de campo pulsado, as

bandas e os perfis sdo melhor visualizados.
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MORENA” ¢ col. (1993), empregaram a técnica de PFGE para o estudo de
associagdo entre cepas de Aeromonas isoladas de fezes de criangas com diarréia e que
frequentavam uma mesma creche nos Estados Unidos.

BUCHRIESER™ e col. (1995), aplicaram o método de eletroforese em campo
pulsado e observaram a heterogeneidade entre cepas de V. vulnificus isoladas de
ostras. Salientaram que os casos de infec¢do sdo devidos a uma populagdo mista de V.
vulnificus e que somente algumas dessas diferentes cepas sdo patogénicas, enfatizando
a necessidade do estudo molecular em investigagdes epidemiologicas e ecoldgicas.

1.3.2.7. Seqiienciamento

Andlises mais detalhadas, ao nivel molecular de microrganismos, podem ser
efetuadas pelo seqilenciamento de regides especificas do DNA gen6mico, porém sua
utilizagdo € muito cara, demorada e de pouca aplicabilidade diaria. Entretanto o
conhecimento de seqiiéncias de nucleotideos de regides especificas do DNA ou RNA,
possibilita a criagdio de um banco de dados genético, que pode ser empregado no
delineamento de sondas com fins epidemioldgicos, taxondmicos ou mesmo de

diagnostico tanto em amostras clinicas como ambientais.

A determinagio da relagdo filogenética por comparagdo das seqiiéncias de
macromoléculas esta, atualmente, muito bem estabelecida. A molécula de RNA
encontra-se entre as biomoléculas nas quais é possivel ser determinada uma relagdo
filogenética, devido a sua ampla distribuigdo, homologia, estabilidade e, ainda, por ser

um elemento conservativo.

O isolamento direto e seqiiénciamento de fragmentos 5S do rRNA, de
ambientes pouco complexos e que apresentem uma biomassa consideravel, pode

oferecer uma determinagdo conveniente dos membros da comunidade
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. vl , . . rqe ;.
dominante®™**'*2, Esse método foi aplicado para a familia Aeromonadaceae®, espécies |
do género Aeromonas®® e ainda nas comunidades microbianas das nascentes quentes de

Yellowstone!*.

MARTINEZ MURCIA™ e col. (1992) , empregaram a analise do segmento
16S rRNA em cepas de Aeromonas isoladas de amostras clinicas, para determinar a
- posigdo taxonOmica de diferentes cepas pertencentes a esse género, e que
apresentavam caracteristicas atipicas; apos a amplificacdo do segmento, nas amostras
do DNA gendmico das cepas estudadas, o fragmento foi seqiienciado e analisado no
seu conteudo de bases. Esses autores observaram que as sequéncias para cada cepa
eram idénticas demonstrando que pertenciam a uma mesma espécie e quando
comparadas com o mesmo fragmento proveniente de diferentes espécies de
Aeromonas, ja conhecidas, apresentava-se distinto dessas embora pertencentes também

a esse género.

1.4. Aplicagiio de métodos moleculares para estudos do género Aeromonas

A identificagdo de espécies do género Aeromonas tem sido incrementada, nas
tltimas décadas, primariamente como resultado de estudos cromossémicos e de
pareamento DNA-DNA. Hoje existem oito espécies reconhecidas fenotipicamente, as
quais foram distribuidas genotipicamente em doze grupos de hibridizagdo de DNA de
acordo com ALTWEGG? e col. (1990). A constituigio desses grupos foi a seguinte:
A. hydrophila (grupos 1, 2 e 3); A. caviae (grupo 4), A. media (grupos 5Ae 5B); A.

eucrenophila (grupo 6); A. sobria (grupo 7, 8 e 9); A. veronii (grupo 10 e 11); A.
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schubertii (grupo 12);, e A. salmonicida (grupo 3). Embora residam na familia
Vibrionaceae, COLWELL® e col. propuseram em 1986, que esse género constituisse
uma nova familia, Aeromonadaceae, baseado na catalogagdo do fragmento 5S do

rRNA e em dados de hibridizagio de RNA/DNA®,

HICKMAN-BRENNER* e col. (1987), empregaram a hibridizagio de
'DNA/DNA para estabelecer a filogenia de 9 cepas de Aeromonas isoladas de amostras
clinicas. Essas cepas assemelhavam-se a de V. cholerae, com excegdo da produgdo de
gas; as cepas eram lisina e ornitina positivas e arginina dehidrolase negativas. A analise
de hibridizagdo do DNA/DNA revelou que as cepas estavam mais relacionadas com
espécies de Aeromonas do que com espécies de Vibrio, sendo entdo designadas como

uma nova espécie, 4. veronii.

SCHUBERT & HEGAZI™ (1988), empregando o estudo de hibridizagio
DNA/DNA, descreveram uma nova espécie de Aeromonas: A. eucrenophila. Esses
pesquisadores encontraram uma cepa de Aeromonas que se assemelhava a de A.
hydrophila, porém apresentava test.e de Voges Proskauer negativo. Essa foi entdo
comparada com a cepa padrio NCM B74 (deromonas ndo identificada), a qual
apresentava caracteristicas semelhantes, obtendo homologia de 80% a 100%, em
contraste com uma homologia inferior a 70% com cepas de 4. hydrophila e A. caviae,

o que a classificou como uma nova espécie.

ALTWEGG" e col. (1988), compararam as técnicas: perfil eletroforetico de
multilocus enzimatico; analise de endonuclease de restrigdo usando as enzimas Pst I e
Sma 1, tipagem do DNA ribossémico e tipagem de fagos para caracterizagdo de
espécies de Aeromonas, sendo que as cepas ndo estavam relacionadas

epidemiologicamente. Os autores observaram que houve uma elevada sensibilidade na
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diferenciagdo de Aeromonas pelos métodos de tipagem de fagos e analise com enzima

de restri¢do, seguida pela tipagem do DNA e eletroforese de multilocus enzimético.

HICKMAN-BRENNER? ¢ col. (1988), utilizaram a técnica de hibridizagio de
DNA/DNA para determinar a posi¢do taxondmica de cepas bacterianas anteriormente
isoladas e que estavam sem classificagio definida. Essas cepas, isoladas de amostras
clinicas, assemelhavam-se a de V. damsela exceto pela habilidade de se multiplicar na
auséncia de cloreto de sédio. O DNA das oito cepas em estudo foi comparado com
DNA de espécies pertencentes a Familia Vibrionaceae incluindo todas as espécies de
Aeromonas e P. shiguelloides, e ainda com FE. coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus
mirabilis. Todas as cepas estavam altamente relacionadas tanto por hibridizagdo de
DNA quanto fenotipicamente com a cepa padrio (deromonas ATCC 2446)

representante deste grupo.

KUIJPER™ e col (1989a), estudaram cepas de Aeromonas isoladas de amostras
de fezes, utilizando a analise do DNA da célula total através da digestdo com enzimas
de restrigdo. Também utilizaram a analise de hibridizagdo dos fragmentos de digestdo
do DNA, com o segmento 16+23S rRNA de E. coli (ribotipagem), e observaram uma
redugio do numero de bandas de restri¢do, de oito a treze fragmentos de hibridizago,
no entanto, o valor discriminatério foi menor que quando comparado com a analise de

endonuclease de restrigao (RFLP).

KUIJPER™ e col. (1989D), caracterizaram cepas de Aeromonas, isoladas de
fezes humanas, através de provas fenotipicas convencionais e a técnica de hibridizagdo
molecular DNA/DNA, frente a cepa padrdo representante do grupo genotipico de
Aeromonas. Observaram a dificuldade em se estabelecer uma adequada diferenciagdo

através dessas provas fenotipicas, pois essas ndo foram suficientemente especificas.
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Com base nesses resultados, os autores alertaram para a importdncia dos métodos

moleculares para sua melhor caracterizagao.

ALTWEGG? e col. (1990), utilizaram a hibridizagdo de DNA/DNA para a
identifica¢do genotipica de cepas de Aeromonas isoladas de amostras de fezes. As
sondas preparadas a partir de cepas padrdo de cada grupo genotipico, foram utilizadas
para determinagdo da homologia entre as cepas. Os autores empregaram para
caracterizagdo fenotipica dos isolados dois esquemas de identificagdo, sendo um deles
a metodologia empregada por POPOFF'"? (1984), contendo as provas basicas para
diferenciagdo das espécies, e o segundo uma bateria de 100 provas fenotipicas
utilizadas com menor frequéncia. Desse estudo foi observado que quando comparado
com sistemas mais simples de identificagdo fenotipica, o método genotipico ndo
apresentava uma correlagdo com as caracteristicas bioquimicas; com o emprego de um
sistema mais amplo, contendo maior numero de provas, os dois esquemas, fenotipico e

genotipico, apresentavam uma boa correlagio.

JOSEPH* e col. (1991), estudaram uma cepa de Aeromonas isolada de
amostra clinica, mediante a hibridizagdo de DNA/DNA, para conferir sua identificagdo.
Esse microrganismo, inicialmente classificado como A. Aydrophila, apresentou 78% a

80% de homologia com a cepa padrido de 4. jandaei, confirmando assim essa espécie.

CARNAHAN® e col. (1991a), estudaram cepas de Aeromonas, que
apresentavam prova de sacarose negativa, isoladas de varias regiGes geograficas. Essas
cepas foram submetidas a hibridizagdo de DNA/DNA frente a cepa padrio ATCC
49568 que pertence ao grupo DNA 9 de A. sobria, resultando em elevada similaridade
entre elas. Os autores sugeriram a inclusdo de uma nova espécie, A. jandaei, uma vez

que a cepa padrao do grupo DNA 9 (deromonas ATCC 49568) era suficientemente
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distinta das cepas referéncia de A. sobria e A. veronii para reforgar a validade do DNA

grupo 9 como uma nova espécie.

CARNAHAN® e col. (1991b), delinearam uma nova genospécie de
Aeromonas, A. trota, a partir de treze cepas isoladas de amostras de fezes e que eram
suscetiveis a ampicilina. Os pesquisadores usaram a analise de homologia por
hibridizagdo do DNA/DNA com uma cepa padrdo de Aeromonas (ATCC 49657),
previamente caracterizada por provas fenotipicas, ¢ determinaram, frente a outros

grupos fenotipicos de Aeromonas, que esta era uma nova espécie.

MARTINEZ MURCIA” e col. (1992), utilizaram a técnica de PCR, para
analisar 0 segmento 16S do rRNA e determinar a posi¢do taxondmica de cepas de
Aeromonas com caracteristicas atipicas. Foram estudadas trés cepas, sendo duas
isoladas de amostras ambientais e uma isolada de fezes de paciente que apresentou
intoxicagdo alimentar. A andlise da seqiiéncia do segmento 16S do rRNA demonstrou
que as trés cepas eram idénticas e pertenciam a uma sé espécie, a qual foi denominada

A. allosaccharophila.

ASH’ e col. (1993). empregaram PCR, com a utilizagdo de iniciadores
baseados no segmento 16S do rRNA, para identificagdo de cepas de A. jandaei e A.
schubertii. Os autores consideraram que o método foi altamente especifico e rapido

para identificagdo dessas cepas.

DORSCH™ e col. (1994), seqiiénciaram e estudaram o segmento 16S do rRNA
de sessenta e sete isolados de Aeromonas de procedéncia ambiental e clinica, para
determinar as seqiiéncias comuns do género. Com base nesse estudo, construiram uma

sonda espécie especifica para A. hydrophila e A. veronii, aplicaram em ensaios de PCR
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e observaram que essas espécies foram claramente discriminadas de outros isolados de

Aeromonas bem como organismos.

ESTEVE™ e col. (1995), estudaram a relagdo gendmica entre trés cepas de 4.
allosaccharophila e sua cepa padrdo (ATCC 35942) e outras espécies de Aeromonas.
Utilizaram o método de hibridizagdo molecular com base no segmento 16S do rRNA e
observaram que a homologia obtida entre as cepas testadas e a cepa padrio de A.
allosaccharophila foi de 70% ou superior, e de 0% a 35% com as demais espécies:
confirmaram que as cepas em estudo constituiam um grupo genotipico homogéneo,

concordando com o conceito de genospécie corrente (homologia superior a 70%).

HANNINEN® e col. (1995b), empregaram diferentes métodos moleculares,
perfil plasmidial, RAPD e ribotipagem, para caracterizagdo de cepas de Aeromonas

salmonicida sub-espécie salmonicida para comparagdo com o perfil fenotipico.
1.5. Caracterizagio de fatores de viruléncia em microrganismos

Os métodos de avaliagdo da patogenicidade, utilizando modelos animais,
permitem que seja determinada a toxicidade das culturas microbianas pela presenga de
varios fatores de viruléncia, entretanto a maioria dessas metodologias sdo custosas e

inespecificas'"?.

Sondas genéticas de DNA vém sendo empregadas de forma crescente em
estudos epidemioldgicos e clinicos™. Essas tém sido usadas para determinagio de
cepas enterotoxigénicas como £. coli em isolados de fezes, diretamente de amostras de

98,102,104,111

fezes e isolados de amostras ambientais®®

Diversos trabalhos estio sendo desenvolvidos, empregando métodos

moleculares, para a pesquisa de genes codificadores de fatores de viruléncia, em
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diferentes microrganismos tais como: hibridizagdo com sondas especificas e

26,38,39,55,56,77,81,98,114
PCR

MOSELEY'® e col. (1982), verificaram a aplicabilidade do exame de cepas de
E. coli, isoladas de amostras clinicas, por técnica de hibridizagdo molecular para
pesquisa de genes codificadores de enterotoxinas. Utilizaram como cepa padrdo E. coli
v, cnterotoxigénica (ETEC) produtora de toxina termo-labil (LT) e toxina termo-estavel
(ST), e compararam com testes de camundongo lactente (Dean) e teste em células Y1.
Observaram que todos LT+ ST+ e LT+ ST- foram homoélogos & sonda L’f. Todos
LT+ ST+ e LT- ST+ foram detectados com a sonda ST+ ou STH. Quando testada
para detecg¢do de ETEC em agua contaminada com outras bactérias, verificaram que
essas estavam presentes nas amostras diluidas até dez vezes. Concluiram que a
hibridizagdo pode servir como ferramenta util para definicdo da epidemiologia de
infecgdo por ETEC, com a grande vantagem de diferenciar entre cepas com genes
codificadores de ST, oferecendo um marcador epidemiologico e, ainda, para
caracterizar e identificar fontes ambientais de ETEC.

NATARO'™ e col. (1985), usaram sonda de DNA para detectar genes que
conferem adesdo localizada, de cepas de Z. coli enteropatogénica (EPEC) a culturas
de células Hep-2. Trabalharam com cepas isoladas de amostras de fezes de criangas
com e sem diarréia. Observaram que a sonda foi altamente sensivel e especifica para
-identificar, epidemiologicamente, cepas de E. coli enteropatogénica cléssica.

HUSSLEIN® e col. (1988), empregaram sondas DNA radioativas para detectar
a presenga do gene codificador de aerolisina em cepas de Aeromonas spp, isoladas de
amostras clinicas, de pacientes com e sem sintomas, € do ambiente. Esses testes foram

comparados com testes de hemolisina e ensaios em cultura celular, onde foi observado
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que a seqiiéncia homologa para o gene codificador da aerolisina estava presente em
todas as cepas testadas, independente dé fonte de isolamento. Uma segunda sonda de
DNA para 6 gene codificador de uma hemolisina nio relacionada, hibridizou com A.
hydrophila e A. sobria, porém com apenas 50% das A. caviae. Os pesquisadores
concluiram que ndo houve correlagdo entre a hibridizagdo com sondas para hemolisina
e a elaboragdo de fatores de viruléncia, como atividade hemolitica (agar sangue) ou

citolitica (cultura em células VERO).

MONTENEGRO? e col. (1990), detectaram e caracterizaram cepas de E. coli
produtoras de verotoxina em amostras de fezes de gado saudavel. Utilizaram técnicas
de hibridizagdo de DNA com sondas especificas para genes codificadores da produgdo
de verotoxina I e II. A sorotipagem das cepas revelou que 40,0% pertencia a grupos
conhecidamente patogénicos para o homem, e que 10,8% dos animais estudados
possuiam cepas produtoras de verotoxina.

HUSSLEIN® e col. 1992, estudaram o gene codificador da produgio de
aerolisina em espécies de Aeromonas, através de hibridizagdo molecular, utilizando a
regido estrutural aerA e a regido regulatoria aerC como sondas para detecgido do gene.
Um grupo de Aeromonas e outros organismos entéricos foram submetidos a
hibridizagdo. A seqiiéncia correspondente ao fragmento estrutural foi encontrada entre
todos os isolados de Aeromonas, sendo que a regido regulatoria foi detectada somente
em algumas cepas. Os autores salientaram que estudos taxonémicos anteriores, com o
segmento aerC, determinaram um grupo de cepas identificadas previamente como A.
sobria, que foram agrupados em uma nova espécie A. tfrota e com isso, descobriu-se
uma sonda espécie especifica para esse microrganismo. Observaram também que o0s

genes aerolisina existem no género Aeromonas e s@o similares aqueles observados para
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as varias classes de “shiga-like” toxina, bem como para a toxina colérica. O resultado
sugere que a escolha das sondas juntamente com a amplificagdo do DNA “in vitro”
pode ser um caminho rapido para revelar a diversidade deste importante fator de

viruléncia nesse género.

MARTINS® e col. (1992), detectaram a presenga de fatores de viruléncia em
cepas de E. coli isoladas de amostras de agua. Através de hibridiza¢do com sondas de
DNA, detectaram a homologia e seqiiéncias codificadoras de toxina “shiga-like” I e 11,
toxinas termo estavel (ST) e termolabil (LT), fatores de aderéncia eaf e eae, e ainda
antigenos fimbriais de L. coli enterohemorragica. Os autores observaram uma
significativa frequéncia de cepas com potencial genético para produgdo de fatores de
viruléncia. Salientaram que técnicas de hibridizag@o possibilitam um método sensivel
para detectar organismos que carregam genes codificadores de fatores de viruléncia.

NISHIKAWA'® e col. (1994), utilizaram hibridizagdo com sonda de DNA para
pesquisa de genes associados com adesdo e produgdo de infecgdo em cepas de 4.
hydrophila e A. sobria isoladas de amostras clinicas, € que haviam apresentado adesdo
quando testadas em culturas de células INT407 e Caéo-2. Utilizando sondas de E. coli
eae de ipaB, que sdo genes associados com adesdo e efeitos de invasdo nesta espécie.
Observaram que os DNAs das cepas de Aeromonas testadas ndo hibridizaram com as
referidas sondas. Os autores sugeriram que a invasividade em células Caco-2 pode
representar um potencial na produgiio de diarréia por essas cepas de Aeromonas e,
ainda, que o mecanismo de invasdo dessas cepas possa diferir daqueles presentes em E.
coli e Shigella.

POLLARD'" e col. (1990a), seqiiénciaram o gene codificador da aerolisina em

A. hydrophila e desenharam iniciadores para triar a presenga desses genes em A.
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caviae, A. sobria e A. veronii, isoladas de amostras clinicas, mediante técnica de PCR.
Observaram que essa técnica identiﬁc;,ou claramente as cepas de A. hydrophila
brodutoras de aerolisina e que pode ser utilizada como um teste rapido, espécie
especifico de viruléncia, visto que cepas de outras espécies foram negativas para a

presenca deste gene.

POLLARD' e col. (1990b), estudaram a presenga de genes codificadores da
produgdo de verotoxina em cepas de F.coli por técnicas de PCR. Os autores utilizaram
sondas sintéticas derivadas de seqiiéncia de genes Verotoxina I (VTI), Verotoxina IT
(VTII) e toxina “shiga like” II (SLTII), observando que o produto de amplificagdo por
PCR, identificou sequéncias VTI e VTIIL, apenas, na cepa VT positiva pelo teste
tradicional de cultura celular. Constataram também, que a sonda distingue, claramente,
cepas de E. coli VTI e VTII e nfo identificou esses genes em cepas produtoras de
outros fatores de viruléncia como enterotoxina ou citotoxina, apresentando uma
sensibilidade de um nanograma do total de 4cido nucléico. Finalmente concluiram que
o teste permite uma analise rapida de baixo custo para a detec¢do desse importante
gene em amostra clinica e, possivelmente, em alimentos contaminados.

LIOR & JOHNSON®' (1991), aplicaram a técnica de PCR para detecgio do
gene codificador de aerolisina em células integras de culturas de 4. hydrophila 3
hemoliticas, comparando com provas bioldgicas de hemolise, citotoxigenicidade e
enterotoxigenicidade. Os autores utilizaram iniciadores especificos na produgdo da
sonda para aerolisina, de modo que a metodologia aplicada identificou, claramente, as
cepas produtoras de aerolisina com 100% de concordéncia, sugerindo que este possa
ser um teste de aplicagio rapida, espécie especifico. Os resultados dos testes de PCR

foram idénticos, tanto com célula integral, quanto com acido desoxiribonucléico
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previamente purificado, observando que o método com célula integral oferece

vantagens, reduzindo o tempo necessario para o ensaio.

FIELDS® e col. (1992), empregaram a técnica de PCR para detecgdo de cepas
toxigénicas de V. cholerae‘ O1 isolados da epidemia de colera da América Latina.
Amplificando um fragmento do gene da toxina colérica subunidade A (ctxA), que foi
empregado para identificar cepas de V. cholerae O1 toxigénico. Em um total de cento
e cinquenta cepas, de origem clinica e ambiental, sem determinagdo toxigénica, cento e
quarenta foram toxigénicas, tanto pelo teste de PCR, quanto por teste de Elisa. As
trinta e oito cepas com toxigenicidade conhecida, foram positivas também por teste de
PCR. Cepas de V. cholerae ndo toxigénicos, L. coli e Aeromonas foram negativas para
o teste. Os autores relatam que o teste foi mais rapido que outros meétodos
diagnosticos para detec¢do de toxinas nessas cepas sendo, também, mais sensivel e
especifico que aqueles atualmente empregados.

CHOWDHURY? e col. (1994), aplicaram PCR para detectar o gene
codificador da produg@o de enterotoxina ZOT e toxina colérica (ctx) em cepas de V.
mimicus e V. cholerae O139. Observam que trés das cinco cepas de V. mimicus
estudadas possuiam o gene ZOT de V. cholerae O1, e que apenas uma apresentou o
gene ctx. Estudos de hibridizagdo confirmaram que os fragmentos detectados nestas
cepas, foram altamente homoélogos ao gene ZOT de V. cholerae O1 confirmando que
V. mimicus e V. cholerae Q139 sdo potencialmente portadores desse gene.

1.6. Aplicacio de métodos moleculares em estudos epidemiologicos

O estudo epidemiolégico € uma ferramenta importante para a prevengdo e
atuag@o em situagdes de emergéncia, onde organismos estdo sendo implicados como

agentes causais de doengas no homem. Estudos que identifiquem a origem da doenga,
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os possiveis veiculos de transmissio € o nimero de individuos envolvidos em um
surto, sdo de. extrema importincia para auxiliar os profissionais de saude publica a
predizer e a investigar os casos envolvidos. Os métodos convencionais para estudos
epidemioldgicos procuram analisar os microrganismos envolvidos, em determinado
surto, identificando os isolados dos pacientes e relacionando as caracteristicas
fenotipicas desses organismos a fim de que se estabelega as semelhangas entre eles e,
ainda, a sua preseng¢a no ambiente e no possivel veiculo de transmissdo.

Todos estes dados demandam muito tempo de investigagdo e ainda existe a
dificuldade de se recuperar os microrganismos, que estejam envolvidos com os casos,
bem como, todos os individuos envolvidos, que muitas vezes apresentam
sintomatologia menos grave e ndo buscam o atendimento médico para resoiucﬁo do
problema. Muito importante ¢ a pesquisa das fontes e dos envolvidos, quando se trata
de um surto hospitalar em que os individuos, geralmente, se encontram em um estado
de satide debilitado, e quando os organismos estdo relacionados com alta resisténcia a
antibidticos, fazendo-se necessaria, portanto, a pesquisa da fonte de infec¢do e a
relagdo dos pacientes envolvidos.

O uso de esquemas padronizados de tipagem poderia permitir aos Laboratorios
de Sa(de Publica o acompanhamento do movimento e origem de microrganismos,
dados que seriam Uteis para as autoridades de saude publica ao estabelecer estratégias
de prevenc¢do e intervengdo com base nessas informagdes”. A sonda de nucleotideos
salienta sitios (fragmentos) especificos do DNA quebrados por enzima de restri¢do
diminuindo o nimero de bandas a serem analisadas facilitando o acesso ao resultado.
As sondas podem ser construidas a partir de seqii€ncias cromossOmicas clonadas,

randomicas, que codificam a resisténcia a antibioticos. Esse método tem o potencial de
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distinguir a individualidade da cepa bacteriana'"'"®. A ribotipagem tem sido usada
com sucesso para caracterizagdo de sorogrupos de microrganismos pertencentes a
‘diferentes géneros e espécies'”.

KUIJPER & PEETERS™ (1991), empregaram métodos moleculares baseados
em homologia de DNA/DNA para o estudo de cepas de Aeromonas isoladas de casos
de diarréia em Amsterdan (Holanda). Caracterizaram, bioquimica e geneticamente,
isolados de Aeromonas provenientes de amostra de fezes, os quais pertenciam aos
grupos de DNA de 1 a 4 e de 5 a 8. Os autores observaram uma boa correlagdo entre
as duas metodologias empregadas.

WACHSMUTH™ e col. (1993), empregaram diferentes técnicas moleculares
para determinar a epidemiologia da célera na América Latina, com a finalidade de
explicar seu subito aparecimento e rapida disseminagdo. Os autores empregaram os
métodos RFLP, seqiiénciamento e eletroforese de multilocus enzimatico, para
caracterizagdo dos isolados em estudo.

BACK" e col. (1993), estudaram epidemias causadas por cepas de S. aureus
resistentes a eritromicina. Compararam métodos clinico-epidemiologicos com métodos
moleculares para identificar a fonte de duas epidemias ocorridas em um bergario.
Confrontaram os métodos usuais com a analise plasmidial e caracterizagdo genotipica.
Os testes moleculares mostraram que os organismos eram os mesmos dessas duas
epidemias, e que o individuo que havia sido implicado na primeira delas ndo era
portador da cepa envolvida mas, sim o médico que atendeu as duas epidemias.
Concluiram que os métodos epidemiolégicos tradicionais podem levar a conclusdes e

" resultados falsos que sO podem ser esclarecidos por provas moleculares.
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FANG” e col. (1993), determinaram a validade de estudos epidemiologicos
moleculares, para utilizagdo em surtos de S. aureus resistente a meticilina: Utilizaram
as técnicas deb andlise de plasmidios digeridos por enzima de restrigio (REAP) e
também por PCR, empregando iniciadores arbitrarios; Os autores compararam esses
métodos moleculares com os epidemioldgicos convencionais € com dados de
sensibilidade aos antimicrobianos, encontrando uma clara relagdo clonal entre as cepas
isoladas desse surto e as isoladas dos empregados dessa area, porém distintas dos
isoladas de um outro hospital. Observaram que embora os métodos epidemiologicos
tradicionais tenham um papel central no controle dessas infec¢bes, ajudando assim a
isolar pacientes infectados, com a cepa envolvida dificultando a coloniza¢do do
microrganismo em outros pacientes e/ou empregados envolvidos, sustando desta
forma o surto.

MORENA” e col. (1993), utilizaram a analise de DNA para relacionar e
caracterizar cepas de Aeromonas isoladas de criangas com diarréia em uma creche em
Houston. Aplicaram técnicas de perfil plasmidial e eletroforese de campo pulsado
(PFGE), para analise da relag@o entre os DNAs das cepas em estudo. Encontraram um
padrio de DNA idéntico para duas criangas envolvidas no surto; as cepas restantes
apresentavam diferentes padrdes, fato, também, verificado com cepas isoladas de um
outro surto. O padrdo de DNA gendmico diferenciou cepas de Aeromonas melhor que
o padrio plasmidial. Os autores observaram também que muitas genospécies de

Aeromonas estdo envolvidas em cada surto.

POPOVIC'? ¢ col. (1993), estudaram a aplicagio epidemiolégica de um
esquema padronizado de ribotipagem para V. cholerae O1. Trabalharam com duzentos

e quatorze cepas isoladas de amostras clinicas e ambientais em sessenta anos,
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observando diferentes ribotipos para cepas clinicas de V. choleraec Ol El Tor.
Encontraram seis diferentes padrdes para cepas da sétima pandemia de colera sendo o
‘ribotipo 8 eﬁcontrado apenas nas cepas provenientes de paises da Africa Central,
enquanto que o ribotipo 3 ocorreu, principalmente, em cepas da Asia e Ilhas do
Pacifico. Cepas com ribotipo 6 foram as mais amplamente distribuidas apresentando
trés subtipos muito semelhantes. Concluiram os autoreg, que a ribotipagem em
combinagdo com outros métodos bem definidos, pode contribuir em investiga¢des
epidemioldgicas auxiliando a tragar o movimento das cepas e identificando sua origem
geografica.

KARAOLIS® e col. (1994), compararam a evolugdo molecular do clone de V.
cholerae O1 da sétima pandemia de colera com os isolados de outras pandemias e
epidemias. Para o estudo, foram utilizadas cepas de V. cholerae da sexta e sétima
pandemias, bem como cepas de casos esporadicos de diarréia causados por 4V.
cholerae O1 El Tor, cepas de V. cholerae 0139 Bengal de surtos e casos isolados.
Para cepas da sétima pandemia foram observados onze ribotipos, os quais eram mais
diferenciados entre si que os da sexta e pré sétima pandemias. V. cholerae 0139 foi
observado muita semelhanga com os isolados do inicio da sétima pandemia com
diferenga de apenas duas bandas. Concluiram os autores que ha necessidade de mais
estudos envolvendo o seqiienciamento de DNA, e que embora a ribotipagem possa
fornecer uma grande indicagdo do ribotipo, os resultados ndo foram suficientes para
estabelecer um clone da sétima pandemia.

KARAOLIS® e col. (1995), realizaram estudo epidemiolégico, envolvendo
cepas de V. cholerae da sexta e sétima pandemias e estudaram a relagdo dessas cepas

com outras cepas de V. cholerae ndo O1. Os genes codificadores da utilizagdo de



40

aspartato semialdeido dehidrogenase (asd), o qual tem a fung¢do de determinar uma via
comum para a biossintese de treoniné, lisina e metionina, foram utilizados para
felacionar as cepas estudadas. Pesquisas realizados anteriormente demonstraram,
através do emprego de técnicas de polimorfismo de rRNA, PFGE e multilocus
enzimatico, que as duas pandemias eram derivadas de clones distintos de V. cholerae.
O uso dessa nova fragdo, para o estudo, revelou que as cepas com antigeno O1 ndo
pertenciam ao mesmo grupo e que, embora o antigeno O1 seja relacionado com a
pandemia, o mesmo estd presente em varias linhagens bacterianas e parecem
insuficientes para identificar um “cluster” separado, podendo haver transferéncia desse

gene entre cepas de V. cholerae no ambiente.
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2. OBJETIVOS
Dando prosseguimento ao trabalho de mestrado desenvolvido em 1995, em que
foram pesqu.isadas sessenta e quatro amostras de agua da Represa de Guarapiranga,
SP, para a presenga de Aeromonas spp, onde foram isoladas 4. hydrophila em 18,7%
das amostras, 4. caviae em 31,2%, A. sobria em 43,7% e A. jandaei em 76,6%. Foi
| também pesquisada a presenga de fatores de viruléncia, os quais revelaram que 80,0%
| das cepas de A. hydrophila, 73,3% de A. caviae, 46,7% de A. sobria e 86,6% de A.
Jjandaei causaram acumulo de fluido em alga ligada de coetho. Complementarmente,
86,6% de A. hydrophila, 33,3% de A. caviae, 60,0% de A. sobria e 100,0% de A.
jandaei foram produtoras de -hemoélise em agar sangue, confirmando o elevado
potencial patogénico desses microrganismos, e considerando como referencial os

seguintes aspectos:

® a grande diversidade € o potencial patogénico das cepas de Aeromonas

isoladas do ambiente aquatico da Represa de Guarapiranga;
® a necessidade de uma melhor caracterizagdo molecular desses isolados;

® 05 escassos estudos de natureza molecular com microrganismos do género

Aeromonas no Brasil;

® que o método de ribotipagem tem sido empregado com sucesso na

caracterizagdo de microrganismos de diferentes géneros e espécies;

® qua a pesquisa de plasmidios tem sido empregada em estudos

epidemiologicos e ecologicos; e,
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® a necessidade de serem estabelecidos marcadores para utilizagdo em estudos
de epidemiologia molecular. Com base nesses aspectos estabeleceu-se os seguintes

objetivos:

M caracterizar genotipicamente, através da rnbotipagem, as culturas de A.

hydrophila, A. caviae, A. sobria e A. jandaei isoladas da Represa de Guarapiranga;

M relacionar os polimorfismos obtidos na ribotipagem, com os testes

fenotipicos e de viruléncia realizados previamente;

M pesquisar a a ocorréncia de plasmidios nas culturas de A. hydrophila, A.

caviae, A. sobria, e A. jandaei isoladas da Represa de Guarapiranga; e,

M relacionar os perfis plasmidiais encontrados, com os dados de isolamento e

viruléncia previamente obtidos.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizadas 60 cepas de Aeromonas, 15 A. hydrophila, 15 A.
caviae, 15 A. sobria e 15 A. jandaei, isoladas do reservatorio de Guarapiranga Sdo
Paulo. Estas cepas ja foram caracterizadas fenotipicamente, e avaliadas quanto a
produgdo de fatores de viruléncia, utilizando modelo animal (teste de alga ligada) e

hemolise em agar sangue.

Os pontos da Represa de Guarapiranga de onde foram coletadas as amostras de
agua para isolamento das cepas de Aeromonas utilizadas neste estudo estdo
apresentadas na Figura 1. Estes pontos foram designados como I, IL, III, IV e V,
onde o ponto I esta localizado logo acima da barragem, onde é feita a captagdo de
agua para tratamento, e os demais pontos a partir do primeiro distanciando-se da
barragem, e situados proximos de clubes desportivos. Foram realizadas algumas
amostragens de material de sedimento nos mesmos pontos de coleta acima descritos,
os quais foram denominados com o numero do ponto de isolamento acrescido da letra

“F” para identificar as amostras de fundo.

As cepas de Aeromonas foram submetidas a caracterizagdo molecular pela
técnica de ribotipagem tendo seus perfis comparados e agrupados de acordo com a
similaridade apresentada. O desenvolvimento da parte técnica foi realizado no
Laboratorio de Microbiologia Ambiental do Departamento de Microbiologia do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo.
3.1. Estocagem das culturas

Todas as cepas foram reisoladas em agar Luria (anexo A.1.1); uma unidade

formadora de colonia foi semeada em 3 mL de caldo Liria, incubada a 35°C por 24
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horas. Apos esse periodo de tempo, 0,5 mL da cultura foi adicionado a um microtubo
de polipropileno “eppendorf” contendo 0,5 mL de caldo Luria com 30% de glicerina
estéril para conservagdo a -70°C para estudos posteriores, € uma alga da cultura foi
semeada em agar Luria inclinado, e incubado a 35°C por 24 horas (cultura de

trabalho).
3.2. Extraciio do DNA genomico

Foi utilizada uma modificagio da metodologia de MURRAY &
THOMPSON'* (1980), para extragdo de DNA em plantas descrita por RIVERA™ e
col. (1995), sem a utilizagdo de fenol. Todas as cepas foram semeadas em agar Luria
(anexo A.1.2), por toda superficie de uma placa de Petri, cultivadas por 18 horas a
35°C, sendo que todo crescimento da placa foi ressuspenso em 4,75 mL de solugdo

tampao TE I (anexo A.2.1), onde foi adicionado 125 pL de uma solugido a 10% de

SDS e 12,5 pL de uma solugdo de proteinase K (20 mg / mL em agua milli Q), o qual
foi agitado com cuidado e incubado por uma hora a 37°C. Apos a incubagdo foi -
~adicionado 0,6 mL de uma solugdo 5M de NaCl e 375 uL. de CTAB (anexo A.2.3)
preaquecido a 65°C, homogeneizado cuidadosamente, e incubado na mesma
temperatura por 20 minutos. Em seguida foi adicionada igual quantidade de
cloroformio-alcool isoamilico (24:1), aproximadamente 6 mL, e apos homogeneizagio
a mistura foi centrifugada a 8000 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. A fase
aquosa foi removida com cuidado para outro tubo e entdo tratada, novamente, com
igual quantidade de cloroférmio e novamente centrifugada. A solugdo de acido
nucléico da fase aquosa foi removida para um tubo de vidro e precipitada com 0,6

vezes o volume de 2-propanol (alcool isopropilico), retirado com uma vareta de vidro,
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lavado com etanol 70% e seco sob vacuo. Finalmente, o DNA foi dissolvido em 500

uL da solugdo tampido TE II (anexo 2.4).

3.2.1. Tratamento com ribonuclease

Ao DNA, devidamente ressuspenso em 500 pl de tampdo TE II (anexo A.2.4),
 foi adicionado 5 ul de solugdo de RNAse 10 mg/mL (Boehringer Mannheim); os tubos
foram homogeneizados, tampados e em seguida incubados por uma hora, em Banho
Maria, a 37°C. Apds esse periodo de tempo, os tubos foram levados para banho de
gélo e foi adicionado 30 pL de solugdo de acetato de sodio 3 M, pH 4,5. Apoés a
homogeneizagdo, os DNAs foram precipitados com a adi¢gdo de 3 mL de alcool etilico
gelado (-20°C); os tubos foram agitados por inversio ¢ o DNA recuperados com

capilar de vidro, lavados com etanol 70%, e levados para secagem em dessecador por

uma hora.

Depois de secos os DNAs foram ressuspensos em tampdo TE II (anexo A.2.4),

pH = 8,0 e armazenados sob refrigeragido (4°C)até o momento do uso.
3.2.2. Concentragio do DNA gendmico

A concentragio do DNA gendmico foi medida por comparagdo com um
marcador de peso molecular e concentragio de DNA. O fago A DNA 0,5 pg foi

digerido com enzima Hind 111 e as concentragdes dos fragmentos foram calculadas.

3.2.3. Qualidade do DNA gendémico
A eletroforese foi realizada de acordo com metodologia descrita por
SAMBROOK'" e col. (1989) em gel de agarose (Sigma) na concentragio 1% em

tampdo TAE (anexo A.3.1).
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3.2.3.1. Preparo da amostra para eletroforese

Foram adicionados, em um tubo “eppendorf’, 2 uL. do DNA gendmico, 2 pL
de tampdo TE II (anexo A.2.4) e 1 pL de uma solugio tampdo corante de gel 6X

(anexo A.3.2).
3.2.3.2. Marcador de peso molecular

Em um tubo “eppendorf’ foram adicionados 1 pL de marcador de peso
molecular A DNA Hind TII (Promega Co., Madison, WI), 3 pL de tampdo TE Il e 1

uL de solugdo tampido corante de gel 6X.

Apds homogeneizagdo as amostras foram centrifugadas, rapidamente, e

colocadas, em Banho Maria, a 50°C por 10 minutos e a seguir em banho de gelo.

As amostras foram adicionadas nas posigdes correspondentes aos po¢os do gel

de agarose e colocado na cuba de eletroforese contendo tampio TAE 1X.

A corrida eletroforetica foi realizada sob uma intensidade de corrente elétrica
. de 50 volts durante, aproximadamente, trés horas (Eletrophoresis systems, Fischer
Biotech, Pittsburgh, PA). Em seguida o gel foi corado com uma solugdo de brometo
de etidio e visualizado em uma fonte de luz ultravioleta a 312 nm. Os resultados foram

fotografados usando camara e filme Polaroid tipo 667.
- 3.3. Ribotipagem

O procedimento foi realizado segundo as recomendagdes de POPOVIC'" e
col., 1993, onde foi efetuada a clivagem do DNA bacteriano com a enzima de restrigdo
119 e

Pst T (Boehringer Mannheim), segundo metodologia descrita em SAMBROOK

col., 1989, seguida por eletroforese em gel de agarose 1%, com posterior transferéncia
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131 TR B ~
para hibridizagdo da membrana com sonda

para membrana de nylon (Southern Blot)
- para fragmento 5+16+23s do rRNA de Escherichia coli, utilizando-se o “Kit” de
deteccio DIG DNA Labeling and Detection GENIUS (Boehringer Mannheim),

conforme metodologia descrita a seguir:

3.3.1 Digestiio do DNA gendmico

A digestdo foi realizada com 1pg DNA de cada cepa de Aeromonas com a
enzima de restrigdo Pst I (10 U/pl) por um periodo de uma hora a 37°C em Banho
Maria. Apés a digestdo, as amostras foram aquecidas a 65°C por 10 minutos e

resfriada em gelo por 5 minutos.

Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese horizontal sob uma
intensidade de corrente elétrica de 55 volts, durante aproximadamente 5 horas. Foi
utilizado também, em paralelo, um marcador de peso molecular A DNA digerido com
Hind 111 ao lado do gel, na primeira posi¢gdo. Em seguida o gel foi corado com uma
solugdo de brometo de etidio e visualizado em uma fonte de luz ultravioleta a 312 nm.

Os resultados foram fotografados usando camara e filme Polaroid tipo 667.

3.3.2. Transferéncia dos segmentos de DNA para membrana de nylon

(Southern Blot)

O gel de agarose contendo os fragmentos do DNA digerido foi tratado por 10
minutos em solugdo I (anexo A.4.1) e em seguida lavado com agua destilada por duas

ou trés vezes



49

Finalmente, a desnaturagdo do gel foi realizada em solugdo II (anexo A.4.2)
por 30 minutos, e em seguida lavado com agua destilada. A seguir procedeu-se a

neutralizagdo do gel com solugdo III (anexo A.4.3) e a lavagem com agua destilada.

Apds este tratamento a transferéncia foi iniciada segundo as recomendagdes de
SAMBROOK e col.'”. O tempo de contato do gel com a membrana de nylon foi de
12 a 16 horas, numa solugdo de 20X SSC (anexo A.4.4). Depois deste periodo a
membrana foi seca e o DNA fixado sob luz ultravioleta usando o aparelho

STRATALINKER UV CROSSLINKER 1800, (Stratagene).
3.3.3. Preparaciio da sonda

Para a hibridizagio foi utilizada como sonda o plasmidio pKK3535 de 11,864
Kb albergando os segmentos 5s,16s e 23s do rRNA de E. coli'® marcado com
digoxigenina utilizando-se o “Kit GENIUS LABELING AND DETECTION” (Boehringer

Mannheim).
3.3.3.1.Extraciio e purificac¢iio do plasmidio

O plasmidio pKK 3535 foi extraido pela metodologia descrita para extragio de
plasmidios por BIRNBOIN E DOLY"® (1979), e purificada segundo a metodologia
descrita por MARTINS® ¢ col. (1992), utilizando o Kit GENE CLEAN II Kit BIO

101 Inc.:

® Apods uma eletroforese com um volume total de 200 pl do plasmidio, a banda
representante do segmento com peso de 11,864 Kb, foi observada, por exposi¢do
rapida do gel de agarose, corado com brometo de etidio, a luz ultravioleta do
transiluminador, e o fragmento foi cortado e colocado em um tubo plastico

previamente tarado. Este procedimento foi realizado no menor espago de tempo
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possivel, para evitar danos ao DNA plasmidial, por excessiva exposi¢do a luz

ultravioleta.

@ Apos a determinagdo do peso do gel, contendo o plasmidio, foi adicionada
uma solugdo estoque de Nal na proporgdo de 4,5 vezes o peso do gel que foi
homogeneizado e aquecido a 55°C por 5 minutos, ou tempo suficiente para dissolver o

gel, agitando-se de tempos em tempos.

® Uma suspensdo de “Glassmilk™ foi adicionada de acordo com a concentragio
de DNA plasmidial observado na comparagdo deste com o marcador A DNA Hind 111,
na foto do gel, sendo que até 5 pg de DNA utilizou-se 5 pl de “Glassmilk”. Essa
mistura foi entdo homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por 5 minutos,

movimentado o tubo levemente a cada minuto.

® O complexo “Glassmilk”/DNA foi centrifugado por 1 minuto, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado 3 vezes com 200 a 700 pl de

solugdo “New Ice” gelada, que foi entdo centrifugado por 1 minuto.

@ O plasmidio foi dissolvido com a adigdo de 10 pl de tampdo TE II (anexo
A.2.4) e incubado em Banho Maria com temperatura de 55°C por 3 minutos. Apos a
centrifugacdo o sobrenadante foi retirado, o precipitado foi, novamente, ressuspenso
com 5ul. de tampdo TE II e mais uma vez incubado em Banho Maria entre 45°C e
55°C por 3 minutos; depois da nova centrifuga¢do, o sobrenadante foi retirado e

juntado a porgao anterior.

® Para verificar a pureza e o tamanho do plasmidio, uma aliquota deste DNA

foi submetida a uma eletroforese.



51

3.3.3.2. Marcacio nio radioativa da sonda

O plasmidio inteiro purificado, foi marcado com digoxigenina pelo método ndo
radioativo a seguir descrito. Em um tubo de polipropileno “eppendorf”, foram
adicionados reagentes na seguinte ordem: uma aliquota correspondente a 10ng do
plasmidio purificado (desnaturado por aquecimento em banho fervente por 10 minutos
e resfriado no gelo); 2 pLL de mistura de hexanucleotideos; 2 pL de mistura de dNTP;

1 pl de enzima Klenow; e finalmete completou-se o volume para 20 pL.

A mistura foi incubada por 1 hora a 37°C e em seguida a reagdo foi paralizada
com a adigdo de 2 pL de EDTA 0,2 M, pH 8,0. O DNA foi precipitado com 2 pL de
LiCl 4 M e 60 pL de etanol gelado (-20°C), a mistura foi homogeneizada e incubada a
-70°C por 30 minutos. Apds essa incubagdo centrifugou-se a 8.000 rpm por 30
minutos em uma microce:ntrifuga. O etanol foi decantado e o precipitado lavado com
100 pl de etanol 70% gelado, novamente, centrifugado por 5 minutos e o alcool
~ removido. O precipitado foi entdo seco e ressuspenso em 50 pl de tampdao TE 1I

.- (anexo A.2.4) e armazenado até o momento do uso em temperatura de refrigera¢do

4°0).
3.3.4 Pré-hibridizaciio e Hibridiza¢iio

As membranas de nylon, contendo os fragmentos de restrigio do DNA
imobilizado, foram pré-tratadas com uma solug@o de pré-hibridiza¢do (anexo A.5.1) no
aparelho “Hybridise HB20 Techne”, por duas horas a 68°C. Apds uma hora, a solugdo
foi substituida por 10 mL de solugdo de hibridizagdo contendo a sonda marcada com a
digoxigenina, previamente desnaturada (fervida por 10 minutos e resfriada em gelo por

5 minutos). A membrana foi hibridizada a 68°C “overnight”.
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3.3.5. Lavagem das membranas e detec¢iio da hibridizacio

Apos a retirada da solugdo de hibridizagdo, as membranas foram removidas do
aparelho hibridizador e transferidas para uma cuba de vidro, com a face voltada para
cima, onde foram lavadas com 300mL de solugdo A (anexo A.5.2), por 5 minutos a

temperatura ambiente com agitagdo. Esse passo foi repetido duas vezes.

As membranas foram entdo lavadas duas vezes com 300 mL de solugio B

(anexo A.5.3) por 15 minutos a 68°C com agitagdo.

A seguir foram transferidas para uma cuba de vidro onde foram lavadas com
100mL de tampdo 1 (anexo A.5.4), durante 1 minuto e logo ap6s com 200 mL de

tampdo 2 (anexo A.5.5) por 30 minutos, a temperatura ambiente.

O conjugado antidigoxigenina foi preparado adicionando-se 8 uL de conjugado
40 ml de tamp3o 1. As membranas foram incubadas a temperatura ambiente por 30

minutos nessa solugdo e, lavadas com 100 mL de tampio 1 por 15 minutos.

As membranas foram equilibradas utilizado-se 80 mL de tampdo 3 (anexo

A.5.6) por 2 minutos.

Em seguida, as membranas foram transferidas para um saco plastico, onde foi
adicionada a solugdo de cor (anexo A.5.7). Os sacos plasticos foram entdo fechados,
as bolhas de ar removidas e esse ficou incubado, na auséncia de luz sem agitag@o, e a

temperatura ambiente.

A reagio de cor pode variar de minutos a horas, entdo para a interrupgao da
rea¢do foi utilizado o tampdo TE Il (anexo A.2.4) por 10 minutos. As membranas
foram entio secas ao ar, copiadas reprograficamente e mensuradas as bandas de

hibridizacéo.
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3.3.6. Medidas das bandas

As medidas foram tomadas considerando como inicio o pogo de inser¢do da
~ amostra ¢ como final a base de cada banda visivel. As medidas em milimetros foram
anotadas e entdo transferidas para o programa DNASTAR, para a conversao das
medidas de percurso em peso (Kilobases) em comparagdo com o percurso das bandas
- com peso conhecido do fago A DNA digerido com enzima Hind III que evidencia os

fragmentos de 23,1; 9,4: 6,6; 4,4; 2,3; 2,0;

b4 27>

0,5 Kb.
3.4. Extraciio de DNA plasmidial

Depois de crescidas em caldo Luria (anexo A.1.1) “overnigth”, 0,8 mL de
caldo de cultura das cepas bacterianas foram transportadas para um tubo tipo
“eppendorf’, centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado e adicionou;se 100 pl de solugdo 1 (anexo A.6.1). O precipitado

ressuspenso, foi incubado em banho de gelo por 30 minutos.

A cada tubo foi adicionado 200 pL de solugdo II (anexo A.6.2); os tubos foram
“agitados 6 a 8 vezes e incubados em banho de gelo por 5 minutos. Adicionou-se 150
| uL de solugdo III (anexo A.6.3), voltou-se a homogeneizar por inversdo 12 a 15
vezes, até ser observada a formagdo de um precipitado branco floculento, o qual foi
incubado em banho de gelo por uma hora e trinta minutos. Apos este periodo os foram
centrifugados a 4°C por 25 minutos a velocidade de 10.000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo de polipropileno tipo “eppendorf” (aproximadamente
400 pL); em seguida foi adicionado um ml de etanol P.A. gelado (-20°C) e por

inversdo homogeneizou-se os tubos, incubando-os por no minimo uma hora a -20°C.



Na sequiéncia do procedimento, os tubos foram centrifugados a velocidade de
10.000, rpm por 25 minutos a 4°C; os sobrenadantes foram descartados e os
’ éedimentos reésuspensos em 100 pL de solugdo IV (anexo A.6.4), agitado, e em
seguida adicionados de 250 i de etanol P.A. gelado (-20°C) o qual foi, novamente,

homogeneizado por inversdo dos tubos, e incubados por 18 horas a -20°C.

No dia seguinte, apds centrifugagdo por 20 minutos a 4°C e 10.000 rpm, os
sobrenadantes foram descartados e ao precipitado foi adicionado etanol 70% gelado
(-20°C); centrifugados, pelo mesmo tempo e temperatura e descartados os
sobrenadantes. Apdés a secagem do sedimento, em dessecador por uma hora, os
conteidos dos tubos foram dissolvidos em 15 pL. de tampdo TE 1I (anexo A.2.4) e
submetidos & eletroforese em gel de agarose 1% (intensidade de corrente de 45 v),
para detec¢do da presenga de bandas de plasmidios, as quais foram visualizadas por
coloragdo do gel de agarose com brometo de etidio e observados em fonte de luz
ultravioleta. Os géis foram entdo fotografados, em cdmara Polaroid 667, as bandas de
plasmidios observadas e as medidas foram convertidas em pares de bases através do
programa DNASTAR. Os perfis obtidos para cada cepa foram comparados, para
determinagdo de um padrdio comum, e analisados quanto a correlagdo com produgdo

de fatores de viruléncia.
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3.5. Anilise dos dados

3.5.1. Ribotipagem

As caracteristicas do polimorfismo na Ribotipagem foram analisados com o
auxilio de computador, utilizando o programa “RAPD103™', para analise por
agrupamento (“clusters”), pelo coeficiente de similaridade de DICE®, 1945, com o
qual foram construidos os dendrogramas.

3.5.2. Perfil plasmidial

A analise da correlagdo entre a presenca de plasmidios e a produgdo de fatores
de viruléncia foi realizada mediante a utiliza¢do do programa SPSS-PC, aplicando-se o

teste “t” de Student para comparagdo de médias.

! Programa para analisc do perfil gerado pelo processo de ribotipagem fornecido via Internct da
seguinte fonte: http:/life.anu.edu.auw/molecular/software/rapd.html



4. Resultados e Discussio
4.1. Ribotipagem
4.1.1- Extraciio do DNA gendémico:

Das 60 cepas de Aeromonas utilizadas para o presente estudo, 54 (90%)
apresentaram respostas a extragido do DNA gendmico pelo metodo aplicado

"(MURRAY & THOMPSON'® 1980 modificado por RIVERA'" e col. 1995).

A utilizag@o da metodologia empregando cloroformio-alcool isoamilico para a
extragdo de DNA gendmico de bactérias do género Aeromonas no presente trabaiho,
foi escolhida por ser um método que havia sido aplicado anteriormente para bacténas
do género Vibrio''®. Esse apresentou um bom rendimento em concentragdo de DNA,
para esse grupo de bactérias, além de ser menos agressiva que o método utilizando
fenol-cloroformio para a extragio, o qual a;iresenta superior toxicidade, além de ser de

dificil descarte.

Os resultados satisfatorios obtidos neste estudo, para a extragdo do DNA
genomico de cepas de Aeromonas, em relagdo a utilizagio de cloroférmio-alcool
isoamilico, pode ser resultante da utilizagdo de meio solido (Agar Luria) para a
produgdo de massa bacteriana inicial. Outros protocolos utilizam meios liquidos para
crescimento da cepa bacteriana a ser submetida ao processo de extragdo, porém, a
utilizagdo do meio alternativo provavelmente tenha diminuido a possibilidade de
atuagdo da enzima DNAse, que geralmente € produzida por espécies de Aeromonas

23,112

empregadas neste estudo , favorecendo assim a obtengdio de uma maior

concentragdo de DNA gendmico.
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Das 54 cepas que tiveram seus DNAs gendmicos extraidos por esse método,
foi observado que o rendimento e qualidade do DNA foram satisfatorios para o
desenvolvimento do trabalho proposto. A concentragdo de DNA variou de 0,2 a 3,0

ug/ul como pode ser observado nos Quadros 2-S.
4.1.2. Digestdo com enzima de restri¢io

Com base na analise da literatura levantada, foi observado que as enzimas de
restri¢do que sdo utilizadas com maior freqiiéncia, para digestdo do DNA gendmico de
cepas de Aeromonas, sio Sma 1 e Pst 1. Desta forma, foi realizado um pré-teste com
essas enzimas e as cepas de Aerononas, empregadas neste estudo, onde foi observado

que, somente, a enzima Ps? I promoveu a digestdo dos DNAs das cepas.

No processo de digestdo com enzimas de restri¢do, o qual é um passo basico
para o estudo de ribotipagem, foi observado que a digestio com a enzima PsiI foi
satisfatoria para a digestdo em 98,4% das cepas de Aeromonas empregadas neste

~ estudo.

Diversos autores que trabalharam com enzimas de restrigdo, para digestdo de
DNA genomico de cepas de Aeromonas, observaram perfis com resultados
semelhantes com o uso de diferentes enzimas de restrigio™*”>, embora KUIJPER™* e
col., 1989a tenham revelado que 15% do DNA das cepas de Aeromonas estudadas por

eles ndo responderam a digestdo com a enzima de restrigdo Pst L.

A enzima de restrigdo Sma I indicada por outros autores para a digestdo de
DNA gendmico de cepas de Aeromonas, ndo apresentou resultados satisfatorios na

digestdo do DNA das cepas testadas no presente trabalho e, portanto, foi substituida
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Quadro 2. Distribuicdo das cepas de Aeromonas hydrophila, segundo o ponto de
isolamento no reservatério de Guarapiranga, a concentragdo de DNA
obtida e os resultados de hemolise em agar sangue e acumulo de fluido em
alca ligada, S@o Paulo, 1996.

ncro | ifPonto. de ! [ iConcéntracdo i, | i IHeméhse il iAlea) ngadz‘ai
di‘cepa. | iISolamento. | [1g/ML DNAJ | égar sangue) " "”‘:(ml-/cm)'
11 12 B
111 0,7 B 0,35
i 2.4 B 0,46
11 0,2 B 0,25
il 1,2 B -
IVF 1,2 B 0,29
I 0,2 8 0,10
IIF 0,7 8 0,40
I F 3,0 B -
IVF 0,2 B 0,46
i 0,5 ) -
11 0,6 o 0,20
IVF - B 0,61
111 0,5 B -
1l 1,2 8 -
- 1,2 B -

Quadro 3. Distribuigdo das cepas de Aeromonas caviae, segundo o ponto de
isolamento no reservatorio de Guarapiranga, a concentragio de DNA
obtida e os resultados de hemdlise em agar sangue e acumulo de fluido em
al¢a ligada, Sdo Paulo, 1996.

imero | itPonto d¢ | '%r};(':g‘ncemtagao +1i: Hemolis :
‘cepa’ nllsolamemo '[pg/pL‘DNA]
I 1.2
) 1.2
1I 1.2
| 0.2 o
11 0.2 B
I 0.5 B
v 0.5 o
v 0.2 - -
IF 0.2 B 0.43
\"/ 0.2 - 0.40
II 0.2 o 0.30
IVF 0.2 B 027
IV 12 B -
IV 0.2 o 0.12
1II 1.8 o 0.50




Quadro 4. Distribuigio das cepas de Aeromonas sobria, segundo o ponto de
isolamento no reservatoério de Guarapiranga, a concentragio de DNA
obtida e os resultados de hemolise em agar sangue e acumulo de fluido em
alga ligada, Sdo Paulo, 1996.

TPorto de [ Conceptragao [T HemGlise T iAlsa Ligads
| Isolamento | . [pg/ul DNA] |1 (mL/em) o
I\Y 0.7 0.92
v 0.4 0.1
v 0.6 0.20
111 0.6 -
v 1.8 0.13
IVF 0.7 0.16
111 0.5 0.12
1 22 0.24
A" 12 -
11 0.2 -
111 0.2 1.14
VE 0.6 0.29
v 1.2 0.15
VF - 0.40
Il - 0.42

Quadro 5. Distribui¢do das cepas de Aeromonas jandaei, segundo o ponto de
isolamento no reservatério de Guarapiranga, a concentragio de DNA
obtida e os resultados de hemolise em agar sangue e acamulo de fluido
em alca ligada, Sao Paulo, 1996.

i EspcciciiiNameto | Pontoidel 'Hemoli
' i1}, da'cepas|iIsolamento, :

204 i} - B 0.33
491 11 0.2 B 1.07
1034 VF 0.5 B 0.16
882 I3 0.2 B 0.53
981 v 12 B 0.23
554 i 12 B 0.70
638 1 0.2 B 1.05
396 I 1.2 B 1.05
186 111 0.2 B8 0.37
1136 \" 0.2 B 0.26
508 IV 12 8 -

225 11 0.5 B 0.3
1341 v 0.6 8 0.27
117 111 0.6 B 0.53
746 111 - B 0.96




60

pela enzima Pst 1. Segundo a literatura essa Ultima enzima de restrigdo, Pst I, gera
~perfis e numeros de grupamentos, em estudos de ribotipagem, semelhantes aos
broduzidos pela enzima Sma I,quando aplicada para esses microrganismos**’, tendo
sido eficaz na digestdo dos mesmos DNAs testados com a enzima de restrigio Sma I,
sbb as condigBes estabelecidas pelo fabricante para cada enzima. A Figura 2 apresenta
DNAs de cepas de Aeromonas testadas quanto a digestdo com enzima de restri¢do
Sma 1, o‘nde pode ser observada a auséncia de bandas de restri¢do, apds eletroforese

em gel de agarose.

Os perfis resultantes da digestdo dos DNAs, com esta enzima de restrigdo, Pst
I, apresentaram-se com um nimero muito elevado de bandas de restri¢do, distribuidas
por toda a 4rea do gel de agarose e muito proximas umas das outras, dificultando a
anélise desta metodologia para as cepas estudadas. A dificuldade de analise do perfil
gerado por enzimas de restrigdo € um fato ja observado, anteriormente, por outros

autores, que utilizaram esse método como base para outros estudos®.

Embora o padrio resultante desse processo ndo tenha sido de valia na analise
de diferengas entre as cepas, o resultado da digestdo apresentou os requisitos
necessarios para sua aplicagdo, como base para estudos de ribotipagem, ou seja, um

niimero grande de bandas distribuidas por toda a extensdo do gel de agarose'.

As FIGURAS 3 (a e b), apresentam DNAs de Aeromonas submetidos a
digestdo com a enzima Pst I, onde pode ser observada a presenga e a distribuigdo das

bandas de restri¢do por toda a superficie do gel de agarose.
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FIGURA 2. DNA genomico de cepas de Aeromonas submetidas a digestdo com a
enzima de restrigio Sma 1. Linha 1- Marker II, linha 2- Plasmidio pKK3535 E. coli,
linha 3-5 - A. hydrophila, linha 6-7 A. sobria, linha 8- A. jandaei, linha 9- A. caviae
e linhas 10-14 A. jandaei '
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FIGURA 3. Perfil de digestio do DNA gendmico com enzima de restri¢do Pst I, de
fiferentes espécies de Aeromonas, 1996.
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4.1.3. Hibridizacio

Ap6s a transferéncia dos fragmentos do DNA para a membrana de nylon, pelo
método de SOUTHERN', e a hibridizagio dos fragmentos com o plasmidio
albergando os fragmentos 5, 16 € 23S do rRNA de E. coli, marcado, foi observada
uma diminui¢do do nimero de bandas a serem analisadas, resultando em um nimero de

bandas que variou entre 4 e 16 para cada amostra de DNA.

As Figuras 4 (a e b) apresentam os perfis obtidos apos a hibridizagdo dos
DNAs digeridos das diferentes cepas de Aeromonas. Este novo perfil, permitiu que
fossem determinadas com clareza, as distdncias de percurso de cada banda e, ainda, o
numero exato das mesmas na membrana de nylon, contendo no final, as bandas geradas

pelo processo de hibridizagdo com a sonda genética.

De forma semelhante, KUIJPER"® e col. em 1989b, trabalhando com cepas de
Aeromonas de origem clinica, observaram uma redugdo no nimero de bandas a ser
analisadas, apos o processo de hibridizagdo da membrana, contendo as bandas de
restricdo, com sonda genética albergando os fragmentos 16S e 23S do rRNA de

E.coli, o qual passou a apresentar de 8 a 13 bandas para cada perfil.

No total, o processo de hibridizagao gerou 130 bandas com pesos moleculares
distintos que variaram entre 1,3 e 28,6 Kb. Resultado semelhante a esse foi observado
por HANNINEM® e col., (1995a), em trabalho realizado com cepas de Aeromonas,
provenientes de amostras clinicas, onde obtiveram bandas com peso variando entre 0,8
e 23 Kb, apos a hibridizagdo com sonda genética albergando os mesmos fragmentos

utilizados no trabalho em tela.
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FIGURA 4. Perfil de digestdo com enzima de restrigdo Pst I, de diferentes espécies de
Aeromonas, e hibridizagdo das bandas de restrigdo com sonda genética albergando os
fragmentos 5SS, 16S e 23S do rRNA de £. coli.
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Em um segundo trabalho, no mesmo ano, HANNINEM™ e col. (1995b), estudando
- cepas de Aeromonas salmonicida, responsaveis por doenga em peixes observaram
perfis contendo bandas que variaram entre 0,8 e 23 Kb, utilizando a mesma sonda

genética.

Da analise da presenga de bandas, com diferentes pesos moleculares em cada
perfil, foi observado que as bandas com peso inferior a 4,0 Kb foram menos freqiientes

que as bandas com peso superior a esse.

De forma geral, os trabalhos aplicando a técnica de ribotipagem para espécies
de Aeromonas, utilizam de 2 a 5 pg de DNAA para a digestdio com enzimas de
restrigio™ ", Este artefato proporciona um perfil contendo maiores concentragdes de
cada banda de restri¢do, permitindo assim, a visualizagdo de fragmentos que estariam
em menores concentragdes, entretanto, pode haver uma sobreposi¢do das bandas

quando as concentragdes forem maiores.

No presente estudo verificou-se que o fragmento de 0,8 Kb, comumente
encontrado nos perfis obtidos através de técnicas de mbotipagem de cepas de
Aeromonas, ndo estava presente. Esse fato pode ser resultado da menor concentragio
de DNA utilizado para digestio com enzima de restricdo, que seria utilizado

posteriormente empregado para a hibridizagdo com a sonda genética nesse estudo

(1pg).

Outros fragmentos, normalmente presentes na regido de peso variando entre
0,8 e 4,0 Kb, poderiam estar em concentragio abaixo da detectavel pela sonda genética

e portanto, ndo visualizados apds a reagdo de detec¢do. Segundo observagdes feitas
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por HANNINEM & SIITONEN® em 1995, fragmentos de pequeno tamanho nem
sempre sdo visiveis apos a hibridizagdo com sonda genética, a menos que seja utilizado

no minimo 5 pug de DNA para digest@o.

De forma semelhante a empregada no presente trabatho, ALTWEGG® e col.
(1988), utilizaram 0,5 a 2ug de DNA genomico, para digestdo com enzima de restrigdo
quando trabalharam com espécies de Aeromonas, porém, os autores ndo relatam a

faixa de peso molecular das bandas observadas nos perfis obtidos.

Diferente resultado foi obtido por HANNINEM™ e col., 1995b, com cepas de
Aeromonas isoladas de amostras clinicas, em concentragdes de DNA variando entre 2

e 5ug para digestdo, onde os autores obtiveram fragmentos de baixo peso molecular.
4.1.4. Anslise dos perfis de ribotipagem

Os perfis gerados pela analise da ribotipagem das diferentes espécies de
Aeromonas, isoladas da Represa de Guarapiranga, Sdo Paulo, apos hibridizagdo com a
sonda genética, albergando os fragmentos 5S, 16S e 23S do rRNA de E. coli,
determinou as matrizes de similaridade, as quais foram baseadas na comparagdo das
bandas compartilhadas por pares de cepas empregadas neste estudo, utilizando o
coeficiente de similaridade de DICE®, 1945. As distancias estimadas entre as cepas,
foram utilizadas para a construgdo de dendrogramas que estdo apresentados nas

Figuras S-8.

Em resumo foram utilizadas para o estudo de ribotipagem, 13 cepas de

Aeromonas hydrophila, 14 cepas de Aeromonas caviae, 13 cepas de Aeromonas
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FIGURA 5. Representagdo grafica, da matriz de similaridade gerada pelo coeficiente
de similaridade de DICE, das cepas de Aeromonas hydrophila, isoladas da Represa de
Guarapiranga, Sdo Paulo e empregadas para o estudo de ribotipagem,1996.
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FIGURA 6. Representagdo grafica, da matriz de similaridade gerada pelo coeficiente
de similaridade de DICE, das cepas de Aeromonas caviae, isoladas da Represa de
Guarapiranga, Sdo Paulo e empregadas para o estudo de ribotipagem, 1996.
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FIGURA 7. Representagdo grafica, da matriz de similaridade gerada pelo coeficiente
de similaridade de DICE, das cepas de Aeromonas sobria, isoladas da Represa de
Guarapiranga, Sdo Paulo e empregadas para o estudo de ribotipagem, 1996.
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FIGURA 8. Representagdo grafica, da matriz de similaridade gerada pelo coeficiente
de similaridade de DICE, das cepas de Aeromonas jandaei, isoladas da Represa de
Guarapiranga, Sdo Paulo e empregadas para o estudo de ribotipagem, 1996.
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sobria, 13 cepas de Aeromonas jandaei, e ainda uma cepa de Aeromonas hydrophila

padriao ATCC 7966.

As espécies A. hydrophila e A. caviae foram divididas em 3 agrupamentos
diferentes e as espécies A. sobria e A. jandaei em 2 agrupamentos. Cada cepa estudada
apresentou um perfil distinto de ribotipagem, independente da espécie analisada. Esses
resultados concordam  com aqueles obtidos por ALTWEGG' e col., 1988;

HANNINEN* ¢ col., 1995a,b em trabalhos empregando cepas de Aeromonas.

Para o desenvolvimento do trabalho em pauta, as diferentes espécies de
Aeromonas foram separadas e os perfis analisados, individualmente, de forma que os

resultados serdo apresentados em separado para facilitar a interpretagdo dos mesmos.

A metodologia empregada foi altamente discriminatéria, sendo capaz de
diferenciar cepas isoladas de um mesmo ponto de amostragem da Represa de
Guarapiranga, em alguns casos, discriminando aquelas que apresentaram um
comportamento diferente frente a caracteristicas fenotipicas variaveis proprias da

espécie.
4.1.4.1. A. hydrophila

Para o estudo, 14 cepas de Aeromonas hydrophila foram submetidas ao
processo de ribotipagem, incluindo a cepa padrdao ATCC 7966, onde foi observado

que cada uma apresentou um perfil distinto.

Essa espécie de Aeromonas foi agrupada em 3 agrupamentos diferentes denominados
A, B e C, nos quais foi possivel observar uma tendéncia para o agrupamento de cepas

com a mesma origem, isto é, provenientes de um mesmo ponto de amostragem da
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Represa de Guarapiranga. O Quadro 6 apresenta os respectivos pontos de
~isolamento, o comportamento frente a diferentes caracteristicas fenotipicas e o

conjunto de bandas constituintes de cada perfil.

No agrupamento A dessa espécie, ficaram agrupadas 6 cepas, sendo 3 cepas
originérias de amostra de sedimento das quais duas foram coletadas no ponto IV, e
uma no ponto I, e ainda duas cepas originarias de amostras de superficie do ponto de
coleta II e uma cepa do ponto de coleta I .No agrupamento B ficaram agrupadas 4
cepas, 2 originarias do ponto III de isolamento, e que apresentavarh prova de salicina
positiva; uma cepa originaria do ponto II, proveniente de amostra de sedimento; e

ainda, a cepa padrdo para essa espécie ATCC 7966.

No agrupamento C foram agrupadas 4 cepas, 3 provenientes do ponto II € uma

| cepa do ponto III.

Com a analise dos perfis obtidos dentro de cada agrupamento encontrado, foi
possivel observar a presenga de bandas com pesos moleculares iguais, ou ainda muito
proximos (com diferenga até 0,2 Kb), entre as cepas agrupadas em um mesmo
grupamento e que eram originarias de um mesmo ponto de amostragem. Este fato
pode ser observado no Quadro 6 onde, se verifica que as cepas 1028, 1206 e 1728,
alocadas no agrupamento A e provenientes de amostras de sedimento, apresentaram
“uma banda em comum com peso molecular muito préximo, sendo 6,1 Kb para a

primeira, 6,3 Kb para a segunda e 6,2 Kb para a terceira.



Quadro 6 . Resultado do comportamento frente a diferentes caracteristicas fenotipicas, e bandas constituintes do perfil de

ribotipagem apresentados por cepas de Aeromonas hydrophila de cada agrupamento observado, isoladas do

Reservatorio de Guarapiranga, Sao Paulo,1996.

Agrupamento| Cepa [ Ponto | SAL [ MSE | VM | TTC Bandas (Kb)

1028 | IVF - + - + |13.1 12.1 7.5 6.7 6.1 50 4.7 44
1206 | IVF - + - + (123 11.2 82 75 6.3 5.7

A 1728 | IIIF - + - + |[10.6 9.5 8.2 8.0 6.2 5.7
1450 I - + - - 113991 80 76 6.1 504539302823
260 I - - + + |125 85 7.6 6.1 55 4.0 3.8 3.5
324 I + + - + (83 7056 5046 4.4
1085 III + + + (129 95 82 7060 5147 43 413524191613
749 | WX + + - - 17058 48 43 403835272420

B 1171 | IOF - + - + |88 827066494843 412119181615 1413
atcc | 7966 | - + + + |78 6760 544945433927211917 14
920 I - - + + (17.4 12,1 9.8 8.1 7.2 438
1060 I - + - + 191 79 63 52 48 4540 34 18

C 338 1| - + - + 194 68 48 45
1466 | TI - + - + |17.6 11.9 10.1 9.0 8.1 6.4 4.8

SAL- prova de acidificagdo da Salicina, MSE- prova de acidificagio da Manose; VM -Reagdo de Vermelho de Metila; TTC-Prova de utilizagdo
do Cloreto de trifenil tetrazolium, F amostras de sedimento.

1L



72

Foi observado que, embora determinados pela presenga de bandas comuns em
seus perfis de ribotipagem, os gmpaméntos dessas cepas de Aeromonas hydrophila
puderam diétinguir diferengas para as cepas do ponto de amostragem III. Uma dessas,
a cepa 1466 alocada no agrupamento C, apresentou comportamento diferente frente a
prova de salicina, e foi separada das outras duas (1085 e 749) que apresentaram

resultado positivo para esta prova fenotipica.

Do mesmo modo, as cepas provenientes do ponto de amostragem Il e alocadas
nesse mesmo agrupamento, apresentaram em comum duas bandas de peso molecular
igual a 6,1 e 7,6 Kb. Nesse grupo apenas a cepa 1450 apresentou uma caracteristica,
fortemente, discriminatéria das outras provenientes desse ponto de amostragem e
alocadas em outro agrupamento; a prova de TTC (Cloreto de trifeniltetrazolium) que
foi negativa o qual permitiu separar essa cepa das outras com prova positiva e alocadas
no agrupamento C. A cepa 260, que embora tenha apresentado um comportamento
frente as caracteristicas fenotipicas, semelhante as apresentadas pela cepa 920 e
alocada no agrupamento C, tinha em seu perfil de nibotipagem a banda de 7,6 Kb, a
qual ndo estava presente na cepas alocadas no agrupamento C e, também, ndo possuia
a banda de peso molecular 4,8 Kb, presente em todas as cepas alocadas no

agrupamento C.

A cepa 1171, proveniente de amostra de sedimento do ponto IT da Represa de
Guarapiranga, e alocada no agrupamento B, embora tenha apresentado
comportamento frente as caracteristicas fenotipicas semelhantes aquelas apresentadas
pelas outras cepas provenientes de amostras de sedimento, foi separada do

agrupamento A, onde estavam alocadas estas ultimas.
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4,1.4.2 Aeromonas caviae

A analise de 14 cepas pertencentes aA essa espécie, pelo sistema de similaridade,
originou 3 agrupamentos que foram denominados A, B e C. O Quadro 7 apresenta as
cepas de A. caviae empregadas para este estudo com os respectivos pontos de
isolamento, o comportamento frente a diferentes caracteristicas fenotipicas e o

conjunto de bandas que constituiram cada perfil.

No agrupamento A foram dispostas 4 cepas, duas cepas provenientes do ponto

de amostragem IV, uma cepa do ponto de amostragem I, e uma cepa do ponto II.

No agrupamento B, 6 cepas estavam presentes, 4 originarias do ponto de
amostragem II, sendo uma delas de amostra de sedimento, 1 do ponto V e outra de

sedimento do ponto 1L

No agrupamento C, 3 cepas eram provenientes do ponto IV, duas das quais
eram provenientes de amostras de superficie e a outra proveniente de amostra de

sedimento. A 1ltima cepa pertencente a este grupo foi obtida no ponto IIL.

Da analise dos perfis obtidos, dentro de cada agrupamento para esta espécie de
Aeromonas, foi observado que: as cepas que, originalmente, haviam sido isoladas de
um mesmo ponto de coleta da Represa de Guarapiranga, apresentavam bandas com

pesos moleculares iguais.

Tomando-se como forma de separagio o comportamento frente a
caracteristicas fenotipicas, pode-se observar que duas cepas provenientes do ponto de

isolamento II, cepas 932 e 271, as quais ficaram alocadas em agrupamentos diferentes



Quadro 7. Resultado do comportamento frente a difrentes caracteristicas fenotipicas, e bandas constituintes do perfil de

ribotipagem apresentados por cepas de Aeromonas caviae de cada agrupamento observado, isoladas do

Reservatorio de Guarapiranga, Sdo Paulo, 1996.

Agrupamento| Cepa | Ponto | SAL [MSE| VM | TTC Bandas (Kb)
1106 IV + + + + 1104 86 7.8 6.4 58 54 49 4.6
1107 IV + + + + (183 85 7.0 6.1 50 4644 2524212019 17
A 1659 1 + + + + 113.1 11.1 83 7.0 64 60 50 46 24 1.8 1.7
932 I - - - + (62 58 4038 24 21 22
1592 II - + + + (99 82 7.6 64 5.7 53 48 3.8
1272 II + + - + (98 83 6.8 6.4 56 53 40 3528 23 21
B 1438 | 1II - + - + (13.9 10.7 8.7 7.7 6.8 6.0 5.3 5.0
1061 II - + - + |68 53 46 3.9 373220
1731 | IIF - + - + (16.1 12.0 9.7 8.8 7.8 6.8 6.1
878 \4 - + - + [17.6 11.7 8.8 8.0 7.5 4.8
313 v - - + + (7.2 6.7 6.1 56 44 4.1
C 452 | 1V + - + + (130 11.8 10.1 7.8 7.1 6.1 5.7 5.0 46 4.1 2.8 23 2.1
1197 | IVF - + - + |71 64 59 56 5.2 50 4.1
271 I - - + + [22.1 13.0 10.7 92 6.9 6.4 50 4.8 45 33 28 2.4 2.0

SAL- prova de acidificagfo da Salicina; MSE- prova de acidificagio da Manose; VM -Reagdo de Vermelho de Metila; TTC-Prova de

utilizagio do Cloreto de trifenil tetrazolium, F- amostras desedimento.

tL
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da maioria das cepas isoladas do ponto I, apresentaram-se diferente daquelas, a prova de
manose negativa sendo que a cepa alocada no agrupamento A (932), apresentou prova de
vermelho de metila negativa, e a outra cepa (271), alocada no agrupamento C apresentou-
se positiva a esta prova, além do mais estas duas ndo apresentaram a banda de 5.3 Kb

comum no perfil das cepas alocadas no agrupamento B.

Das cepas que foram isoladas do ponto de amostragem IV, 5 no total, e alocadas no
agrupamento A apresentaram como caracteristicas bioquimicas: positividade para as provas
de salicina, manose, vermelho de metila e TTC. As cepas alocadas no agrupamento C
revelaram no minimo, uma destas provas com resultado negativo. Uma cepa proveniente do
ponto de amostragem I da Represa de Guarapiranga, e que foi alocada no agrupamento A,
apresentou, também, positividade para as mesmas provas fenotipicas apresentadas por
aquelas cepas provenientes do ponto de amostragem IV, alocadas neste mesmo

agrupamento como se pode observar no Quadro 7.
4.1.4.3. Aeromonas sobria

As 13 cepas pertencentes a essa espécie de Aeromonas, empregadas para o estudo
de ribotipagem, foram divididas em dois agrupamentos A e B.O Quadro 8 apresenta as
cepas de Aeromonas sobria estudadas, com os respectivos pontos de isolamento, o
comportamento frente a diferentes caracteristicas fenotipicas e o conjunto de bandas que

constituiu o perfil de cada cepa.

No agrupamento A foram agrupadas 6 cepas, sendo que 5 delas eram originarias do

ponto IV de isolamento da Represa de Guarapiranga e uma proveniente do ponto IIL
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No agrupamento B ficaram 3 cepas provenientes do ponto 111, duas cepas do ponto
V, uma delas de amostra de sedimento, e uma cepa do ponto IV também proveniente de

amostra de sedimento.

Do estudo das bandas que compdem os perfis de ribotipagem para esta especie de
Aeromonas, foi observado, de maneira geral, que as cepas provenientes de cada ponto de
amostragem, dentro de um mesmo agrupamento, apresentaram bandas com igual peso
molecular. Desta forma, as cepas alocadas no agrupamento A, e que eram provenientes do
ponto de amostragem IV da Represa de Guarapiranga (5 cepas no total), apresentaram uma

banda com peso molecular de 2,1 Kb.

Das cepas de Aeromonas sobria alocadas no agrupamento B e que eram originarias
do ponto de amostragem III (3 cepas no total) apresentaram uma das banda com peso
molecular proximos, sendo que duas delas, as cepas 564 e 846, possuiam a banda com peso
molecular de 7,2 Kb e a cepa 108 com a banda de peso molecular igual a 7,3 Kb. Para as
cepas provenientes do ponto de isolamento V, alocadas nesse grupo, observou-se a
presenca da banda de peso molecular 7,5 Kb para a cepa 990, e a de peso molecular 7,4 Kb

para a cepa 1129.

Uma cepa proveniente de uma amostra de sedimento do ponto IV de isolamento, foi
alocada no agrupamento em que estava a outra cepa proveniente de amostra de sedimento.
Enquanto uma cepa proveniente do ponto de amostragem I, a qual apresentou uma banda
de peso molecular de 7,4 Kb foi alocada, juntamente, com aquelas que possuiam esta banda

em seu perfil de ribotipagem.



Quadro 8. Resultado do comportamento frente a difrentes caracteristicas fenotipicas, e bandas constituintes do perfil de

ribotipagem apresentados por cepas de Aeromonas sobria de cada agrupamento observado, isoladas do Reservatorio

de Guarapiranga, Sao Paulo, 1996.

Agrupamento | Cepa | Ponto [SAL| MSE | VM [TTC| ARA Bandas (Kb)

1490 | IV - + + + + |13.0 8.2 6.0 2.1
439 v - + - + - |836455519942372624212019

A 303 v - - - + + (82 66 57 514138292423 2120
382 v - - + + - 198 877067 6359372926 23 2.1
669 v - - + - - |11.18170666459534742343229282423212.0
232 III - + - - + 19992 796251484541 3326242320
564 m - - - + - |93 88 83 72 68 63 514732252423201.9
108 I - -+ - + - |11.1 7.7 73 5.6
846 m - + - + - (908376725551

B 990 Y - + - + - (104 75 6.1 56 5247 443926 212018 1.7
1129| VF - + - + - |147 11.6 9.1 74 6.8
1027 | IVF - + - + - (223 19.5 156 11.9 96 9.1 83 7.8 6.7 5525242019
692 I - - - + - 1146 106 83 74 5.0 4.6

SAL- prova de acidificagdo da Salicina; MSE- prova de acidificagdo da Manose; VM - reagio de Vermelho de Metila; TTC-Prova de utilizagdo
do Cloreto de trifenil tetrazolium, F- amostras de sedimento.

LL
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Com relagio ao comportamento frente as caracteristicas fenotipicas,
apresentadas pelas cepas dessa espécie, alocadas em diferentes agrupamentos, pode-se
~ verificar que a cepa nimero 232, proveniente do ponto de isolamento III da Represa
de Guarapiranga, e que foi alocada no agrupamento A, diferente das outras
representantes desse ponto de isolamento, apresentou comportamento frente a prova
de arabinose distinta das demais cepas do mesmo ponto, como pode-se observar no

| Quadro 8.

4.1.4.4. Aeromonas jandaei

Essa espécie de Aeromonas, 13 cepas no total, foi agrupada em dois agrupamentos A e
B. O Quadro 9, apresenta as cepas estudadas com os respectivos pontos de
amostragem, o comportamento frente a diferentes caracteristicas fenotipicas e o

conjunto de bandas constituintes de cada perfil de ribotipagem.

Para essa espécie de Aeromonas foi possivel observar uma tendéncia de
agrupamento de cepas, provenientes de um mesmo ponto de amostragem, assim como

observado para as outras espécies de Aeromonas empregadas para este estudo.

No agrupamento A ficaram alocadas 7 cepas, duas provenientes do ponto de
amostragem IV da Represa de Guarapiranga, outras duas provenientes do ponto III,

duas do ponto V e uma do ponto II.

No agrupamento B, trés cepas do ponto de isolamento III estavam presentes
sendo que uma delas era originaria de amostra de sedimento, uma cepa de amostra de
sedimento do ponto V, uma cepa proveniente do ponto II e ainda uma cepa do ponto

L
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A presenga de bandas comuns em cepas provenientes de um mesmo ponto de
amostragem, dentro de um mesmo agrupamento, também, pode ser observado para
este grupo de microrganismos como se pode ver no Quadro 9. Desta forma, as cepas
do agrupamento A, provenientes do ponto IV, apresentaram uma banda com peso
molecular muito proximo umas das outras, 6,5 para a cepa 1341 e 6,3 para a cepa 508.
As cepas 117 e 186 originarias do ponto III, apresentaram as bandas 9,4 Kbe 7,1 Kb e

ainda 9,3 Kb e 7,0 Kb respectivamente.

Dentro do agrupamento A, ainda, foi possivel observar que as duas cepas
provenientes do ponto V apresentaram a banda de peso molecular igual a 4,2 Kb, e
que, uma cepa do ponto II, separada da outra cepa isolada do mesmo ponto e alocada
no outro agrupamento, também, apresentou essa mesma banda em seu perfil de

ribotipagem.

Dentro do agrupamento B, das cepas de 4. jandaei, foi observado que as 3
cepas provenientes do ponto de amostragem I, alocadas nesse grupo, incluindo uma
de amostra de sedimento, apresentaram uma banda comum com peso molecular de 8,7
Kb. A cepa do ponto V proveniente de amostra de sedimento, alocada neste grupo,
além de apresentar a banda de 8,7 Kb, também, apresentou outras duas bandas em
comum com as cepas provenientes de amostra de sedimento do ponto I, as bandés

de 5,0 e 3,0 Kb.

No que se refere ao comportamento frente a diferentes caracteristicas
fenotipicas para estes microrganismos, ndo foi possivel observar uma relagdo ou
justificativa destas caracteristicas com os diferentes agrupamentos obtidos, uma vez

que as cepas de 4. jandaei, comportamento semelhante para as provas empregadas.



Quadro 9. Resultado do comportamento frente a diferentes caracteristicas fenotipicas, e bandas constituintes do perfil de

ribotipagem apresentados por cepas de Aeromonas jandaei de cada agrupamento observado, isoladas do Reservatdrio

de Guarapiranga, Sao Paulo, 1996.

Agrupamento| Cepa |Ponto|SAL | MSE | VM | TTC Bandas (Kb)

1341 | IV - + - + [17.6 141 87 7.1 6.5 4.5
508 | IV - + - + |[10.1 7.6 6.8 63 6.0 5.1 3.5
117 | I | - + - + |13.9 94 71 68 5.7

A 186 | 1IN | - - - + |[11.9 10.7 9.3 8.6 7.0 5.3
1136 | 'V - + - + |11.88.66.86.259534745423.728262218171.6
981 \Y - + - + |109 8.8 6.5 42
225 i} - + - + [171512104896.66.25949434.23.93.52.92724
638 | I | - + + + |11 8.7 6.7 63 56 46 42 4.0 3.7
491 | III - + - + [17.7 15.1 11.2 9.8 87 7.0 54 4.5 2.4

B 882 | HIF | - + - + |11.2 87 6.7 6.4 58 5.0 4.5 4.0 3.0
1034 | VF | - + - + |16.1 122 87 7.0 6.4 53 5.0 4.5 3.0
ss4 | m | - | + | - | + (1611259071 64 5.6
306 | 1T | - | + | + ] + [1391098754 47 4.1

SAL- prova de acidificagfio da Salicina; MSE- prova de acidificagio da Manose; VM -Regfio de Vermelho de Metila;
TTC-Prova de utilizagdo do Cloreto de trifenil tetrazolium, F- amostras de sedimento.

08
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Este resultado pode ser devido a utilizagdo de um niimero minimo de provas
bioquimicas para a identificagio de bactérias do género Aeromonas, e que poderiam
apresentar diferentes caracteristicas se fossem empregadas provas menos usuais para

comparagao.

Estudos realizados por ALTWEGG’ e col., (1990), revelaram que a classificagio
~ utilizada para denominar microrganismos do género Aeromonas.> ndo foi compativel com
a diferenciagdo dos grupos genotipicos gerados por estudos de hibridizagdo DNA/DNA,
porém, observaram que com a utilizagdo de uma bateria maior de provas bioquimicas,
contendo rea¢des menos usuais, foi possivel observar uma relagdo entre as caracteristicas

fenotipicas e genotipicas apresentadas por cepas de Aeromonas.

HANNINEM® e col. 1995, observaram que 20% das cepas de Aerontonas
isoladas de agua e que apresentavam caracteristicas fenotipicas atipicas, permanecem
sem nome devido a essas caracteristicas ou por serem grupos novos. Esses autores
salientam que embora a ribotipagem seja Util na caracterizagdo de espécies pouco

comuns como A. jandaei, este método ndo funciona para cepas pouco caracterizadas.
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4.2. Perfil Plasmidial.

Das 60 cepas de Aeromonas estudadas, foi observado que 15 (25,0%),
apresentaram pelo menos um plasmidio os quais apresentaram tamanho variando entre

0,9 e 88,6 Kb (Tabelas 1 e 2).

Na analise da presenga de plasmidios nas diferentes espécies de Aeromonas, 15
A. hydrophila, 15 A. caviae, 15 A. sobria e 15 A. jandaei, foi observado que 2 (13,4%)
das A. hydrophila, 5 (33,3%) das A. sobria e 8 (53,3%) das A. jandaei apresentaram
pelo menos 1 plasmidio, enquanto que entre cepas de A. caviae estes elementos

extracromossOmicos estavam ausentes (Tabelas 1 e 2, Figura 9).

De forma geral, cada cepa estudada apresentou um perfil préprio, constituido de
plasmidios de pequeno tamanho, porém, alguns plasmidios de tamanho grande,
superiores a 50 Kb, foram observados em cepas de A. sobria e A. jandaei em um total de

5 (8,33%) das cepas dessas espécies (Tabela 1).

A diferenca entre o niimero de bandas nas diferentes espécies estudadas, sugerem
 que esses elementos podem ser relacionados com as espécies, porém de forma
superficial, onde A. caviae revelou ser uma espécie que nido apresenta plasmidios, 4.
hydrophila apresentando no maximo dois plasmidios, A. sobria e A. jandaei com até 6
plasmidios, embora estudos confirmem que esses elementos ndo apresentem correlagio

com caracteristicas bioquimicas( Figura 10).
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TABELA 1. Distribuigdo das cepas de diferentes espécies de Aeromonas segundo o
nimero e a porcentagem de plasmidios observados, Sdo Paulo, 1996.

¢ Plasmidios |
4

- - 2 -
13,4 -
- 1 2 1

| 46,8 66 134 66

TABELA 2.. Nimero de plasmidios, e perfil plasmidial das cepas de Aeromonas
isoladas da Represa de Guarapiranga, Sdo Paulo, 1996.

pa | Porcentagem| ~ N°de | Perfil- (peso molecular Kb)
S Plasmidios |70 G e A e
15,5- 4.3

11,5 -3,8

155- 98-50-3,7-28
43-2.4

6.2-61
88,1-6,1-54-50-09
43-2.4

6,6-5,5
88,6-179-123-82-55-33
16,3 - 4,6

12,3-4.4

12,3-3,8-3,0-19
88,1-223-38-3,0-1,9

88.1
88,1-23,0-10,6-5,5-3,5

E 13,4%
‘A, hydrophila: .

33,3%

53,3%

Ln=—ubHh DDA NDDUVDDND VBINbDND
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FIGURA 9. Frequéncia de plasmidios observados em cepas de Aeromonas hydrophila,
Aeromonas caviae, Aeromonas sobria ¢ Aeromonas jandaei, isoladas da Represa de
Guarapiranga, Sdo Paulo, 1996.
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FIGURA 10 Frequéncia do nimero de plasmidios obtidos, segundo as diferentes
espécies de Aeromonas, isoladas da Represa de Guarapiranga, Sdo Paulo, 1996.
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Levando em consideragio que os plasmidios podem ser responsaveis pela
manutengio de microrganismos no ambiente, favorecendo sua adaptagdo, podemos
considerar que esses elementos poderiam estar favorecendo a presenga de 4. sobria e A.
jandaei no ambiente da Represa de Guarapiranga, uma vez que estas duas espécies
foram as isoladas com maior freqiiéncia do ambiente estudado (MATTE™, 1995). Por
outro lado, esse ambiente esta sujeito a uma série de fatores que podem contribuir para o
desequilibrio microbiano, como por exemplo, excesso de poluentes, esgotos, e ainda

produtos quimicos para preparo da agua para captagio.

Foi observado, também, que o ponto de amostragem mais proximo da barragem,
Ponto I (Figura 1), além de ter apresentado menor freqiiéncia de espécies de Aeromonas
(maximo de 90/100ml para 4. hydrophila, 110/100ml para 4. caviae, 40/100ml para A.
sobria e 3900/100ml para A. jandaei)”, também nio demonstrou possuir cepas
portadoras de plasmidios. Essa constata¢d0 demonstra que esse ponto apresenta
caracteristicas ambientais bastante distintas dos demais estudados. Sabe-se que este
ponto recebe a aplicagio de produtos quimicos como o sulfato de cobre visando
favorecer o processo de tratamento da agua para abastecimento publico™. Esses
aspectos considerados apontam para a necessidade de outros estudos visando melhor
caracterizar o impacto do langamento desses produtos sobre o equilibrio do ecossistema

desta area da Represa de Guarapiranga.

A. hydrophila apresentou 13,4% de cepas que possuiam plasmidios, as quais

apresentaram até 2 plasmidios com tamanho variando entre 2,4 e 15,5 Kb (Tabela 1 e 2,

Figura 10 e 11)
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FIGURA 11. Perfil plasmidial de cepas de Aeromonas hydrophila, isoladas da Represa
de Guarapiranga, Sdo Paulo, utilizando a metodologia de BIRNBOIM & DOLY, 1996.
Linha 1- Marker II; linha 2~ cepa 1085, linha 3- cepa 1450;
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Estudos realizados por FIGUEROA™ e col. em 1988, com cepas de A. hydrophila
isoladas de amostras clinicas, revelaram plasmidios nesses microrganismos em 50% das
cepas, 0s quais apresentavam baixo peso molecular. Entretanto, VADIVELU" e col.
em 1995, observaram 94% de presenca de plasmidios em cepas de Aeromonas

hydrophila isoladas de diferentes tipos de infecgao.

A. jandaei apresentou algumas cepas com 5 ou 6 plasmidios o que foi observado,
também, para cepas de A. sobria a qual A. jandaei se apresenta muito relacionada
quanto as caracteristicas bioquimicas, pois diferem somente, na prova de acidificagdo da

sacarose (Figuras 10, 12 e 13).

Naio foi possivel observar correlag@o entre a presenga de plasmidios e a produgdo
de fatores de viruléncia pelas cepas de Aeromonas estudadas (a=1%), como esta

apresentado nos Quadroes 2-5. Esses dados sdo concordantes com os observados por

FIGUEROA™ e col., 1988 e VADIVELU" e col., 1995.

A presenga de plasmidios que possam ser conjugativos, em cepas ambientais de
diferentes espécies de Aeromonas, bem como em outras espécies bacterianas, podem
representar um risco a saude, uma vez que espécies do género Aeromonas sio habitantes
naturais do ambiente aquatico. Essas podem fazer parte da flora de variadas espécies
animais, e além disso ser patogénicas para o homem. Essas cepas podem transferir ou
receber plasmidios codificadores de diferentes tipos de resisténcia e, assim, passarem a

. _ ]
exibir este potencial*®*3'**!%
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FIGURA 12. Perfil plasmidial de cepas de Aeromonas sobria, isoladas da Represa de
Guarapiranga, Sao Paulo, utilizando a metodologia de BIRNBOIM & DOLY, 1996.

Linha 1- Marker II; linhas 2 a 5 cepas 1229,1490, 564, 232 Linha 6- Marker II ; linhas 7 -
cepa 382 linha 8-Marker 11

FIGURA 13. Perfil plasmidial de cepas de Aeromonas jandaei, isoladas da Represa de
Guarapiranga, Sdo Paulo, utilizando a metodologia de BIRNBOIM & DOLY, 1996.
Linha 1- Marker II; linhas 2 a 9- cepas 554, 882, 225, 1034,1341, 508, 294, 981,
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23,29,75

A taxonomia de Aeromonas tem sido dificil de ser estabelecida , gerando

dificuldades na escolha de um esquema fenotipico de identificagdo para espécies deste

1,21,22
, 0§

género. Enquanto novas espécies designadas por grupos genotipicos surgem
métodos de identificagdo fenotipicos vém tentando acompanhar e se equiparar as novas
metodologias, a fim de se aproximar ao maximo das diferenciagdes oferecidas pelos
métodos empregando a biologia molecular™, com o intuito de estabelecer provas que
sejam capazes de identificar os diferentes grupos de hibridizag3o, que acabam por dar
origem a novas espécies que até entdo ndo podiam ser diferenciadas por provas

(s 21,22,52.53
fenotipicas .

A aplicagio da ribotipagem em estudos epidemioldgicos tem sido de grande valia
para distinguir cepas isoladas de amostras clinicas, provenientes de diferentes casos, para
determinagdo da relagdo existente entre elas, e outras provenientes de diferentes regides

, . . - e . ~ 12,37,99,113,
geograficas ou ainda para determinagdo de possiveis fontes de contaminagio 1131

No presente estudo foi observado que a técnica de ribotipagem tem um alto
poder de discriminar cepas pertencentes a uma mesma espécie de Aeromonas,
considerando diferengas de area de isolamento e ainda de comportamento frente a
caracteristicas fenotipicas individuais. Isso permite sua utilizagdo para estudos
epidemiologicos envolvendo esse género de bactérias ou, também, para ser aplicado a
outros grupos de microrganismos e, portanto, vindo se somar as ferramentas empregadas

em Vigilancia Epidemiologica bem como em Vigildncia Sanitaria.

Embora n3o se tenha observado cepas com perfis idénticos, esse dado pode
representar uma grande diversidade, dentro de cada espécie estudada no ambiente da

Represa de Guarapiranga. A presenga de um grande numero de afluentes, que banham
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regies populosas e que desembocam na Represa de Guarapiranga, podem estar
contribuindo para a introdugdo de cepas originarias de diferentes regiGes geograficas
mais distantes, uma vez que a diferen¢a entre as caracteristicas das populagdes que

margeiam este manancial e seu afluentes sdo muito diversas.

Considerando que o fluxo de agua desloca-se do Ponto IV em diregdo ao ponto
I, existe a possibilidade de cepas provenientes dos pontos de amostragem a montante
terem alcangado os pontos a jusante. Esse dado pode, provavelmente, explicar o fato da
presenga de cepas originarias de diferentes pontos de amostragem, terem sido alocadas
em um mesmo grupamento, o qual poderia ter sido diferente, se os pontos de
amostragem ndo pertencessem ao mesmo ambiente aquatico. Outros autores que
empregaram a ribotipagem para estudos epidemioldgicos, utilizando cepas de diferentes
regides geogréﬁcas,‘ observaram diferengas mais evidentes entre os grupos de

ribotipagem encontrados>”'**,

O pequeno numero de trabalhos envolvendo esses microrganismos atenta para a
necessidade de ampliagdo de estudos nesta area, principalmente em se tratando de um
género de bactérias potencialmente patogénico para o homem, e que revelou possuir as

caracteristicas necessarias para a produgio de agravos a saude da comunidade™.

A espécie Aeromonas jandaei apresentou caracteristicas diferenciadas tanto a
nivel de grupamento pela técnica de ribotipagem, como em relagdo ao perfil plasmidial,
confirmando tratar-se de um grupo de microrganismos com caracteristicas distintas.
Estes resultados confirmam o trabalho anterior, realizado durante o programa de

Mestrado™ do autor, onde foi observado um perfil tanto fenotipico como de viruléncia
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(86,6% de aciimulo de fluido em alga ligada de coelhos e 100,0% de hemolise em agar

sangue) diferenciando-as das demais espécies isoladas.

Estudos adicionais devem ser realizados para determinar a presenga e a natureza
de plasmidios em Aeromonas isoladas de ambiente, uma vez que esses elementos s@o
perdidos com facilidade durante o processo de armazenamento e manuseio das cepas em
estoque. Do mesmo modo, para que seja ampliado o conhecimento e a relagdo destes
elementos com determinadas atividades metabdlicas, com processos patogénicos ou
ainda com a resisténcia a antibiticos, uma vez que estudos deste tipo sdo pouco
freqiientes para esta espécie no Brasil e que estes microrganismos estdo relacionados

com diversas doengas no homem.
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5. CONCLUSOES
5.1. Ribotipagem

5.1.1. A analise dos perfis gerados pela ribotipagem das 13 cepas de A.
hydrophila, 14 de A. caviae, 13 de A. sobt'fa e 13 de A. jandaei, utilizando-se o
coeficiente de similaridade de DICE, resultou na divisdo de A. hydrophila e A. caviae em
3 agrupamentos diferentes para cada espécie e de A. sobria e A. jandaei em 2

agrupamentos cada.

5.1.2. Pela metodologia empregada, ribotipagem, foi possivel evidenciar
polimorfismo gendmico dentro de uma mesma espécie, possibilitando em alguns casos,
detectar diferengas associadas aos pontos de amostragem ou mesmo de comportamento

frente a caracteristicas fenotipicas individuais.

5.1.3. O conjunto de caracteristicas apresentadas pela técnica de ribotipagem, em
relagdo as espécies de Aeromonas estudadas, a qualificam como uma metodologia
altamente eficaz, a qual podera ser empregada em estudos epidemiologicos de doengas
causadas por esses microrganismos, bem como em estudos ecoldgicos, constituindo-se
portanto em uma poderosa ferramenta, que pode ser utilizada pelos Laboratorios de

Saude Publica em atividades de apoio a Vigilancia Sanitaria e Epidemiologica.
5.2. Perfil plasmidial

5.2.1. A freqliéncia de cepas com pelo menos um plasmidio entre as 60 cepas de
Aeromonas spp. estudadas foi de 25,0 %, os quais apresentaram peso variando entre 0,9
e 88,6 Kb. De forma geral, entre as cepas que apresentaram plasmidios, cada uma delas
evidenciou um perfil proprio, que era constituido em sua maioria de plasmidios de

pequeno tamanho, porém, uma pequena parte (8,3%) tinha peso superior a 50 Kb.
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5.2.2. A freqiiéncia de cepas que apresentaram pelo menos 1 plasmidio segundo
as espécies estudadas foi, de 13,4% em A. hydrophila, 33,0% em A. sobria, 53,3% em
A. jandaci é ausente em A. caviae. Apesar do perfil plasmidial ndo ser considerado uma
caracteristica estavel para ser aplicado com fins taxondmicos, observou-se uma diferenga
significativa entre as espécies, variando de ausente (4. caviac) a presente em 53,3% (4.

| Jjandaci) das cepas, o que pode estar indicando diferentes formas de adaptagdo desses

microrganismos ao ambiente estudado.

5.2.3. Dentre as 15 cepas (25%) que apresentaram plasmidios, A. hydrophila
apresentou no maximo 2 plasmidios, enquanto que em A. sobria e A. jandaei foram

observados até 6 plasmidios.

5.2.4. As espécies que apresentaram maior percentual e nimero de plasmidios (4.
jandaei e A. sobria) foram as que estavam presentes em maior nimero € em maior
percentual de amostras em estudo anterior’”, indicando um provavel papel desses

plasmidios na manutengio destes organismos no ambiente estudado.

5.2.5. A auséncia de plasmidios nas cepas de Aeromonas isoladas no ponto mais
proximo da captagdo (Ponto I), associado as baixas contagens de Aeromonas observadas
em estudo anterior, e considerando-se que este ponto recebe adi¢do de produtos
»quimicos para preparo da agua para captagdo, estdo indicando uma importante alteragdo

neste ecossistema, o que sugere a necessidade de estudos mais aprofundados.

5.2.6. Nio foi observada correlagio entre a presenga de plasmidios e a produgio
de fatores de viruléncia pelas cepas de Aeromonas estudadas (a=1%)(Quadros 2-5,

Tabela 2). Este fato sugere que a expressdo destes fatores de viruléncia, em especifico
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produgdo de B-hemolisina e acumulo de fluido em alga ligada, tenham sua codificagdo
determinada ao nivel gendmico, porém ndo descarta a possibilidade, por exemplo, do
papel destes plasmidios em resisténcia a antibioticos, merecendo, portanto, estudos mais

aprofundados.
5.3. Gerais

5.3.1. A espécie A. jandaei apresentou caracteristicas diferenciadas tanto pelo
agrupamento pela técnica de ribotipagem quanto em relagdo ao perfil plasmidial,
confirmando o estudo anterior”, que apresentou caracteristicas fenotipicas e de
viruléncia diferenciadas em relagdo as demais espécies estudadas. Esse fato merece
especial atengdo, principalmente, considerando-se que essa espécie foi isolada de forma
pioneira a partir de amostra ambiental, o que justifica a realizagdo de estudos

complementares como por exemplo o seqiienciamento de nucleotideos.

5.3.2. As met - :logias empregadas, ribotipagem e pesquisa do perfil plasmidial,
demonstraram ser aplicaveis tanto em estudos epidemiologicos quanto ecologicos,
constituindo-se, portanto, em instrumentos de grande valia a serem utilizados em

Servigos de Vigilancia a Saude.
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7. Resumo

Neste estudo 60 cepas de Aeromonas , 15 A. hydrophila, 15 A. caviae, 15 A.
sobria e 15 A. jandaei, isoladas de 5 diferentes pontos do reservatorio de Guarapiranga,
S3o Paulo, e previamente testada quanto a produgdo de fatores de viruléncia, acimulo de
fluido em alga ligada ¢ hemdlise em. agar sangue, foram submetidas a ribotipagem e a
analise do perfil plasmidial. Cada cepa apresentou um perfil de ribotipagem diferente
tendo-se observado para as espécies A. hydrophila e A. caviae a diferenciagdo em 3
agrupamentos, e A. sobria e A. jandaei dois agrupamentos cada. A analise do perfil
plasmidial demonstrou que 13,4% das 4. hydrophila apresentaram um ou no méaximo 2
plasmidios, enquanto 33,3% das A. sobria e 53,3% das A. jandaei apresentaram de 1 a 6
plasmidios para cada espécie; 4. caviae ndo apresentou cepas contendo plasmidios. Néo
foi observada correlagio entre a presenga de plasmidios e a produgdo de fatores de
viruléncia pelas cepas estudadas. A ribotipagem demonstrou haver um polimorfismo
gendmico dentro de uma mesma espécie de Aeromonas e, ainda, diferenciou cepas
isoladas de um mesmo ponto de amostragem. Estas metodologias, ribotipagem e analise
do perfil plasmidial, apresentam em geral caracteristicas que sio complementares,
demonstrando ser ferramentas importantes a serem empregadas, tanto em estudos

epidemiologicos como ecoldgicos.
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8. Abstract

In this work 60 Aeromonas strains, 15 A. hydrophila, 15 A. caviae, 15 A. sobria
and 15 A.v Jandaei isolated from S different points of Guarapiranga Dam, Sdo Paulo, and
previously tested for virulence factors production (ileal loop assay and hemolysis on blood
agar) were submitted to ribotyping and plasmidial profiles analysis. Each strain showed a
different ribopattern and there were observed that for 4. hydrophila and A. cavige each
specie were grouped in 3 ribotypes, 4. sobria and A. jandaei in 2 ribotype each.
Plasmidial profiles analysis demonstrated that 13,4% of A. hydrophila had at least one but
no more than 2 plasmids, 33,3% of 4. sobria and 53,3% of A. jandaei had from oné to 6
plasmids each, and 4. cavige didn’t show to have any plasmids. There were not observed
correlation between presence of plasmids and virulence factor production. Ribotyping
showed that there are genomic polymorphism within the same Aeromtonas specie and
differentiate strains that were isolated from the same sample point, indicating that those
methodologies have in general characteristics that are complementary and are important

tools to be used either in epidemiological or ecological studies.



9. Anexos

A.1 Meios de Cultura

A.1.1. Agar Liiria:
Bacto triptona 1,0 %
Extrato de levedo microbiologico 0,4 %
Cloreto de sodio 1,0 %
Bacto agar 1,5 %
pH=6,8

A.1.2. Caldo Liiria

Bacto triptona 1,0 %
Extrato de levedo microbiolégico 0,4 %
Cloreto de sodio 1,0 %
pH= 6,8

A.2. Reagentes para extragio de DNA gendmico

A.2.1. TE I (Tampdo Tris- EDTA- ressuspensdo do pellet)

Tris- HCI pH8,0 10mM
EDTA pH80 1mM

A.2.2. SDS 10%
Dodecil sulfato de sodio, solugdo a 10% em agua destilada pH = 7,2
A.2.3. Solugiio CTAB/ NaCl

CTAB (brometo de cetilmetilamonio) 5%
NaCl 0,7M

Aquecer com agitag@o constante até€ dissolugdo completa dos grumos, utilizar
pré- aquecido a 65°C.

A.2.4. TE II (Tampdo Tris EDTA - ressuspensdo do DNA)

Tris- HCl pH=38,0 10,0 mM
EDTA pH= 8,0 0,1 mM



A.3. Reagentes para Eletroforese

A.3.1. TAE ( Tamp@o Tris- Acetato- EDTA)

Solugdo 50X (estoque):
Tris - base
Acido acético glacial
EDTA- Na2 pH= 8,0
Agua destilada q.s.p.

Solugdo de uso 1X:
TAE 50X
agua destilada q.s.p.

A.3.2 Tampdo corante 6X

Azul de Bromofenol
glicerina

2420 ¢
57,1 mL
100,0 mL
1000 mL

20 mL
1.000 mL

0,25 %
30 %

A.4. Reagentes para Southern blott

A.4.1. Solugdo I

HCl1 0,25 Molar

A.4.2. Solugdo I1

NaCl
NaOH

A.4.3. Solugdo 111

Tris - Hel pH=28,0
NaCl

A.4.4. SSC 20X

1X
NaCl
Citrato de sodio

1,5 Molar
0,5 Molar

1,0 Molar
1,5 Molar

0,15 Molar
0,15 Molar

II



A.5. Solugdes para hibridizagio

A.5.1. Solugdo de hibridizag3o:

5X SSC

Reagente bloqueador 1,0 %
Lauril sarcosina 0,1 %
SDS 0,02 %

* Reagente bloqueador =frasco 11 do kit genius labelling and detection, Boheringer
Menheim.

A.5.2. Solugdo A:

SSC 2X
SDS  0,1%

A.5.3. Solugdo B:

SSC 0,1 X
SDS 0,1%

A.5.4. Tampdo 1:

Tris-HCI (pH=7,5) 100 mM
Na(Cl 150 mM

A.S.S. Tampdo 2:

Tampio 1 200 mL
Reagente bloqueador 10g

A.5.6. Tampado 3:

Tris-HCI (pH= 9,5) 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 50mM  Preparar no momento do uso.

A.5.7. Solugdo de cor
NBT (frasco 9 Kit Genius labelling and detection) 90 puL
BICP (frasco 10 Kit Genius Labelling and detection) 70 pL
Tampdo 3 20 mL



A.6. Reagentes para extracio de plasmidios

A.6.1. Solugdo I (solugdo de lise)

Lisozima 4 mg/ mL
Glicose 2%
EDTA 10 mM
Tris-HCI (pH=8,0) 25 mM

A.6.2. Solugdo 11
NaOH 0,2N
SDS 1,0 %
A.6.3. Solugdo III

Solugdo de Acetato de sodio 3 Molar pH=4,8
Acertar o pH com acido acético glacial.

A.6.4. Solugdo IV

Acetato de sodio 100 mM
Tris-HCI (pH=8,0) 50 mM

1\Y
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