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ERRATA
Pagina 48, Linha 6, onde se I&: 30 ciclos, leia-se: 35 ciclos.

Pagina 48, Linha 7, onde se I&: 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C, leia-se:
94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C.

Péagina 48, Linha 9, onde se Ié: por 10 minutos, leia-se: por 5 minutos.

Pagina 53, Linha 1, onde se 1é: 45,45% foram confirmadas, leia-se: 42,68% foram
detectadas.

Pagina 53, Linha 2, onde se Ié: 48,05% como V. furnissii, 11,7% ndo puderam ser
confirmadas, leia-se: 43,90% como V. furnissii, 10,97% n&o puderam ser detectadas.

Péagina 58, Linhas 9 a 37 do Quadro 3 (FSP 287/08 a FSP 50/08), onde se Ié:
Positivo, leia-se: Positivo para V. furnissii.

Pagina 59, Linhas 1 a 7 do Quadro 3 (FSP 58/08 a FSP 294/08), onde se Ié: Positivo,
leia-se: Positivo para V. furnissii.

Pagina 63, onde se I&: FSP 6/08, retire-se: FSP 6/08, pois pertence ao Quadro 4.
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RESUMO

Introducdo - Vibrio fluvialis € um microorganismo que provoca a gastroenterite
muito semelhante a colera, mas também ha relatos de casos extra-intestinais como
sepse, ferida, peritonite e celulite hemorragica e encefalite. Acredita-se que a
infeccdo por esse microorganismo esteja vinculada ao consumo de peixes crus ou
mal cozidos contaminados e / ou frutos do mar. A identificacdo dessa bactéria por
métodos fenotipicos continua a ser um problema devido a sua grande semelhanca
com Aeromonas hydrophila e V.furnissii; por isso, a utilizacdo de uma ferramenta de
diferenciacdo entre essas espécies € importante. Nas ultimas décadas, o aumento da
resisténcia aos antimicrobianos tem sido um fator preocupante, porque ela interfere
na escolha dos medicamentos para o tratamento eficaz e ha uma necessidade de
rapida producdo de novos antibidticos. Ambientes costeiros e estuarios estdo em
perigo de serem contaminados por esgoto, que pode conter drogas que agem de
forma seletiva, permitindo o desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos.
Vaérios estudos demonstraram que estirpes clinicas de V. fluvialis sdo resistentes a
maultiplas drogas. Objetivos - Desenvolver um marcador molecular baseado no 16S
rDNA capaz de detectar o grupo V. fluvialis-V. furnissii, e avaliar a susceptibilidade
a antibioticos destas espécies, principalmente a partir de amostras ambientais.
Meétodos - Apds a elaboracgdo dos iniciadores a partir do alinhamento das espécies do
género Vibrio, foram utilizadas cepas identificadas fenotipicamente como V. fluvialis
e de V. furnissii para a sua deteccdo molecular. O perfil de susceptibilidade a
antibioticos pelo método da disco-difusdo foi realizada, assim como a investigacao
molecular da presenca do elemento SXT e de seus genes de resisténcia a

antimicrobianos. Resultados: Com a utilizacdo dos iniciadores desenvolvidos foi



possivel confirmar corretamente as espécies. Observou-se alta porcentagem de
resisténcia a ampicilina e cefalotina, sendo que 65,9% de V. fluviais e 43,24% de V.
furnissi apresentaram resisténcia a pelo menos dois dos antibioticos utilizados.
Somente em uma cepa de V. fluvialis detectou-se a presenca de SXT e houve uma
banda desconhecida de alto peso molecular quando da pesquisa do gene sulll.
Conclusbes: O método molecular mostrou ser um importante instrumento para se
detectar espécies altamente relacionadas. Foram detectadas cepas resistentes a
maultiplos antibidticos, indicando que o meio ambiente é um provavel reservatorio de
genes de resisténcia; porém necessita-se de futuras investigacdes moleculares para se
determinar o papel destes e sua possivel associacdo com elementos genéticos. A
deteccdo do elemento SXT sem a presenca dos seus genes de resisténcia conhecidos
atualmente reforca a idéia da extensdo de seu papel adaptativo, além de ser o

primeiro relato de sua existéncia na América do Sul.

Palavras-Chave: Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, resisténcia, antibiético, SXT, ICE.



ABSTRACT

Introduction - Vibrio fluvialis is a microorganism that causes gastroenteritis very
similar to cholera, however there are also reports of extraintestinal cases as sepse,
skin wounds, peritonitis and hemorrhagic cellulitis and cerebritis. It is believed that
infection by this organism is linked to the consumption of raw or undercooked
contaminated fish and / or seafood. Identification of this bacteria by phenotypic
methods remains a problem due to its great similarity with Aeromonas hydrophila
and V.furnissii, therefore the use of a tool to differentiate these species is important.
In recent decades, increasing antimicrobial resistance has been a concerning factor
because it interferes in the choice of drugs for effective treatment and there is a need
for rapid production of new antibiotics. Coastal and estuarine environments are in
danger of being contaminated by sewage, which may contain drugs that will act
selectively, allowing the development of antimicrobial resistance. Several studies
have demonstrated that clinical strains of V. fluvialis are resistant to multiple drugs.
Objectives - To develop a 16S rDNA - molecular marker able to detect the group V.
fluvialis-V.furnissii, and to evaluate the antibiotic susceptibility of this species
mainly from environmental samples. Methods - After the development of primers
from alignment of the genus Vibrio strains phenotypically identified as V. fluvialis
and V. furnissii were used for their molecular identification. The profile of antibiotic
susceptibility was performed by the disk diffusion method, and the molecular
investigation of the presence of the SXT element and their antimicrobial resistance
genes. Results - The primers developed were able to confirm correctly the species. A
high percentage of resistance to ampicillin and cephalothin was observed, V. fluvialis

and V. furnissii showed resistance to at least two of the antibiotics used, 65.9% and



43.24% respectively. Only in one strain of V. fluvialis we detected presence of SXT
and there was an unknown band of high molecular weight when we investigated gene
sulll. Conclusions - Molecular identification has proved to be an important tool for
differentiating highly related species. Strains resistant to multiple antibiotics were
detected, indicating that the environment is likely a reservoir for resistance genes, but
it is needed further molecular investigations to determine their role and their possible
association with genetic elements. Detection of the SXT element without the
presence of its known resistance genes reinforces the idea of the extent of its

adaptive role, and this is the first report of its existence in South America.

Keywords: Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, resistance, antibiotic, SXT, ICE.



SIGLAS UTILIZADAS

AMP - Ampicilina

CFL — Cefalotina

CFO — Cefoxitina

CIP - Ciprofloxacina

CLO - Cloranfenicol

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
CONSTIN - Conjugative,Self-transmissible, Integrating element
CPM — Cefepima

CTX - Cefotaxima

EST — Estreptomicina

GEN — Gentamicina

| — Intermediéria

ICE - Integrating Conjugative Element

MER — Meropenem

MLSA - Multilocus Sequence Analysis

MRI - Multiple Resistance Integron

NAL - Acido Nalidixico

ORF - Open Reading Frame

PABA - acido-p-aminobenzdico

PCR — Polymerase Chain Reaction

QAC - Quaternary Ammonium Compound
QRDRs — Quinolone Region-Determining Regions
R — Resistente

S — Sensivel



SI -Super-Integron

SUT - Sulfametoxazol-Trimetoprim

TCBS - Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose
TET — Tetraciclina

VCRs - Vibrio cholerae repeated sequences

VFH - Vibrio fluvialis hemolisin
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO GENERO Vibrio

Microrganismos pertencentes ao género Vibrio sdo bacilos Gram-negativos,
retos ou curvos, ndo formadores de enddsporos ou microcistos, que possuem o
metabolismo anaerdbio facultativo, sdo quimiorganotroficos e fermentadores de D-
glicose podendo haver producdo de gas, sendo que a maioria é oxidase positiva,
reduz nitrato a nitrito e é sensivel ao agente quimiostatico O/129 (FARMER IlI e
JANDA, 2005). Sua motilidade se da por meio de um flagelo polar quando estdo em
meio liquido, ou lateral guando em meio sélido (FARMER 111 e JANDA, 2005).

Vibrios sdo bactérias de vida livre que estdo presentes nos ambientes
aquaticos (FARMER 11l e JANDA, 2005), ndo estando necessariamente associados a
contaminacdo fecal (MATTE et al, 1994). Sdo comuns em hébitats marinhos e
estuarinos permanecendo tanto no sedimento como na coluna d’agua (DUMONTET
et al, 2000), ou associados com plantas e animais aquaticos, vivendo como
simbiontes ou patdgenos (NISHIGUCHI e NAIR, 2003). Preferem pH alcalino (de 7
a 8) e séo facilmente mortos por dessecacdo (FARMER Il e JANDA, 2005). Sua
distribuicdo e ocorréncia dependem da quantidade de sodio, de nutrientes e da
temperatura (THOMPSON et al, 2004; FARMER |11 e JANDA, 2005; HAZEN et al,
2007).

A salinidade, com excegdo para V. cholerae e V. mimicus, é um dos fatores
que influenciam no crescimento dessas bactérias, pois crescem pouco ou nada na
auséncia de NaCl (THOMPSON et al, 2004). A quantidade necessaria desse

composto para cada espécie € variavel, mas a maioria tem um bom crescimento em
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meios que contém 0,5% a 2% de sal (FARMER 11l e JANDA, 2005). Em escassez
nutricional, espécies de Vibrio podem entrar num estado viavel mas ndo cultivavel
(VBNC, do inglés viable but not culturable), o que significa que s&o
metabolicamente ativas porém ndo formam col6nias (HUQ et al, 2006) e, sob
condicdes favoraveis, podem reverter essa condi¢do vegetativa de crescimento e
multiplicacdo (OLIVER, 1995).

A maioria dos vibrios cresce entre 18°C e 22°C (FARMER 11l e JANDA,
2005). Quando em temperaturas baixas sao encontrados em sedimentos; nos meses
quentes hd aumento considerdvel de sua concentragd0 na coluna d’agua,
principalmente em moluscos filtradores e em outros animais marinhos, e estdo em
quantidade suficiente para causar infeccdo no homem (MIRA-GUTIERREZ e
GARCIA-MATOS, 1997). Espécies de interesse clinico desse género sdo menos
freqlientemente isolados quando a temperatura dos meios aquaticos esta menor que
10°C e maiores que 30°C (HERVIO-HEATH et al, 2002).

Muitas espécies de Vibrio possuem dois cromossomos circulares: o chamado
cromossomo grande, cujo tamanho varia de 3,0 a 3,3 Mb; e 0 outro designado
pequeno com 0,8 a 2,4 Mb (HEIDELBERG et al, 2000; OKADA et al, 2005). O
cromossomo maior estaria envolvido nas funcbes essenciais da célula e na
patogenicidade, enquanto que O cromossomo menor com a adaptacdo ao meio
ambiente (HEIDELBERG et al, 2000; OKADA et al, 2005; DRYSELIUS et al,

2007).

1.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS ESPECIES
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O isolamento e a identificacdo tradicionais das espécies do género Vibrio
geralmente envolve pre-enriquecimento seletivo das amostras, plaqueamento em
meio seletivo sélido e caracterizacdo bioquimica e soroldgica; esta Ultima muito
utilizada para diferenciar sorogrupos de V. cholerae (FARMER I1l e JANDA, 2005).
Essas técnicas microbioldgicas, apesar de serem rotineiramente utilizadas para
distingdo fenotipica, € um processo trabalhoso que demanda grande quantidade de
tempo, além de ser de alto custo (NANDI et al, 2000). Adicionalmente a essas
propriedades, organismos do género Vibrio isolados do meio ambiente tém maior
variabilidade nos testes bioquimicos e apresentam maior dificuldade na identificacdo
da espécie (MAUGERI et al, 2000). Mesmo os testes automatizados podem fornecer
resultados controversos (LEE et al, 2008). O API 20E, um método semi-
automatizado, pode identificar V. fluvialis como Aeromonas hydrophila, e nesse caso
solicita-se a realizacdo de testes adicionais para a correta identificacdo (HUQ et al,
1980; LEE et al, 2008); ou o equipamento ser incapaz de efetuar a identificagdo
(O'HARA et al, 2003). Outra caracteristica importante € a alta similaridade entre V.
furnissi e V. fluvialis, sendo que a diferenciacdo ocorre especialmente pela producéo
de gas do primeiro durante a fermentacdo de glicose e, por isso, também neste caso
ha necessidade de se combinar outros testes para a confirmacéo da espécie (LEE et
al, 1981; LEE et al, 2008). MACIAN et al (2004) descreveram o V. ponticus, uma
nova espécie que apresenta grande similaridade com V.fluvialis e V.furnisii de acordo
com analise filogénica do 16S rRNA. Porém, sua discriminagéo fenotipica é possivel

por algumas caracteristicas com resultado negativo, como: arginina, hidrolise de
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gelatina e L-arabinose (MACIAN et al, 2004), os quais sdo testes amplamente
utilizados na rotina microbioldgica.

A diferenciacdo de especies € de grande importancia clinica e epidemioldgica
por causa da variacdo interespecifica como a capacidade invasora, a producdo de
toxinas, os tracos de susceptibilidade aos antibioticos e a distribuicdo geografica de
cada microrganismo (CABRERA et al, 2007).

Os métodos moleculares provocaram uma mudanca consideravel na deteccao
e identificacdo de bactérias porque sdo ferramentas mais sensiveis e especificas
(TANTILLO et al, 2004), um exemplo é a PCR (reacdo em cadeia da polimerase).
Essa técnica € uma replicacdo in vitro, na qual ocorre a amplificacdo de sequéncias
especificas de DNA de forma exponencial, permitindo sua detec¢do e visualizacdo
como uma banda discreta (LODISH et al, 2002a).

Para a identificacdo de V. fluvialis ja foram estudados marcadores utlizando-
se 0 gene toxR (CHAKRABORTY et al, 2006), os espagos intergénicos (IGs) do
operon do ribossomo (LEE et al, 2002), e a sequéncia parcial do gene hsp60
(KWOK et al, 2002). Porém a ferramenta mais confiavel para estudos taxonémicos
da familia Vibrionaceae é a analise do sequenciamento a partir do 16S
(THOMPSON et al, 2004), que corresponde a uma fracdo do ribossomo dos
microrganismos (AMANN et al, 1995; RODICIO e MENDOZA, 2004).

O ribossomo bacteriano tem um coeficiente de sedimentagcdo de 70S, e é
composto pelas subunidades 50S e 30S (RODICIO e MENDOZA, 2004). A
subunidade maior contém os RNAs 5S e 23S, enquanto que a menor possui 0 16S,

também chamado de 16S rRNA (RODICIO e MENDOZA, 2004).
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A maioria dos procariotos possui genes organizados em operons, 0S quais
mudam em ndmero e tamanho dependendo das necessidades da célula (GARCIA-
MARTINEZ et al, 1999). O arranjo dos genes das subunidades que compdem 0 RNA
ribossébmico comumente segue a seguinte ordem: promotor, 16S (rrs), 23S (rrl), 5S
(rrf); no intervalo do 16S e 23S, e entre 23S e 5S ha espacos com presenca de
unidades funcionais, como genes para 0 RNA transportador (GARCIA-MARTINEZ
et al, 1999; RODICIO e MENDOZA, 2004).

Algumas das vantagens apresentadas pelo 16S rRNA em relacdo aos outros
marcadores que o fazem ser amplamente utilizado para se estabelecer a identidade de
microrganismos sdo: conter regides altamente conservadas intercaladas com outras
partes variaveis; possuir um vasto banco de dados disponivel para a realizacdo de
comparacgOes e, assim, tornar possivel inferir relagdes com os grupos ja conhecidos

(AMANN et al, 1995).

1.3 FATORES DE VIRULENCIA E RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Os microrganismos patogénicos possuem alto poder adaptativo, o que permite
sua sobrevivéncia no organismo hospedeiro e, assim, sdo capazes de provocar
infeccdo (FUCHS, 1998). A expressdo dos fatores de viruléncia é regulada por
determinadas condicGes, como 0 ambiente em que a bactéria se encontra e mesmo a
expressao de uma proteina pode afetar o efeito de outra (SEARS e KAPER, 1996).

A adesdo no epitélio do hospedeiro € importante para o estabelecimento da
infeccdo, incluindo a causada por Vibrio (JANDA et al, 1988; CARVALHO et al,

1994). Apos se ligarem de maneira irreversivel aos receptores da célula do
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hospedeiro, podem colonizar o tecido (CRAIG et al, 2004) e também liberar as
toxinas aos seus alvos-especificos por estarem em contato intimo com as células
(FUCHS, 1998).

Ap0ds o surto de V. fluvialis ocorrido em Bangladesh, cujos sintomas clinicos
assemelhavam-se aos causados pela colera, passou-se a estudar quais os fatores de
viruléncia que estariam envolvidos na sua patogenicidade.

De acordo com testes realizados in vitro (CARVALHO et al, 1994) e in vivo
(HUQ et al, 1980), foi observado que V. fluvialis ndo possui a capacidade de invadir
as células. Este microrganismo apresenta um padréo difuso de aderéncia semelhante
ao da Escherichia coli. Além disso, diferentemente do que ocorre em V.
parahaemolyticus, os isolados clinicos e ambientais ndo possuem diferencas com
relacdo a essa caracteristica, sendo assim ndo ha possibilidade de se estabelecer a
provavel fonte das cepas (CARVALHO et al, 1994).

As toxinas sdo importantes fatores extracelulares na etiologia da diarréia
(TADDEI et al, 2005). Dentre as especies de Vibrio, a mais conhecida e bem
caracterizada é a toxina colérica, que causa alteracdo na secrecdo de eletrolitos e, se
ndo for tratada, pode levar a morte (SACK et al, 2004).

As toxinas entericas foram definidas em quatro classes: 1 — enterotoxinas, que
estimulam a secrecéo intestinal; 2 — as que alteram o citoesqueleto, pois modificam a
forma da célula sem causar injuria significante; 3 — citotoxinas, que produzem dano
celular ou tecidual levando a morte; 4 — com atividade neuronal, as quais liberam um
Ou mais neurotransmissores do sistema nervoso entérico (SEARS e KAPER, 1996).

Em estudos realizados com animais, tanto o sobrenadante como as culturas

totais de células produziram actimulo de fluido (SEIDLER et al, 1980; HUQ al,
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1985; RAHIM e AZIZ, 1994; KOTHARY et al, 2003), em contraste com a pesquisa
realizada por NISHIBUCHI et al (1983) na qual se observou esse efeito apenas na
presenca da celula bacteriana. A enterotoxina termolabil de V. fluvialis
(NISHIBUCHI e SEIDLER, 1983; HUQ et al, 1985) é diferente da produzida por V.
cholerae em seu modo de acdo, tipo de receptor e antigenicidade (AHSAN et al,
1988), 0 que esta de acordo com o fato de V. fluvialis ndo possuir o gene responsavel
pela codificacdo da toxina colérica (NISHIBUCHI e SEIDLER, 1983; NISHIBUCHI
et al, 1983).

A citotoxina de V. fluvialis foi parcialmente caracterizada, apresentando
sensibilidade ao calor e a proteases, ponto isoelétrico de 4,8 e peso molecular de 12,2
KDa; e a causa da morte celular foi a interrup¢do de fungdes celulares essenciais
apos a internalizacdo da toxina (WALL et al, 1984). Além disso, é provavel que essa
substancia seja diferente da hemolisina e da fosfolipase produzida por esse
microrganismo por estes exibirem outras caracteristicas fisico-quimicas (WALL et
al, 1984).

KOTHARY et al (2003) sugere que a hemolisina de V. fluvialis (VFH, Vibrio
fluvialis hemolisin) tem um papel importante na etiologia da diarréia por ser
citotoxica as celulas de ovéario de hamster e enterotoxigénica em ratos lactentes. Ela
possui varias caracteristicas fisico-quimicas e propriedade biolégicas que séo
similares as hemolisinas produzidas por V. cholerae e V. mimicus. A sequéncia de
DNA néo ¢ idéntica, mas apresenta homologia com a da hemolisina produzida por V.
cholerae El Tor (KOTHARY et al, 2003; CHAKRABORTY et al, 2005), que é um
membro da familia HIyA (MIYOSHI e SHINODA, 2000). Essa proteina é sensivel

ao calor, a proteases e a presenca de ions zinco e tem ponto isoelétrico de 4,6
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(KOTHARY et al, 2003), e é ativa contra uma grande variedade de eritrocitos
(MYATT e DAVIS, 1989; KOTHARY et al, 2003). O gene que codifica a
hemolisina possui 2200 pb (HAN et al, 2002). Ndo ha consenso com relacéo ao seu
peso molecular, pois ja foram relatadas proteinas com 63KDa e 82KDa,
respectivamente (HAN et al, 2002; KOTHARY et al, 2003). Dependendo do método
de purificacdo escolhido, essas diferencas podem ocorrer, por exemplo: filtracdo por
gel exibe um peso molecular menor do que o do SDS-PAGE (KOTHARY et al,
2003). Além disso, a proteina necessita sofrer clivagem para que aconteca 0 seu
amadurecimento e, dessa forma, exerca sua funcdo. Com isso, seu peso molecular
pelo SDS-PAGE foi calculado em 79KDa (HAN et al, 2002). Foi proposto que a
hemolisina também esteja envolvida na vacuolizacdo em células HeLa assim como
acontece com a hemolisina de V. cholerae, contudo ainda existe a necessidade de se
realizar mais estudos para a verificacdo de alguma correlacdo (CHAKRABORTY et
al, 2005).

Os organismos utilizam-se de ions ferro como cofatores para inimeras
reacOes quimicas importantes (MIETHKE e MARAHIEL 2007). No corpo humano,
existem proteinas para o transporte e 0 armazenamento desse ion, como a
hemoglobina e a ferritina, respectivamente (MIETHKE e MARAHIEL, 2007).

Os microrganismos desenvolveram mecanismos diretos e indiretos para a
captacdo de ferro quando este encontra-se em baixas concentragcbes (MIETHKE e
MARAMHIEL, 2007). O sistema direto envolve um receptor especifico para cada tipo
de proteina enquanto que o indireto inclui o sistema sider6foro, que é composto por

um ligante com capacidade de quelar o ferro (a molécula de sideréforo), um receptor
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de membrana externa e enzimas para a liberacdo intracelular do ion (MIETHKE e
MARAHIEL, 2007).

Ja foi demonstrado que V. fluvialis pode utilizar-se de um sideroforo da classe
dos catecolatos (classificacdo de acordo com MIETHKE e MARAHIEL, 2007),
nomeado fluvibactina, com semelhancas estruturais ao sideréforo utilizado pelo
Vibrio cholerae (ANDRUS et al, 1983; YAMAMOTO et al, 1993) e um outro
chamado sider6foro 4 (YAMAMOTO et al, 1993). Também ha relatos de que
algumas espécies de Vibrio fazem uso de outros fatores para utilizacdo de
hemoglobina, heme ou hemina (JOSEPH et al, 1982; HELMS et al, 1984; STROM e
PARANJPYE, 2000).

AHN et al (2005) identificaram uma proteina de membrana externa com 77
KDa em V. fluvialis, a HupO, que se liga especificamente a hemina quando sob
condicdes limitantes de ferro, e a sequéncia de nucleotideos apresentou alta
homologia com V. anguillarum, V. vulnificus, V. parahaemolyticus e V. cholerae.
Sugere-se que ela seja um fator de viruléncia importante também por ter
envolvimento na atividade hemolitica ja que aumenta a producdo de hemolisina, e na
resisténcia ao estresse oxidativo apesar de ndo elevar a expresséo da catalase (AHN
et al, 2005).

Proteases que possuem um ion zinco no Seu sitio catalitico sdo chamadas
metaloproteases (MIYOSHI e SHINODA, 2000). A metaloprotease produzida por V.
cholerae pode ativar a toxina colérica, ajudar na maturacdo de sua hemolisina e
acelerar a ades@o bacteriana nas células do epitélio intestinal, enquanto que a
produzida por V. vulnificus ativa a captacdo de ferro, causa dano tecidual e,

principalmente, aumenta a permeabilidade vascular (MIYOSHI e SHINODA, 2000).
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Além disso, essas proteases facilitam a disseminacdo bacteriana no hospedeiro,
levando a sepse devido a invasdo da circulacdo sistémica (MIYOSHI e SHINODA,
2000).

MIYOSHI et al (2002) caracterizaram uma metaloprotease em V. fluvialis
(VFP) com peso molecular de 45 KDa pertencente a familia das termolisinas, a
mesma em que se encontra a do V. vulnificus, e 0 seu respectivo gene, o vipA. Ela
exibe sensibilidade a temperatura, a ions pesados, a inibidores competitivos, e tem
especificidade ao substrato (MIYOSHI et al, 2002). Complementarmente, a proteina
demonstrou capacidade de agir contra a azocaseina, de provocar hemorragia e de
aumentar a permeabilidade da pele assim como o V. vulnificus, porém a atividade de
hemaglutinacdo e elastase foi fraca (MIYOSHI et al, 2002). O gene que codifica
essa protease € muito similar ao do V. vulnificus, e a seqiéncia de aminoacidos
também apresenta alta homologia ao do V. vulnificus, porém é idéntica ao do V.

cholerae (MIYOSHI et al, 2002).

1.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA  BACTERIANA A

ANTIMICROBIANQOS

Os compostos de amonio quaternario (QAC, Quaternary Ammonium
Compounds) sé@o detergentes cationicos largamente utilizados como antissépticos e
desinfetantes devido a sua acdo sobre as membranas, principalmente a membrana
citoplasmatica interna bacteriana, causando perda estrutural na sua organizacdo e
integridade (MCDONNEL e RUSSEL, 1999), junto a outros efeitos danosos para a

célula microbiana, como o extravasamento dos componentes celulares, além de
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desnaturacdo de proteinas e enzimas (MCDONNEL e RUSSEL, 1999; WEBER et al,
2007). A membrana externa das bactérias Gram-negativas previne 0 acesso de
muitos agentes antimicrobianos e, por isso, sdo consideradas intrinsicamente mais
resistentes aos compostos de amonio quaternario (MCDONNEL e RUSSEL, 1999).
No entanto, ja foram constatados outros mecanismos de resisténcia aos QAC, como
aquisicdo de plasmidios ou mutacdes cromossdomicas (MCDONNEL e RUSSEL,
1999).

As sulfonamidas foram os primeiros agentes antimicrobianos usados no
tratamento de infeccBes humanas. S8o agentes bacteriostaticos de amplo espectro,
habitualmente utilizados na forma de sais de sodio que competem com o PABA
(&cido-p-aminobenzoico) pela enzima diidropteroato sintetase, inibindo-a e, assim,
interferem na sintese de acido félico pelas bactérias, sendo que esse composto é
essencial para a sintese de precursores de DNA e RNA (RANG et al, 2001). A
resisténcia a esses compostos pode se dar por diminuicdo de permeabilidade
bacteriana ao antibiotico, expulsdo ativa da droga ou hiperprodugdo que permita a
sintese de &cido folico. Além disso, a resisténcia também pode ocorrer por mutacoes
ou, mais comumente, a aquisicao de genes por meio plasmidios ou outros elementos
genéticos méveis (SKOLD, 2001).

O trimetoprim € um composto bacteriostatico antagonista do diidrofolato,
pois compete pela diidrofolato redutase, impedindo a formacdo de acido fdlico
(RANG et al, 2001). O mecanismo de resisténcia bacteriano ao antibidtico se da
geralmente por plasmidios ou por mutagdes no gene que codifica a enzima (SKOLD,
2001). Atualmente, se conhecem dois genes contidos em plasmidios, sull e sulll, e 27

classes de plasmidios que codificam seis tipos de enzimas que sdo resistentes ao
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trimetoprim, sendo que esses elementos sdo encontrados com frequéncia em
integrons de classe 1 (VICENTE e PEREZ-TRALLERO, 2010). O cotrimaxazol é a
associacdo do trimetoprim com o sulfametazol muito utilizado na clinica porque,
dessa forma, a acdo do antimicrobiano ¢ potencializada (HOWE e SPENCER, 1996).

O cloranfenicol é um bacteriostatico com acdo inibitéria potente sobre a
sintese de proteinas bacterianas, principalmente por impedir o alongamento da cadeia
polipeptidica (SCHWARZ et al, 2004). A inativacdo enzimética da droga por
diferentes acetiltransferases (CATs) é 0 mecanismo de resisténcia mais encontrado
entre 0s microrganismos. Existem as acetiltransferases do tipo A, que foram
detectadas em uma grande variedade de bactérias, e as do tipo B (também conhecidas
como xenobidticos) que foram mais recentemente descritas. Contudo, ha relatos de
outros mecanismos de resisténcia, como sistemas de efluxo, inativacdo por
fosfotransferases, mutac6es no sitio-alvo e alteracdo da permeabilidade da barreira.
Em plasmidios, cromossomos e em elementos genéticos moveis, ja foram
encontrados genes relacionados com a exportagdo combinada de cloranfenicol e
florfenicol, tais como pp-flo, cmlA-like, floSt, flo, e floR tanto em bactérias clinicas
como nas ambientais (SCHWARZ et al, 2004).

Os aminoglicosideos sdo agentes bactericidas que inibem a sintese de
proteinas pela ligagdo ao 16S rRNA do microrganismo (SHAKIL et al, 2008). A
resisténcia pode ocorrer por mudanca da permeabilidade da membrana interna,
bombas de efluxo, alteracdo da subunidade 30S do ribossomo, cessamento da
atividade da droga, diminuicdo do transporte de membrana, desativacdo do seu sitio

de ligacdo e captura da droga (SHAKIL et al, 2008).
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As enzimas modificadoras ligam-se a um radical da molécula da droga e
diminuem a afinidade do antibidtico ao seu alvo. Essas proteinas sdo geralmente
codificadas por plasmidios e dividem-se em trés classes: adenililtransferases,
também  conhecidas como nucleotidiltransferases (AADs ou  ANTS),
fosforiltransferases (APHs) e acetiltransferases (AACs) (STRATEVA e
YORDANOV, 2009).

Os betalactamicos constituem um amplo grupo composto por penicilinas,
cefalosporinas/cefamicinas, carbapenémicos e clavulanicos (COULTHURST et al,
2005). Eles interferem na formacéo de crosslinks entre os peptideoglicanos da parede
celular gerando um complexo estavel com a transpeptidase (COULTHURST et al,
2005). Os mecanismos de resisténcia incluem a reducdo da permeabilidade da
membrana externa, a modificacdo das proteinas fixadoras de penicilina (PBPs,
penicillin-binding proteins) e, principalmente, a producdo de enzimas (beta-
lactamases) que hidrolisam o anel betalactimico do antibidtico, inativando-o
(COULTHURST et al, 2005). As beta-lactamases podem ser de espectro estendido
(ESBL), do tipo AmpC, e carbapenemase de classes A e B (THOMSON, 2010).

As ESBLs passaram a ser reconhecidas nos anos 80, sdo usualmente
codificadas por genes mdveis e as mais encontradas pertencem as familias TEM,
SHV e CTX-M, sendo esta estd adquirindo maior prevaléncia nos altimos anos.
Outras ESBLs tém relevéncia clinica, especialmente os tipos VEB, PER, GES, TLA,
IBC, SFO-1, BES-1 e BEL-1 (FALADAS e KARAGEORGOPOQULOS, 2009).

Muitas bactérias Gram-negativas produzem AmpC codificada no
cromossomo que, em altas taxas, podem hidrolisar penicilinas, aztreonam,

cefamicinas e cefalosporinas e, por isso, esta enzima esta geralmente associada a
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multirresisténcia. As beta-lactamases desse tipo geralmente pertencem as familias
CMY, FOX e DHA (THOMSON, 2010).

As carbapenamases possuem a habilidade de hidrolisar carbapenémicos e
outros beta-lactamicos. Elas sdo divididas em classes A, B e D. As enzimas de classe
A incluem as familias KPC, IMI e SME; elas hidrolisam as penicilinas e as
cefalosporinas de uma maneira mais eficiente do que os carbapenémicos. As de
classe B (metalo-beta-lactamase ou MBL) agrupam as familias VIM, IMP e SPM,;
elas hidrolisam carbapenémicos mas, ndo, 0 aztreonam. A maioria das
carbapenemases da classe D pertencem a familia OXA; elas hidrolisam muito
fracamente os carbapenémicos (THOMSON, 2010).

As quinolonas e fluoroquinolonas sdo drogas que inibem as topoisomerases
do tipo Il (DNA girase e a topoisomerase 1V), podendo formar complexos tanto com
0 DNA como com essas proteinas e, assim, a transcricdo e replicacdo do DNA néo
sdo permitidas (STRAHILEVITZ e HOOPER, 2005). A resisténcia a essa classe de
antimicrobianos ocorre pela somatéria de mutagGes nessas duas enzimas (DRLICA e
ZHAO, 1997). Além disso, a presenca do gene gnr confere resisténcia adicional as
quinolonas, oferecendo protecdo aos alvos do antibidtico. Esses genes estdo
geralmente localizados em elementos genéticos moveis, como plasmidios; no
entanto, também foi identificado como parte do SXT (elemento conjugativo
integrativo) (KIM et al, 2010).

As tetraciclinas sdo agentes bacteriostaticos de amplo espectro que inibem a
sintese de proteinas ligando-se & subunidade 30S do ribossomo (PEREZ-
TRALLERO e IGLESIAS, 2003). Bombas de efluxo e proteinas de protecédo

ribossomal sdo os fatores mais relevantes de resisténcia a essa classe de antibiotico

30



(PEREZ-TRALLERO e IGLESIAS, 2003). Elementos genéticos, como transposons
e integrons, podem conter genes de resisténcia e se transferir para outras bactérias.
Os genes tet e otr estdo envolvidos na resisténcia a esse antimicrobiano, sendo que o
tet pode codificar tanto bomba de efluxo como causar modificacao ribossémica. Nas
bactérias Gram-negativas, 0 mecanismo mais comumente encontrado é a bomba de

efluxo (VICENTE e PEREZ-TRALLERO, 2010).

1.5 Vibrio spp E RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Os microrganismos encontram maneiras de evitar os efeitos de diferentes
classes de antibidticos tornando-se resistentes a maultiplas drogas, o que tem
importancia clinica porque interfere no tratamento efetivo da doenca, fazendo com
que o paciente possa sucumbir a doenca (LEVY e MARSHALL, 2004). Essa
caracteristica pode ocorrer de diferentes modos, como bombas de efluxo, enzimas de
inativacdo, impermeabilidade ao antimicrobiano ou por mudanca no sitio-alvo do
antibiotico. Esses mecanismos podem ser intrinsecos ou ocorrer pela aquisi¢do de
genes de resisténcia através mutagdes cromossomais ou, ainda, por troca de material
genético que acontece mais comumente pela transducdo, conjugacdo ou
transformacdo mediada por plasmidios, transposons, integrons e outros elementos
genéticos (ALESKUN e LEVY, 2007).

Transducdo é o processo no qual a transferéncia de genes entre bactérias €
mediada por bacteriéfagos (MILLER, 2001). Na conjugacao, duas bactérias unem-se

temporariamente através do pili sexual e parte do DNA plasmidial da célula doadora
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¢ passado para a receptora (GROHMANN et al, 2003). A transformacdo acontece
quando uma bacteéria incorpora moléculas de DNA em seu meio e este passa a fazer
parte de sua informacdo genética (LORENZ e WACKERNAGEL, 1994).

A maioria dos plasmidios sdo moléculas de DNA de fita dupla circulares
extracromossdmicas, que podem estar presentes em multiplas copias em uma célula
bacteriana (BENNETT, 2008). Eles se replicam independentemente do
microrganismo apesar de utilizarem-se da maquinaria de reproducéo deste, sendo que
os plasmidios conjugativos possuem a capacidade de se auto-transportarem e
também de transferir outros plasmidios de uma célula para outra (BENNETT, 2008).
Sdo referidos como elementos acessOrios porque ndo Sao essenciais para a
sobrevivéncia bacteriana, no entanto, podem conter genes que conferem alguma
vantagem adaptativa em determinadas condi¢cGes ambientais, tal como resisténcia a
elementos tdxicos ou capacidade invasiva (BENNETT, 2008) e, por isso, sdo
considerados agentes importantes na disseminacdo de determinantes de importancia
clinica e ambientais (WILKINS e THOMAS, 2000; BENNETT, 2008).

Transposons sdo seqiiéncias de DNA que tém a capacidade de se transportar
para diferentes posi¢cdes dentro do genoma (LODISH et al, 2002b), podem existir em
plasmidios, em outros transposons ou no cromossomo do hospedeiro (ALEKSHUN e
LEVY, 2007). Ha diferentes familias de transposons, sendo que o mais simples
geralmente possui um segmento de DNA flanqueado por repeti¢cdes invertidas, as
quais sdo reconhecidas pela transposase, a enzima que catalisa a excisao e inser¢éo
desses elementos (JUDSON e MEKALANOS, 2000).

Os integrons sdo elementos genéticos que representam um sistema de captura

de quadros abertos de leitura (do inglés, ORF: open reading frames), os quais se
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encontram em um componente mével chamado gene cassete (ROWE-MAGNUS e
MAZEL, 2001). Acredita-se que ndo sdo moveis, contudo sdo tipicamente
encontrados em transposons e/ou plasmidios, 0s quais catalisam sua propria
mobilidade (ROWE-MAGNUS e MAZEL, 2001). A estrutura dos integrons é
formada por: um fragmento que codifica uma integrase (int) pertencente a familia da
tirosina recombinase; um sitio que é responsavel pela catélise entre attl e attC; um
sitio de recombinacdo especifica (attl) e um promotor (Pant), podendo existir um
outro promotor mais forte (P,) (SABATE e PRATS, 2002).

A capacidade de integrar genes externos dispensando o reconhecimento de
promotores ou a origem de replicacdo possibilita aos microrganismos usufruirem de
uma variedade de cassetes do meio ambiente local e, assim, auxiliar a transferéncia
genética entre os diferentes grupos de bactérias, inclusive entre os altamente
divergentes (NEMERGUT et al, 2008).

Os genes cassetes podem existir como moléculas circulares livres (HALL e
COLLIS, 1998), normalmente ndo tém promotores e ndo séo ladeados por repeticdes
invertidas, diferente do que acontece no transposon (KOVALESKAYA, 2002).
Comumente estdo inseridos num integron, tornando-se parte deste (FLUIT e
SCHMITZ, 1999) e sua expressdao se da quando séo introduzidos de forma que
tenham uma orientacdo apropriada no integron (KOVALESKAYA, 2002). Os
cassetes geralmente possuem um Unico gene ou ORF e uma seqléncia de
recombinacdo sitio especifica reconhecida pela integrase na posicdo 3", chamada
attC (HALL e COLLIS, 1998). A maioria dos sitios attC sdo exclusivos, sua
sequéncia e comprimento ndo sdo conservadas e, portanto, variam muito; e as

similaridades estdo restritas as fronteiras RYYYAAC e G|TTRRRY, que
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correspondem ao sitio central inverso e ao sitio central respectivamente, sendo que a
seta indica o ponto de recombinacdo (ROWE-MAGNUS et al, 1999).

As trés primeiras classes de integrons contém genes que conferem resisténcia
a antibioticos (SABATE e PRATS, 2002) e, por isso, sdo conhecidos também como
integrons de resisténcia (IR) (ROWE-MAGNUS e MAZEL, 2001), sendo que 0s
pertencentes a classe 1 sdo os mais encontrados na clinica (SABATE e PRATS,
2002).

Integrons de classe 1 sdo organizados em duas seqiiéncias conservadas: na
porcdo 5° tem-se a estrutura comum a todos ja descrita anteriormente; e na 3" ha dois
genes fixos de resisténcia, um para compostos de aménio quaternario (qack Al) e
outro para sulfonamidas (sull) (MAZEL, 2006).

Ja foram relatados cassetes para betalactamicos, aminoglicosideos,
trimetoprim, cloranfenicol, rifampicina e outros agentes quaternarios no integron de
classe 1 (FLUIT e SCHMITZ, 1999). Em 2004, AHMED et al estudaram um isolado
de V. fluvialis multi-resistente e detectaram a presenca de dois genes cassetes
relacionados com a resisténcia a aminoglicosideos no integron de classe 1 do
cromossomo de V. fluvialis: o primeiro ¢ o aac(3)-ld que corresponde a
aminoglicosideo transferase e confere resisténcia principalmente a gentamicina; e o
segundo é o aadA7 que se relaciona com a aminoglicosideo adeniltransferase,
proporcionando resisténcia a estreptomicina e espectinomicina. Algumas cepas
continham integrons de classe 1 e integrases de SXT (elemento genético auto-
transmissivel), no entanto, parece que a resisténcia a esses antibioticos se da
principalmente por mutacdes no gene gyrA e/ou presenca de bombas de efluxo

(AHMED et al, 2004).
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SRINIVASAN et al (2006) realizaram um estudo no qual mostraram que V.
fluvialis isolados de pacientes entre 1998 a 2002 eram resistentes a quinolonas (acido
nalidixico e ciprofloxacina), e a possivel explicacdo para essa caracteristica seriam
mutacdes na regido que determina resisténcia a essa classe de antibidticos no gene
gyrA e/ou a presenca de bombas de efluxo.

Em 1998, MAZEL et al identificaram no cromossomo pequeno de V.
cholerae O1 um gene de integrase, o intl4, com organizacdo semelhante as
sequéncias repetidas de V. cholerae (VCRs, do inglés Vibrio cholerae repeated
sequences) e relataram sua presenca também em V. metschnikovii, V. mimicus e V.
parahaemolyticus assim como ROWE-MAGNUS et al (1999) detectaram sua
existéncia em V. fischerii. Essa estrutura foi denominada super-integron (MAZEL et
al, 1998) tendo como caracteristicas 126 Kb, pelo menos 179 copias de VCR
(ROWE-MAGNUS et al, 1999) e sitio attC dos seus genes cassetes serem altamente
relacionados e espécie-especificos (ROWE-MAGNUS e MAZEL, 2001).

Sugere-se que 0s super-integrons (SI) sejam 0s ancestrais dos integrons de
resisténcia multipla (MRI, do inglés multiple resistance integrons) devido a sua
relacdo com a radiacdo das gammaproteobacteria (ROWE-MAGNUS et al, 2001).
De acordo, com ROWE-MAGNUS et al (2002), os MRIs recrutam genes de
resisténcia diretamente dos Sls que, entdo, sdo disseminados. No entanto, o0s
integrons também podem estar envolvidos com viruléncia jA que o0 gene para a
hemaglutinina (VAN DONGEN et al, 1987) e o para a enterotoxina termoestavel
(OGAWA e TAKEDA, 1993) estdo estruturados como cassetes. Além disso, foram

demonstradas funcGes metabolicas em trés genes cassetes de Sl, indicando que 0s
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integrons funcionam como um sistema de adaptacao bacteriano e que possivelmente
possuem essa atividade ha milhdes de anos (ROWE-MAGNUS et al, 2001).

Em 1992, um novo sorogrupo de V. cholerae, denominado O139 Bengal,
causou surtos de célera na india e em Bangladesh. Observou-se que esses isolados
eram resistentes a sulfametazol e trimetoprim, furazolidona e, em baixos niveis, a
estreptomicina (WALDOR et al, 1996). Os genes que conferiam resisténcia a
sulfametoxazol, trimetoprim e estreptomicina estavam contidos em uma estrutura
chamada elemento SXT (WALDOR et al, 1996), que por ser conjugativo, auto-
transmissivel e integrativo recebeu o acronimo CONSTIN (do inglés, conjugative,
self-transmissible, integrating element) (HOCHHUT e WALDOR, 1999).

O SXT se integra na regido 5’ do pfrC, um gene ndo-essencial que codifica o
fator 3 de liberacdo da cadeia polipeptidica (RF3) encontrado no cromossomo maior
de V. cholerae (HOCHHUT e WALDOR, 1999). A integracdo e excisdo desse
elemento estdo relacionadas com a recombinagdo sitio-especifica dos fagos
lambddides porque ha formagdo de uma estrutura intermedidria extracromossémica
circular essencial para sua transferéncia, e ha necessidade de se codificar a Int, uma
tirosina recombinase que possui similaridade com a familia da integrase lambda
(HOCHHUT e WALDOR, 1999).

Em 1995, YAMAMOTO et al observaram que os isolados de V. cholerae O1
El Tor reemergentes eram o principal agente dos surtos de colera no subcontinente
indiano, e que tinham o mesmo padrdo de resisténcia do O139. Os genes que
conferiam essa resisténcia estavam num CONSTIN altamente relacionado, mas ndo
idéntico ao elemento do V. cholerae 0139 (HOCHHUT e WALDOR, 1999). Em

um estudo comparativo entre 0 SXT dos dois sorogrupos, foi observado que a
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resisténcia de 0139 ao trimetoprim era devido a presenca de um novo gene (dfrl8), e
que as cepas que eram sensiveis a esse antibidtico provavelmente sofreram delecéo
(HOCHHUT et al, 2001). Além disso, apesar de o V. cholerae O1 El Tor ter a
mesma organizacdo do SXT do 0139, ele ndo possui o gene dfrl8 e que sua
resisténcia ao trimetoprim se dava pelo gene dfrAl contido em um integron de classe
4 que, por sua vez, localizava-se no CONSTIN (HOCHHUT et al, 2001),
demonstrando que o SXT faz parte de um grupo de elementos genéticos
transmissiveis que contribuem consideravelmente para a distribuicdo de resisténcia
aos antimicrobianos (HOCHHUT et al, 2001; IWANAGA et al, 2004,
MOHAPATRA et al, 2008) através da transferéncia horizontal de genes entre
bactérias Gram-negativas ja que sdo capazes de mobilizar plasmidios e DNA
cromossémico (HOCHHUT et al, 2000), e que os genes contidos nele provavelmente
ndo sdo caracteristicas intrinsecas dessa familia (HOCHHUT et al, 2001;
MOHAPATRA et al, 2008).

AHMED et al (2005) isolaram de um infante de 6 meses de idade uma cepa
de V. fluvialis que apresentou 0 mesmo padréo de resisténcia do V. cholerae O139 e
O1 El Tor. Ao estudarem a base genética dessa caracteristica, detectaram a presenca
de um elemento semelhante ao SXT, contudo os genes para a integrase e o sitio attP
eram diferentes dos do V. cholerae, indicando que o SXT pode ter sido transferido
horizontalmente do V. cholerae para o V. fluvialis ou que esse possa ser um tipo
variante (AHMED et al, 2005).

Atualmente, o SXT é classificado como um elemento conjugativo integrador
(ICE, integrating conjugative element) (BURRUS et al, 2006). Os ICEs possuem

caracteristicas semelhantes aos plasmidios e aos fagos, porque se transferem via
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conjugacéo e ndo se replicam de forma autbnoma, respectivamente (BURRUS et al,
2006).

Apesar de serem conhecidos pela sua relagdo com resisténcia a
antimicrobianos, supde-se que esses elementos também podem conferir outras
vantagens, pois foram encontrados ICEs sem esses genes, confirmando que aqueles
possuem um papel importante na adaptacdo bacteriana (BURRUS et al, 2006;

TAVIANI et al 2008).

1.6 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Vibrio fluvialis é bacilo halofilico Gram-negativo originalmente designado
grupo F na Inglaterra (FURNISS et al, 1977) e EF6 nos Estados Unidos (HUQ et al,
1980). Essa bactéria pertence a familia Vibrionaceae (FARMER |11 e JANDA, 2005)
é comumente encontrada em meios aquéaticos tanto no sedimento como na coluna
d’agua, ou associados com plantas e animais aquaticos, principalmente em ambientes
estuarinos e marinhos (SEIDLER et al, 1980; HUQ et al, 1985; DUMONTET et al,
2000), mas também ja foi isolada de agua doce (VENKATESWARAN et al, 1989;
RAHIM e AZIZ, 1994). Membros dessa familia sdo importantes agentes etioldgicos
de diarreia pelo mundo (LESMANA et al, 2002). A espécie mais conhecida € o V.
cholerae por ter causado sete pandemias (SACK et al, 2004). O mecanismo de
viruléncia do Vibrio cholera tem a capacidade de levar o individuo rapidamente a
desidratacdo devido a grande perda de agua e eletrélitos, podendo chegar ao choque
e até a morte (SACK et al, 2004). Porém, o numero de espécies pertencentes ao

género Vibrio que sdo capazes de causar diarréia em humanos tem aumentado nos
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ultimos anos (LESMANA et al, 2002), dentre elas esta o V. fluvialis (FARMER 11l e
JANDA, 2005).

Este microrganismo foi inicialmente isolado de casos esporadicos de diarréia
nos Estados Unidos (HUQ et al, 1980) e na Inglaterra (FURNISS et al, 1977). Mas
passou a ser reconhecido como um importante patdgeno apds um surto em
Bangladesh entre 1976 e 1977, no qual foi isolado de mais de 500 pessoas,
especialmente infantes, criancas e jovens adultos (HUQ et al, 1980). Os sintomas séo
similares aos do V. cholerae, com os pacientes apresentando diarréia, dor abdominal,
desidratacdo moderada a severa e, em alguns casos, febre (HUQ et al, 1980). Uma
caracteristica importante é a alta frequéncia de sangue e pus presentes nas amostras
de fezes (HUQ et al, 1980), diferentemente do que acontece na colera (BLAKE et al,
1980). Existem evidéncias de que o principal fator que contribui para a patogénese
nos casos de gastrenterite e diarréia por V. fluvialis seja uma hemolisina (HAN et al,
2002; KOTHARY et al, 2003) apesar de esse microrganismo produzir diversas
toxinas e o papel de cada uma ainda néo ser bem estabelecido (LOCKWOOD et al,
1982; HUQ et al, 1985; KOTHARY et al, 2003).

Acredita-se que a infeccdo esteja relacionada com o consumo de peixes e/ou
frutos-do-mar crus ou mal-cozidos contaminados, principalmente ostras ja que
podem concentrar o microrganismo atraves da filtracdo da agua (SCHANDEVYL et
al, 1984; RIPABELLI et al, 1999; SERRATORE et al, 1999; MAUGERI et al, 2000;
BUTT et al, 2004). Além disso, os pacientes geralmente relatam a ingestdo desses
produtos aproximadamente sete dias antes do atendimento médico (ALTEKRUSE et

al, 2000; ALLTON et al, 2006).
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As infecgbes mais comumente provocadas por V. fluvialis sdo a gastrenterite
e a diarréia (LESMANA et al, 2002; KOTHARY et al, 2003; TSAI et al, 2004),
sendo que o microrganismo ja foi isolado de fezes de individuos diarréicos em
diversas regides: Estados Unidos (TACKET et al, 1982; HICKMAN-BRENNER et
al, 1984), Brasil (CARVALHO et al, 1994), Indonésia (LESMANA et al, 2002),
Tailandia (SRIENGFUNG et al, 2004), india (AHMED et al, 2005;
CHAKRABORTY et al, 2005), Taiwan (LAl et al, 2006) e Costa do Golfo
(ALLTON et al, 2006). No entanto, ja foram descritos casos extraintestinais (TSAI et
al, 2004; HUANG e HSU, 2005; RATNARAJA et al, 2005; RODRIGUEZ et al,
2005; LAI et al, 2006; LEE et al, 2008), como sepse (LAI et al, 2006) e lesdo
cutanea (TSAI et al, 2004), que podem causar complicacdes e levar a morte,
especialmente pessoas imunocomprometidas (HUANG e HSU, 2005; RATNARAJA
et al, 2005; LEE et al, 2008).

A sepse pode se desenvolver quando a bactéria invade a circulacdo sangliinea
pela veia-porta ou pelo sistema linfatico intestinal gragas a diarréia persistente
(TACKET et al, 1982). Individuos que apresentam alguma doenca crbnica, como
diabetes ou uma desordem hepética (LAI et al, 2006), ou que possuam o sistema
imune deprimido sdo os mais afetados (FARMER I11 e JANDA, 2005) e os sintomas
comumente encontrados sdo: febre, hipotensdo, prostracdo, nauseas e vOmitos
(TACKET et al, 1982). O agente etiologico envolvido com esse quadro geralmente é
o V. vulnificus (RENGPIPAT et al, 2008), no entanto LAI et al (2006) relataram um
caso de sepse provavelmente causado por V. fluvialis em um homem de 65 anos,

apesar de este negar ter ingerido frutos-do-mar e ndo ter apresentado febre.
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Outra infeccdo extraintestinal importante é a ocasionada em feridas cutaneas,
sejam elas cortes, picadas ou queimaduras, e que entram em contato com a superficie
da agua ou de animais aquaticos contaminados (FARMER |1l e JANDA, 2005). Os
individuos exibem bolhas, inchaco e sensibilidade na regido infectada, evoluindo
para necrose; podem ter ainda calafrios, mal-estar generalizado, febre e hipotenséo
(TSAI et al, 2004). Em um estudo com pessoas que exerciam alguma atividade
ocupacional relacionada ao contato com a agua ou manipulacédo de peixes ou frutos-
do-mar, que estavam hospitalizadas devido a infeccdo de pele grave, foi isolado V.
fluvialis em um dos pacientes (TSAI et al, 2004). Além disso, ja foram observadas
outras complicacbes mais raras causadas por essa bactéria emergente, incluindo
encefalite (HUANG e HSU, 2005), peritonite em pacientes recebendo
(RATNAJARA et al, 2005) ou ndo dialise peritoneal ambulatorial continua (LEE et
al, 2008) e otite severa (RODRIGUEZ et al, 2005), mostrando que a infecgdo por V.
fluvialis pode ser mais ampla do que atualmente estimado e que, por esse motivo,
necessita de estudos mais aprofundados.

A identificacdo desse microrganismo por métodos fenotipicos, mesmo pelos
automatizados, ainda permanece um problema devido a sua grande similaridade com
Aeromonas hydrophila e Vibrio furnissii (SEIDLER et al, 1980; LEE et al, 2008). E
por essa razdo que o desenvolvimento de marcadores moleculares sensiveis, e
rapidos na determinacdo de uma espécie patogénica se faz necessédria para o
diagnostico correto e posterior tratamento, alem de ser atil para a vigilancia de
infeccdes esporadicas e o gerenciamento de surtos (TRACZ et al, 2007).

A resisténcia aos antibidticos entre as bactérias € uma manifestacdo da

evolucéo bacteriana (LEVY e MARSHALL, 2004; MAZEL, 2006). Ela pode ocorrer
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através de mutacOes e super-expressao de sistemas de efluxo. Sua disseminacéo pode
acontecer através de plasmidios, integrons e/ou transposons (SRINIVASAN et al,
2006). Existem descricOes a respeito da sensibilidade e resisténcia de V. fluvialis a
varios antibioticos (HUQ et al, 1980; TACKET et al, 1982; RAHIM e AZIZ, 1994;
DUMONTET et al, 2000; SRIFUENGFUNG et al, 2004; TSAI et al, 2004; AHMED
et al, 2005; HUANG e HSU, 2005; RATNARAJA et al, 2005; RODRIGUEZ et al,
2005; GROS, 2006; LAI et al, 2006; LEE et al, 2008), contudo a compreensdo e a
base genética desses dados ainda séo escassas (AHMED et al, 2004; AHMED et al,
2005).

Atualmente, conhece-se a presenca de um integron, que confere resisténcia a
aminoglicosideos (AHMED et al, 2004), e de um elemento integrativo conjugativo
(SXT), que faculta resisténcia a sulfonamidas, trimetoprim, aminoglicosideos e
cloranfenicol (AHMED et al, 2005).

A compreensao sobre a resisténcia aos antimicrobianos em V. fluvialis ainda
precisa ser explorada, pois sdo informagdes que podem levar ao sucesso terapéutico,
fazendo com que o paciente apresente melhora clinica mais rapidamente, evitando-se
complicacdes devido a infeccdo (HUQ et al, 1980; TSAI et al, 2004; RATNAJARA
et al, 2005; RODRIGUEZ et al, 2005; ALLTON et al, 2006), e conduzem & reducio
de custos porque ha utilizacdo de uma droga efetiva (LEVY e MARSHALL, 2004).

No Brasil, existem poucos relatos sobre a ocorréncia dessa espécie
(CARVALHO et al, 1994) e ndo ha estudos moleculares sobre a presenca de genes
de resisténcia, 0 que ressalta a importancia da correta e rapida identificacdo desse
patdgeno importante para a saiude publica, e o entendimento sobre a sua base

molecular da resisténcia a drogas terapéuticas.
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Considerando a justificativa apresentada foram propostos o0s seguintes objetivos:

1. Selecionar um marcador molecular que possa detectar e diferenciar Vibrio
fluvialis de V. furnissii e A. hydrophila;

2. Estudar o perfil de sensibilidade aos antibioticos de V. fluvialis e V. furnissii;

3. Pesquisar a presenca de SXT e 0s genes de resisténcia a antimicrobianos

relacionados a ele.

2 METODO

2.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

Foram utilizadas 77 isolados de V. fluvialis e 5 de V. furnissii da colecdo de
cultura do Laboratério de Saude Publica do Departamento de Prética de Saude
Publica da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo, previamente
isoladas e que foram mantidas em &gar Ldria 1% ou que estavam conservadas em

freezer -70°C.

2.2 TRIAGEM E IDENTIFICACAO DE Vibrio fluvialis

Os isolados utilizados foram previamente identificados fenotipicamente em
outros trabalhos realizados no Laboratério de Pratica de Saude Publica — FSP/USP.
Os testes realizados foram: oxidase, producédo de indol, lactose, glicose, producédo de

gas a partir da glicose, reducdo de nitrato a nitrito, arginina dihidrolase, lisina,
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ornitina, lactose, arabinose, manitol, salicina, esculina, vermelho de metila, Voges-
Proskauer, crescimento em caldo com 0%, 6%, 8% e 10% de NaCl.

O crescimento dos isolados foi realizado em caldo Luria Bertani adicionado
de 1% de NaCl (Luria 1%) por 18 a 24 horas em temperatura de 35°C + 2 , e
posterior reisolamento em meio seletivo para espécies de Vibrio - &gar TCBS
(Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose) - nas mesmas condi¢des de tempo e
temperatura. Foram realizados testes de producdo das enzimas catalase e citocromo
oxidase ap0s o cultivo em &gar Luria com 1%, com confirmacdo da espécie através

da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, Polimerase Chain Reaction).

2.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

2.3.1 Extracdo do DNA Gendmico

Para a extracdo do DNA gendmico foi utilizado o método CTAB (brometo de
cetil-trimetilaménio) (MURRAY E THOMPSON, 1980), com algumas
modificagdes:

Os isolados foram semeados em 10mL de caldo Luria 1% que foram
incubados em temperatura de 35°C + 2°C, por 18 a 24 horas. A seguir, as culturas
foram centrifugadas a 5000rpm por 10 minutos a 24°C e o sobrenadante descartado.
O pellet foi ressuspendido com 1mL de &gua ultrapura e transferido para um tubo
tipo eppendorf de 1,5mL. O resultante foi novamente centrifugado a 10000rpm por 5
minutos a 24°C com posterior descarte do sobrenadante. O pellet foi novamente

ressuspendido com 567uL de solugdo tamponante TE | (Tris 10mM, pH 8.0; EDTA

1mM, pH 8.0), acrescentados de 30uL de solucdo a 10% de SDS (Dodecil sulfato de
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sodio) e 3uL de proteinase K (20mg/mL). Apds a homogeneizagdo por inversdo, o
resultante foi mantido em banho de &gua a 37°C por 1 hora. ApoGs esse periodo,
foram adicionados 100uL de solugcdo 5M de NaCl e 80ul de CTAB pré-aquecido a
65°C. Em seguida, os tubos foram homogeneizados e incubados em banho de agua a
65°C por 20 minutos. Esperou-se esfriar em temperatura ambiente. Adicionou-se
500uL de solucéo cloroférmio-alcool isoamilico (proporcéo 24:1), homogeneizou-se
completamente e centrifugou-se a 10000rpm por 25 minutos a 24°C. A fase superior
(aquosa) resultante foi transferida para um novo tubo tipo eppendorf de 1,5mL onde
foram acrescentados 5uL. de RNAse (1000 ug/mL) e, entdo, incubados novamente a
37°C por 1 hora. Apo6s o periodo de incubacdo, foram acrescentados a cada tubo,
500uL de cloroféormio e em seguida homogeneizado com vigor. O produto foi
centrifugado a 10000rpm por 15 minutos a 24°C. A fase superior obtida foi
transferida para um novo tubo tipo eppendorf de 1,5mL, no qual foram adicionados
500uL de isopropanol gelado. O DNA foi precipitado fazendo-se movimentos
rotatdrios e, entdo, centrifugado a 10000rpm por 5 minutos a 24°C e o sobrenadante
descartado. Apds a precipitacdo, os DNAs foram lavados com 1mL de etanol 70% e,
novamente, centrifugados a 10000rpm por 5 minutos a 24°C sendo o sobrenadante
descartado. Os tubos foram secos sob vacuo por um periodo de 18 horas. No dia
seguinte, o DNA foi eluido com 50uL de solug@o tamponante TE II (Tris 10mM, pH
8.0; EDTA 0,1mM, pH 8.0) e armazenado a 4°C. Apds 24 horas, verificou-se a
qualidade do DNA por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2% em intensidade
de corrente de 6V/cm por 30 min. O DNA foi mantido a 4°C até o momento de ser

utilizado na amplificacéo pela reagcdo em cadeia pela polimerase.
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2.3.2 Construcéo do Iniciador para Detecgédo

Foi realizado o alinhamento manual, utilizando o programa BioEdit (HALL,
1999), das sequéncias do 16S rDNA de todas as espécies de Vibrio descritas na
literatura, disponiveis no banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A seguir, foram identificadas regies de
variabilidade, entre as diferentes espécies e que fossem capazes de diferenciar Vibrio
fluvialis e V. furnissii. O programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3.cgi) foi utilizado com a finalidade de selecionar as melhores
regides para serem utilizadas no desenho dos iniciadores. A especificidade dos
iniciadores foi testada com as seqiiéncias disponiveis no GenBank utilizando o
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, disponivel em

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (BAUER e RARVIK, 2007).

2.3.3 Amplificagdo dos Fragmentos Correspondentes ao 16S rDNA de

Vibrio fluvialis Utilizando Iniciadores Especificos

Os fragmentos 16S do DNA dos isolados utilizados no estudo foram
amplificados por PCR com iniciadores especificos para diferenciacdo de Vibrio
fluvialis e V. furnissii. Apés a construcdo do iniciador para identificacdo, a reacdo se

deu da seguinte forma:
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Para cada 25uL de reacdo foram utilizados 5puL de DNA (50ug/uL); 2,5uL de
tampdo 10x; 0,2uL de solucdo DNTP 25 mM; 0,4uM de cada iniciador, 1,25U de
polimerase termoestavel (GoTag-polimerase) e agua estéril suficiente para completar
0 volume de 25pL.

Para amplificacdo do fragmento, foi empregado um ciclo inicial a 95°C por 7
minutos; 30 ciclos compreendendo denaturagdo a 95°C por 2 minutos, anelamento a
66°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; e um Unico ciclo de extensdo
final a 72°C por 5 minutos e manutencdo a 4°C até a retirada do termociclador. Como
controle positivo foi utilizado um isolado de V. fluvialis (FSP 29/08, para reacdo com
VFLU-F) e um de V. furnissii (FSP 33/08, para reacdo com VFUR-F) pertencentes a
colecdo de cultura e previamente submetidas ao seqtienciamento e, como controles
negativos, um isolado de V. cholerae e um de Aeromonas hydrophila da cole¢édo de
cultura do Laboratério de Saude Publica da Faculdade de Salde Publica da

Universidade de S&o Paulo.

2.3.4 Amplificagdo de Genes Responsaveis pela Resisténcia aos

Antibidticos em Isolados de Vibrio fluvialis

Os iniciadores para 0s genes de resisténcia estdo descritos no Quadro 1. Os
iniciadores, condigdes e ciclos de reagcdo foram modificados de acordo com o estudo

proposto por AHMED et al (2005).
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Quadro 1 — Iniciadores para genes responsaveis por resisténcia aos antibioticos
utilizados para o estudo de Vibrio fluvialis

Nome do Tamanho do
Gene Iniciador Sequéncia de Nucleotideos (5" para 3') fragmento
floR FLOR - F TTATCTCCCTGTCGTTCCAGCG
FLOR-B TCGTCGAACTCTGCCAAAGC 915pb
sulll SUL2 -F AGGGGGCAGATGTGATCGAC
SUL2-B TGTGCGGATGAAGTCAGCTCC 606pb
StrA STRA-F TTGATGTGGTGTCCCGCAATGC
STRA-B CCAATCGCAGATAGAAGGCAA 384pb
dfris TMP - F TGGGTAAGACACTCGTCATGGG
TMP - B ACTGCCGTTTTCGATAATGTGG 389pb
sitio attP attP- F TGCTGTCATCTGCATTCTCTG
attP- B GCCAATTACGATTAACACGACGG 785pb
it SXT Int - SXT - F CCCAAAGCAGAATCACGTAA
Int - SXT - B GAAGATTTGGAGGAGTATGAG 1350pb

Adaptado de Ahmed et al, 2005

Para cada 25uL de reagdo foram utilizados 5uL de DNA (50pg/uL); 2,5uL de
tampdo 10x; 2,5 mM de cloreto de magnésio; 0,2uL de solugdo DNTP 25 mM,;
0,4uM de cada iniciador, 1,25U de polimerase termoestavel (Tag-polimerase) e 4gua
estéril suficiente para completar o volume de 25uL.

Para amplificacdo com os iniciadores de genes de resisténcia de Vibrio
fluvialis, foi empregado um ciclo inicial a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos
compreendendo denaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1
minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos; e um Unico ciclo de extensdo final a 72°C
por 10 minutos e manutencdo a 4°C até a retirada do termociclador. Foi utilizado
como controle positivo 0 DNA de uma cepa de Vibrio cholerae 0139 da colecdo de
cultura do Laboratorio de Salde Publica da Faculdade de Salde Publica da

Universidade de S&o Paulo.
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2.3.5 Visualizacdo e Analise dos Produtos da PCR

O produto final da amplificacdo de cada isolado foi separado por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,2%, em intensidade de corrente de 6V/cm. Os perfis
foram corados com Brometo de Etidio e visualizados em sistema de aquisicdo de
imagens Epi Chemi Il Darkroom (UVP) e o sofware Labworks (UVP).

As bandas obtidas no gel foram verificadas para correspondéncia ao tamanho
das bandas de genes de resisténcia descritos na literatura através de comparacdo com
um marcador de peso molecular 100pb (MassRuler DNA Ladder, Fermentas). As

amostras que apresentaram tais bandas foram consideradas positivas.

2.3.6 Sequenciamento do Fragmento 16S rDNA

A amplificacdo do fragmento 16S rDNA foi realizada em termociclador
(Mastercycler Gradient, Eppendorf), utilizando iniciadores especificos, ciclos e
condicdes de reacdo descritos por THOMPSON et al, 2001. Em um volume final de
25uL de reacdo foram adicionados 250 pL de DNA, tampdo10X, 200uM de DNTPs,
0,2uM de cada iniciador e 1,25U Tag-DNA-polimerase.

O sequenciamento foi utilizado para confirmacdo do posicionamento
taxondémico de alguns isolados (Quadro 3). Também foram sequenciados 0s
amplicons correspondentes aos genes de resisténcia aos antibioticos do SXT para
determinacéo da especificidade dos iniciadores utilizados nesse estudo.

Os amplicons foram purificados utilizando Kit comercial GFX PCR DNA

and gel Band Purificacdo Kit (GE Healthcare) de acordo com as instrucdes do
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fabricante. Os amplicons foram enviados para sequenciamento nas duas direcoes
utilizando os iniciadores correspondentes (Genomic Engenharia Molecular).

As sequéncias resultantes foram alinhadas manualmente contra sequéncias
disponiveis no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
por meio do sistema BLAST (Basic Local Alignment and Search Tool , disponivel
em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (BAUER e RORVIK, 2007). As
distancias filogenéticas para o fragmento 16S rDNA foram computadas utilizando o
método de maxima verossimilhanca (TAMURA et al, 2007) e foram consideradas na
forma de numero de unidades de substituicdes utilizando o programa MEGA 4.1

(Beta 3) disponivel online em http://www.megasoftware.net/mega41.html.

2.4 ANTIBIOGRAMA

Para deteccdo do perfil fenotipico de resisténcia aos diferentes antibidticos foi
empregado o teste de disco-difusdo em agar Mueller-Hinton, segundo os critérios do
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para V. cholerae (2009)
utilizando sulfametaxazol-trimetoprim, cloranfenicol, ampicilina, tetraciclina, e ainda
0 protocolo recomendado para Enterobacterias (2009) utilizando estreptomicina,
gentamicina, acido nalidixico, ciprofloxacina, cefalotina, cefoxitina, cefepima,
cefotaxima e meropenem. Apos a obtencdo de colbnias isoladas, foram transferidas
para caldo salina. A suspensdo com turbidez de 0,5 de acordo com a escala
McFarland (~1,5 x 108 UFC/mL) foi semeada em placa de Mueller-Hinton com o
auxilio de um swab embebido na suspensao ja padronizada. Os discos de antibiéticos

foram distribuidos sobre as placas, contendo 0s microrganismos em estudo, as quais
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foram incubadas por 16-18 horas a 35°C + 2°C. O diametro das zonas de inibicéo foi
medido em milimetros, incluindo o didmetro do disco. Os isolados foram
considerados susceptiveis, intermediarios ou resistentes de acordo com o didmetro do
halo de inibicdo de crescimento. Foram realizadas trés repeticdes na tentativa de
induzir a expressédo de resisténcia. Entdo, col6nias que foram observadas dentro da
zona de inibicdo foram reisoladas e repassadas no teste de disco-difusdo para se

confirmar o resultado.

3 RESULTADOS

3.1 IDENTIFICACAO DE Vibrio fluvialis UTILIZANDO
INICIADORES ESPECIFICOS

Da pesquisa por regifes do 16S rRNA para identificacdo de Vibrio fluvialis
foi observado que uma regido possuia diferencas capazes de separar Vibrio fluvialis
das demais espécies de Vibrio, porém essa regido apresentava apenas 2 nucleotideos
de diferenca da espécie mais proxima V. furnisii (Figura 1). O Quadro 2 apresenta as
sequéncias dos iniciadores selecionados no presente estudo para identificacdo de V.
fluvialis. Com a selecdo de uma regido especifica, optou-se por utilizar um dos
iniciadores senso ou anti-senso previamente descrito por THOMPSON et al, 2001
para obtengdo de fragmento compativeis de serem separados em géis de agarose de
baixa concentragéo, ou seja entre 500 e 1000 pares de bases. Com a realizagéo dos

experimentos, o iniciador reverso genérico proposto por THOMPSON et al, 2001,
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foi o que apresentou melhor desempenho na amplificacdo e diferenciacdo dos

controles positivos e negativos fornecendo um fragmento de 1068 pb.

Quadro 2 - Iniciadores utilizados para identificacdo e diferenciacdo de Vibrio

fluvialis das demais espécies de Vibrio com base no gene 16S rDNA.

Espécie-

alvo Iniciador Sequéncias (5" - 3") Fonte Tamanho

V. fluvialis VFLU-F GCAGTGAGGAAGGAGGTATC Este estudo L0680h
Y

Thompson
etal., 2001

V. furnissii  VFUR-F GCAGTGAGGAAGGGGATATC Este estudo

Genérico  MH2-R TACCTTGTTACGACTTCACCCCA
1068pb

Quando as reacdes de PCR foram realizadas com os controles positivos e
negativos e também com os isolados que deveriam ser identificados, foi possivel
observar que a utilizacdo dos iniciadores VFLU-F e MH2-R amplificavam também
fragmentos nos isolados de V. furnissii, porém a amplificacdo com os iniciadores
VFUR-F e MH2-R somente amplificavam V. furnissii. Como conseqiiéncia foi
necessario realizar as reacGes de PCR com ambos iniciadores para a confirmacao da

identificacdo de V. fluvialis (Figura 2).
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Figura 2 — Eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose. A) Iniciadores
VFUR - F e MH2 — R. B) Iniciadores VFLU - F e MH2 - R. Para A e B: Coluna 1:
V. fluvialis (FSP 29/08). Coluna 2: V. furnisii (FSP 33/08). Colunas 3, 4, 5, 6, 8 e 10:
V. fluvialis identificado fenotipicamente (FSP 290/08, FSP 293/08, FSP 52/08, FSP
13/08, FSP 31/08 e FSP 52/08, respectivamente). Coluna 7: A. hydrophila. Coluna

9: Branco. M: Marcador de peso molecular.

Com o emprego dos iniciadores propostos 45,45% foram confirmadas como
V. fluvialis e 48,05% como V. furnisii, 11,7% ndo puderam ser confirmadas
utilizando os iniciadores desenhados no presente estudo e foram submetidas ao
sequenciamento do fragmento 16S para confirmacao do posicionamento taxonémico.
No Quadro 3, é possivel observar que dos 77 isolados inicialmente identificados
utilizando métodos fenotipicos como V. fluvialis, 35 foram confirmados como
pertencentes a essa espécie quando foi utilizado a PCR com iniciadores especificos
enquanto que 32 foram identificados como V. furnissii, e 1 isolado como Aeromonas
hydrophila. Com relacdo as 5 cepas identificadas fenotipicamente como V. furnissi,

molecularmente, 4 confirmaram pertencer a esta espécie ao passo que 1 foi
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identificada como V. fluvialis. Ao todo, 9 cepas ndo foram identificadas pela PCR.
Porém, quando a reacdo foi realizada novamente com os purificados dessas cepas, 0s

V. fluvialis apresentaram resultado positivo.

A figura 3 apresenta o posicionamento filogenético dos isolados que foram

sequenciados no presente estudo.
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410 420 430

V.furnissii(X76336)
V.fluvialis (X76335)
V.fluvialis (X74703)
V.ponticus (AJ630103)
Iniciador v. fluvialis
Iniciador V. furnisii
V.cholerae (K74695)
V.cholerae EL TOR(X74694)
V.aerogenes (AF124055)
V.alginolyticus (X56576)
V.alginolyticus (X74650)
V.cincinnatiensis (X74698)
V.harveyi (X74706)
V.metschnikovii (X74711)
V.mimicus (x74713)
V.parahaemolyticus (X74720)
V.vulnificus(X76333)
V.aestuarianus (X74683)
V.agarivorans (AJ310647)
V.albensis (EF032499)
V.areninigrae (EUL43360)
V.aspartigenicus (M98446)
V.atypicus (FJ009624)
V.azureus (AE428857)
V.brasiliensis (2J316172)
V.breoganii (EF5$9161)
V.campbellii (X56575)
V.casei (FJ968722)
V.chagasii (AJ316199)
V.comitans (DQ922915)
V.corallilyticus (AJ440005)
V.crassostreas (AJ582808)
V.cyelitrophicus (U57318)
V.diabolicus (X59762)
V.diazotrophicus (x74701)
V.ezurae (A¥426580)
V.fortis (AJ514916€)
V.gallaecicus (EU541605)
V.gallicus (AY257572)
V.gazogenes (X74705)
V.gigantis (AJ582810)
v.halioticoli(aB000330)
V.hangzhouensis (EU082035)
V.hepatarius (AJ345063)
V.hippocampi (FN421434)
V.hispanicus (A¥254040)
V.hispanicus (AY254033%)
V.ichthyoenteri (NBRC15847T)
V.inusitatus(DQ922920)
V.kanaloae (27316193)
V.litoralis (DQ0S7523)
V.lentus (2J278881)
V.marisflavi (FJ847833)
V.mangrovi (EUL44014)
V.mediterranei (X74710)
V.mytili (K99761)
V.natriegens (X74714)
V.navarrensis (x74715)
V.navarrensis (AJ580582)
V.neonatus (A¥426973)
V.neptunius (AJ316171)
V.nereis (X74716)
V.nigripulchritudo (x74717)
V.ordalii (X74718)
V.orientalis (X74713)
V.owensii (GUO18180)
V.pacinii (AJ216194)
V.pectenicida (¥13830)
V.penaeicida (NBRC15640T)
V.pomeroyi (AJ491230)
V.porterssiae (EF488079)
V.proteolyticus (X74723)
V.rarus (DQ914235)
V.rhizosphaerae (DQ847123)
V.rotiferianus (2J316187)
V.ruber (AF462458)
V.rumoiensis (AB013237)
V.scophthalmi (U46579)
V.shilonii (AFO07115)
V.sinaloensis (Dg451211)
V.splendidus (X74724)
V.superstes(2¥155585)
V.tapetis (¥08430)
V.tasmaniensis (AJ316192)
V.tubiashi (X74725)
V.xuii (AJ316181)

GCACRAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCG

GCACAATGGGCGCAAGCCTEATGCAGCCATEOCE

GCACRATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCG

GCACLATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGLCGOGTG

GCACAATGEGECGCAAGCCTEATGCAGCCATECCGCGTE

GCACRATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGEGTE

GCACEATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGLCGOGTG

GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGET

GCACRATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGLCG

GCACLATGGGECECARGCCTEATGCAGCCATECCGCETE

GCACRATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCG

GCACEATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGLCGOGTG

GCACAATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTE

GCACRATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGLCG

GCACAATGGGCGCAAGCCTEATGCAGCCATEOCE

GCACRATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGEGTE

GCACEATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGLOGE

GCACAATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTE

GCACRATGGGCGLAAGCCTGATGCAGCCATGLCGCGTE

GCACLATGGGEGAGACCCTEATGCAGCCATEOCE

GCACRATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGEGTE

GCACEATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGLOGE

GCACAATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTE

GCACRATGGGCGLAAGCCTGATGCAGCCATGLCGCGTE

GCACAATGGGCGCAAGCCTEATGCAGCCATEOCE

GCACRATGGGCGRRAAGCYTGATGCAGCCATGCCGCGTE

GCACEATGGGCGARAGCCTGATGCAGCCATGLCGOGTG

GCACAATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTE

GCACRATGGGCGLAAGCCTGATGCAGCCATGLCGCGTE

GCACLATGGGCEARAGCCTGATGCAGCCATECCGCETE

GCACRATGGCCGARAGCCTGATGCAGCCATNCCGOGTE

GCACEATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGLCGE

GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGET

GCACRATGGGCGLAAGCCTGATGCAGCCATGLCGCGTE

GCACAATGGGCGCARGCCTEATGCAGCCATGCCGCGTE

GCACRATGGGCGARAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTE

GCACEATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGLCGOGTG

GCACAATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTE

GCACRATGGGCGARAGCCTGATGCAGCCATGLCGCGTE

GCACAATGGGCGCARGCCTEATGCAGCCATGCCGCGTE

GCACRATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCG

GCACEATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGLCGOGTG

GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGET

GCACRATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCG

GCACAATGGGCGCAAGE TGATGCAGCCATGOCE

GCACRATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCG

GCACEATGGGCGARAGCCTGATGCAGCCATGCCGOGTG

GCACAATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTE

GCACRATGGGCGARAGCCTGATGCAGCCATGLCGCGTE

GCACAATGGGCGALAGCCTEATGCAGCCATGCCGCGTE

440 450 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570
GTGTAT TTTCAG! GATATCGTTARTAGCGGTATTCTTTGACGTTAGCTGCAGARGARGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTARTACGGAGEETGE
GTGTATG TTTCRGH GGA  GETATCGTTAATAGCGETATCTTTTGACGTTAGCTGCAGALGEAGCACCEECTARCTCCGTGOCAGCAGCCGLEETAATACGGAGEGTGE
GTGTAT TTTCAG! GGTATCGTTARTAGCGGTATCTTTTGACNTTAGCTGCAGARGARGCACCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGEETGE

T TTTC, T TCATGCGTTARTAGC! GTTACCTAC. ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTAATACGGEGGETGC
‘‘‘‘‘ GCAGTGAGGARGGA. . GETATC
‘‘‘‘‘ GCAGTGAGGARGGG. . GETATC
TG. TTT! GGT  GETTAAGTTAATACCTTAATCATTTGACGTTACCTACAGALGEAGCACCEECTARCTCCGTGOCAGCAGCCGLEETAATACGGAGEGTGE
T TTT! T GGTTALGTTAATACCTTARTCATTTGACGTTACCTACAGARGARGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGEETGE
T TTTCAGC. T ATECGTGCATCATTTGACGTTAGCTGCAGRRGAEGCACCGGOTAECTCCGTGCCAGCAGCCGCGETARTACGGAGGGTGC
G TT T GCACTTTCAGT GGT TAGCTGCATTATTIGACGTTAGCGACAGARGARGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCEETAATACGGAGEGTGT
TT ACTTTCAGT T TBG GTTEGCGE! ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTARTACGGEGEETGE
TGRLAG: TT GTACTTT GGG TAGCCATATTCTTTGACGTTAGCCACAGAAGALGCACCEECTARCTCCETECCAGCAGCCGCEETARTACGEAGEGTGC
TT ACTTTCAGT T TAGOTG GTTEGCGR: 2CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGEETGE
T CTTCH TZCTTTCAGTC GGTATCGTTRARTAGCGGTATTCTTTGACGTTAGCGACEGALGEEGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTARTECGGEGGETGC
TGRAG. TT T GTACTTT GGT GGTTAAGTTAATACCTTAATCATTIGACGTTACCTACAGARGAAGCACCGGCTARCTCCGIGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGEGTGE
TT ACTTTCAGT T TEGCTG GTTEGCGE! ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTARTACGGEGEETGE
G TT GCACTTTCAGT GGET TAGCACTAT! GTTAGCGACAGALGRAGCACCEECTARCTCCGTGOCAGCAGCCGLEETAATACGGAGEGTGE
T TT TACTTTCAGT GGTATCGTTARTAG GGTATTCTTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
CTTCH ACTTTCAGTC T ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTAATACGGEGEETGC
TGRAG. TT T GTACTTT GGT GGTTAAGTTAATACCTTAATCATTTGACGTTACCTACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
T TT TACTTTCAGT T TAACTGCAT! GTTEGCGE! ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTARTACGGEGEETGE
G TT GCACTTTCAG GGT  CGTGTACTTAATACGTECACGGCTTGACGTTAGCTGCAGALGEAGCACCEECTALCTCCGTGOCAGCAGCCGLEGTAATACGGAGNGTGE
T TT TACTTTCAGT T--TCATACGTTARTAG! GTTEGCGR: 2CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGEETGE
CTTCH ACTTTCAGTC TZGOGGC GTTEGCGEC. ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTAATACGGEGEETGC
TGRAG. TT T GTACTTTCAG feled RGRKWCGTTAATAGCGKqCTYGTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
T TT TACTTTCAGT GTTGREAGTT: ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTARTACGGEGEETGE
G TT GCACTTTCAGT GGET TG TG GTTAGCGA GALGARGCACCEGCTAACTCCGTGOCAGCAGCCGOGGTAATACGEEGEETGE
T TT . T T TT ATARCEGCGTTGCTTGACGTTAGCAACAGRARGARGCACCGGOTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGETARTACGEAGGGTG
T CTTCH TACTTTC GGTGTCGTTARTAGCGGCATY TCTTGACGTTAGCARCEGALGEEGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTARTECGGEGGETGC
TGRAG. TT T GTACTTTCAGT GGC  GITGAAGTTAATAGCTTCATCGITIGACGTTAGCGACAGARGAAGCACCEGECTARCTCCGIGCCAGCAGCCGUGGTARTACGGAGEGTGE
T TT TACTTTCAG T TAGCNCNTTCATTTGACGTTAGCTGCAGARGARGCACCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGTGC
TGRAG: TT GTACTTT GGG GETAGCGTTAATAGCGCTATCTCTTGACGTTAGCALCAGALGEAGCACCEECTARCTCCGTGOCAGCAGCCGLEETAATACGGAGEGTGE
T TT TACTTT TAACTGCGCATCTIGACGTTAGCAACAGRARGAEGCACCGGOTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGETARTACGEAGGGTGC
CTTCH ACTTTCAGC GGGTTCGTTRATAGCGTGC GTTEGCTGC. ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTAATACGGEGEETGC
G TT T GCACTTTCAGT GGT TGTTGITARTAGCAGCATCATTIGACGT TAGCGACAGALGAAGCACCEGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGEGTGE
T TT TACTTTCAGT TEG GTTEGCGE! ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTARTACGGEGEETGE
T TT TACTTTCAG GGBTGTCGT TAGCGGCATCTCTTGACGTTAGCTGCAGRRGAEGCACCEECTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGEAGEGTGC
T TT TACTTT GGTARGCTTARTACGCTTATCTCTTGACGTTAGCARCAGARGARGCACCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGEETGE
T CTTCH TZCTTTCAGTC ATEGCTGCATC! GTTAGCGECAGALGEAGCACCGGCTARCTCCGTGOCAGCAGCCGOGGTARETECGGAGEGTGE
TGRAG. TT T GTACTTTCAG GGA~ TATAGCTTT. TATATTTTGACGTTAGCTGCAGARGARGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGUEGTAATACGGRGEGTGE
T TT TACTTT GCGCTATCTCTTGACGTTAGCARCAGARGARGCACCGGCTAACTCCGTGLCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGEGTGE
T TT TACTTTCAGT GTTGAAGTTAATAccTTcATCGTTTGACGTTAGCGAcAGAAGAAGCAccsGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
TT ACTTTCAGT T TG GTTEGCGR 2CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGEETGE
T CTTCH TZCTTTCAGC: T KSATGCGTTARTAGCGTATTCATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAEGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTAATACGGEGGETGC
G TT T GCACTTTCAGT GGG GTATACGTTAAT. TTTGACGTTAGCGACAGARGARGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCEETAATACGGAGEGTGT
TT ACTTTCAGT T AT GTTEGCGE! ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTARTACGGEGEETGE
TT ACTTTCAGT T AT GTTEGCGE ZCCGGOTAACTCCGTECCAGCAGCCGOGGTAATACGGAGEETGC
TT ACTTTCAGT N--ANTNNCGTTAAT GTTEGCGR: 2CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGEETGE
TGAAGRAGGCCTTC! TZCTTTCAGTC T - BTATAAGTTABRTAGC! GTTEGCGEC. ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTAATACGGEGEETGC
TGRAG. TT T GTACTTT T GGG TGTTGT TAGCHRCATMTCTIGACGTTAGCAACAGARGARGCACCGECTAACTCCGTIGCCAGCAGCCGCEETAATACGGAGEGTGT
T TT TACTTT TAACTG GTTAGCAR! ZCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTARTACGGEGEETGE
T TT TACTTT ATATCTGCGCATCTTGACGTTAGCARCAGRARGALGCACCEGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGEAGEGTGC

GCACAATGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGARGECCTICGGGTTGTARAGCACTITCAGCAGTGAGGAAGET

AGTGTAGTTAATARCTGCATTGCTTGACGT TAGCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGETGT]
T

GCACRRTGGGCGLGAGCCTGATGCAGCCATGCCOGT

GCACARTGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACRATGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCOGT

GCACAATGGEGCGCALGCCTGATGCAGCCATGECCE

GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACARTGEGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACRATGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCOGT

GCACARTGGEGCGCARGCCTGATGCAGCCATGECCE

GCACRATGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCOGT

GCACAATGGEGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACAATGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACRRTGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCOGT

GCACARTGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCR

GCACRRTGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCOGE

GCACAATGGEGCGARAGCCTGATGCAGCCATGECCE

GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACARTGEGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACRATGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCOGT

GCACARTGGEGCGCARGCCTGATGCAGCCATGECCE

GCACRRTGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCOGE

GCACAATGGEGCGARAGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACAATGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACRATGGGCGCALGCCTGATGCAGCCATGCCOGT

GCACARTGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACRRTGGGCGAALGCCTGATGCAGCCATGCCOGE

GCACAATGGEGCGCALGCCTGATGCAGCCATGECCE

GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACARTGEGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCE

GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCE

T Rl GATAGTTTT: TGTTCTTTGACGTTAGCTGCAGRAGEAGCACCGGCTARACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGRAGGGTGE

CTTC! LCTTTCAGC GGGTACGTTRAATAGCGTGCTCNTTTGECGTTAGCTGCAGRRGARAGCACCGGOTALCTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTAATACGGEGGETGE

CTT! TACTTTCAG A TAGCGCACATCTTTGACGTTAGCTGCAGARGAAGCACCGECTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCEGTARTACGEAGEETEE

CTTC! ACTTTCAGTC T LTAGCTGC: GTTEGCGEC. LCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTARTACGGRGGGTGE
GARGGCCTTCGEGT GCACTTTCACTT GGREGGT TGTIGTITAATAGCAGCATCAT TTGACGTTAGCARCAGAAGAAGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGETARTACGGAGEETGT
CTT! ACTTT! T TAGTGTTARTAGCACTGTCATTTGACGT TACCTACAGARGARGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETARTACGEAGGETGE
GALGECCTT GTACTTTCAGT GG TAYAGTTAATAG GTTAGCGECAGALGAAGCACCGECTALCTCCGTGCCAGCAGCCGCEETARTACGEAGEETEE
CTT! TACTTTCEG T GETGTCGTTAATAGCGGCATCATTTGECGT TAGCTGCAGARGARAGCACCGECTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGEAGEETGE

CTTC! TACTTTCAGC. T NGNTGCGTTAATAGCGTATTAATTTGECGTTAGCTGCAGALEGEAGCACCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGETARTACGEAGGETGC
CTTCGGET ACTTTCRG T ACANTTTGACGTTAGCTG! ACCGGECTARACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGETARTACGGAGEGTGE

CTTC! TACTTTCAGTC T LTAGCLAGCATCATTTGACGTTAGCGACEGAEGEAGCACCGGCTARCTCOGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGEAGGETGC
GARGGCCTTCGEGT GTACTTTCAG GGT GGAGTcGTTAATAGCGGCCTcACTTGACGTTAGCTGcAGAAGAAGCAccGGcTAACchGTGccAGcAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGC
CTT! ACTTTCAGT T GTTAGCGR: ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETARTACGGAGGGTGE

CTTC! TACTTTCAGTC GGTATcGTTAATAGCGGTATTcTTTGACGTTAGCGAcAGAAGAAGCAccGGcTAACchGTGccAGcAGcchGGTAATAcGGAGGGTGc

CTT! TACTTTCAG T A TAGCGCATTCATTTGACGTTAGCTGCAGARGAAGCACCGECTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCEGTARTACGEAGEETG

CTTC! TACTTTCAGC. TGT! TTAATAGCTTCATATCTTGACGTTAGCTGCAGAAGEAGCACCGECTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGETARTACGEAGGETGC
GARGGCCTTCGEGT GTACTTTCAGT GGG  GGTROMETTAATAGCREYATCTCTTGACGTTAGCAACAGARGARGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCEETAATACGGRAGGETGT
CTT! TACTTTCAG T ATACTCTCATCATTTGACGTTAGCTGCAGARGEAGCACCGECTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCEETARTACGEAGGETGE
GALGECCTT GCACTTTCAGT GGT GTTAGCGECAGALGAAGCACCGECTALCTCCGTGCCAGCAGCCGCEETARTACGEAGEETEE
CTT! TACTTTCAGT TATALGTTALTAG GTTEGCGR: GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETARTACGGRGEETGE

CTTC! TACTTTCAGC: TGTAGTTTTRACAGAGCTGCATTTTGACGTTAGCTGCAGRRGAAGCACCGGOTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTAATACGGEGGETGE
CTTCGGET ACTTTCAGT T TAATAGCTGCATTATTT TTAGCGACAGARGAAGCACCEECTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCEGTARTACGEAGEETEC

CTTC! TACTTTCAGC: ZGTAGTTTTAACAGAGCTGC GTTEGCTGC. LCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTARTACGGRGGGTGE
GARGGCCTTCGEGT GTACTTTCAGT GGT TTCGTAGTTAATAACTGCGTIGCTTGACGTTAGCAACAGARGARGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCEGTAATACGGAGGETGE
CTT! ACTTTCAGT T AGTTGCGTTAATAGCGTA: GTTAGCGACAGALGAAGCACCGGECTALCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGEAGGETGE

TTCH LCTTTCAGC GGGTACGTTRATAGCGTGNTCGTTTGACGTTAGCTGCAGRRGAAGCACCGGOTAACTCCGTGCCAGCAGLCGOGGTAATACGGEGGETGE

CTT! TACTTTCAG GTTALTAGCGTGMT GTTAGCTGCAGALGAAGCACCGECTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCEETARTACGEAGEETEE

CTTC! TACTTTC. GGTANCGTTRATAGCGNNATCTCTTGACGTTAGCALCAGRRGAAGCACCGGOTALCTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTAATACGGEGGETGT
GARGGCCTTCGEGT GTACTTTCAGT GGEC  GITGAAGTTAATAGCTICAGCGTTTGACGTTAGCGACAGARGARGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCEETAATACGGRAGGETGT
CTT! TACTTTCAG GIGTACGTTARTAGCGTGCATCCTTGACGTTAGCTGCAGRAAGAAGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETARTACGGAGEETGE
GALGECCTT GTACTTT: GGG ATAGCTGCRCATCTTGACGTTAGCALCAGALGEAGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCEETAATACGEAGEETEC
CTT! TACTTTCEG T TAGNGTTALTAGCACTATCATTTGACGTTAGCTGCAGARGERAGCACCGECTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETARTACGEAGEETGE

CTTC! TACTTTCAGC. T TCATACGTTAATAGC GTTEGCTGC. LCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGGTARTACGGEGGGTGE

GCACRRTGGGCGLALGCCTGATGCAGCCATGCCOGE

Figura 1 — Alinhamento das sequéncias de 16S rRNA das espécies de Vibrio. Os iniciadores VFLU e VFUR especificos para

identificacdo de V. fluvialis e V. furnissii, respectivamente, também estdo presentes.
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Figura 3 — Arvore filogenética baseada no método UPGMA utilizando as sequéncias do 16S rRNA
das cepas-tipo patogénicas de Vibrio e das oriundas do banco de dados da Faculdade de Saude Publica
da USP. Estimativa de distancias foi obtida pelo modelo de Jukes e Cantor. Como outgroup foi

utilizada a sequéncia de Escherichia coli HM 194886.

56



Quadro 3 - Identificagdo fenotipica e molecular com origem e ano do isolamento de Vibrio fluvialis

e V. furnisii provenientes de diferentes fontes

Identificacdo

Identificacio

Identificacdo

Sequenciamento

Origem e Ano

Fenotipica por PCR

FSP 8/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 38/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 561/08 V. fluvialis Positiva V. fluvialis® Molusco Bivalve, 2002°
FSP 67/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002°
FSP 28/08 V. fluvialis Positiva V. fluvialis™ Esgoto Bruto, 2006
FSP 29/08 V. fluvialis Positiva NR Clinica, 2007**
FSP 279/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989
FSP 39/08 V. furnissii Positiva NR Molusco Bivalve, 1989%
FSP 41/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989
FSP 42/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989%
FSP 44/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989
FSP 291/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989%
FSP 292/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989
FSP 30/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989%
FSP 283/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989
FSP 281/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989%
FSP 663/09 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989
FSP 24/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989%
FSP 675/09 V. fluvialis Positiva NR Esgoto Bruto, 1996”
FSP 560/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2001°
FSP 288/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2001°
FSP 47/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2001°
FSP 49/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002°
FSP 51/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002°
FSP 52/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002
FSP 53/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002°
FSP 54/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002
FSP 57/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002°
FSP 59/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002°
FSP 60/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002°
FSP 61/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002
FSP 66/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002°
FSP 290/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989?
FSP 36/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1990°
FSP 55/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002°
FSP 01/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 26/08 V. fluvialis Negativa V. fluvialis* Molusco Bivalve, 19892
FSP 35/08 V. fluvialis Negativa V. fluvialis* Molusco Bivalve, 19892
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Quadro 3 - Identificagdo fenotipica e molecular com origem e ano do isolamento de Vibrio fluvialis

e V. furnisii provenientes de diferentes fontes (Continuagéo)

Identificacdo

Identificacéo

Identificacdo

Sequenciamento

Origem e Ano

Fenotipica por PCR

FSP 293/08 V. fluvialis Negativa V. fluvialis* Molusco Bivalve, 19892
FSP 13/08 V. fluvialis Negativa V. fluvialis* Molusco Bivalve, 19892
FSP 27/08 V. fluvialis Negativa V. fluvialis* Molusco Bivalve, 19892
FSP 56/08 V. fluvialis Negativa V. fluvialis* Molusco Bivalve, 2002°
FSP 659/09 V. fluvialis Negativa V. fluvialis* Esgoto Bruto, 1996”

FSP 1068/09 V. fluvialis Negativa V. fluvialis* Agua Marinha, 2005°

FSP 1069/09 V. fluvialis Negativa A. hydrophila* Agua Marinha, 2005 °

FSP 6/08 V. fluvialis Positiva V. fluvialis™ Molusco Bivalve, 19892
FSP 287/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2001 °
FSP 9/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 2/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 4/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 32/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 31/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 19/08 V. furnissii Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 12/08 V. furnissii Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 567/09 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 18/08 V. furnissii Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 20/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 21/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 33/08 V. furnissii Positiva V. furnissii* Molusco Bivalve, 19892
FSP 37/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 40/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 43/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 45/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 3/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 5/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 14/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 22/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 25/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 11/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 17/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 295/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 296/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 299/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 10/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 50/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002 ¢
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Quadro 3 - Identificagdo fenotipica e molecular com origem e ano do isolamento de Vibrio fluvialis

e V. furnisii provenientes de diferentes fontes (Continuagéo)

Identificacdo I(lj:eer:]téi;li%eixgzo Idgg?'g?éao Sequenciamento Origem e Ano

FSP 58/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002
FSP 62/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002 ¢
FSP 63/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002°
FSP 64/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002 ¢
FSP 65/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 2002 ¢
FSP 16/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 19892
FSP 294/08 V. fluvialis Positiva NR Molusco Bivalve, 1989

*1dentificado pelo sequenciamento

**|solado de fezes humanas conjuntamente com rotavirus.
"Realizado seqlienciamento para confirmagéo do resultado na PCR.
NR: N&o realizado.

#Locais descritos em Matté, 1993.

®Coletado em Barueri — SP.

°Sob Ponte Pontal da Cruz, Sdo Sebastido — SP

YLocais descritos em Barboni, 2003.

3.2 ANALISE FENOTIPICA DO PERFIL DE SENSIBILIDADE

ANTIMICROBIANA

Todos os isolados de V. fluvialis foram sensiveis a tetraciclina, cotrimoxazol,
cloranfenicol e ciprofloxacina. Dentre o0s resistentes, foram observadas as seguintes
porcentagens: ampicilina (61,54%), cefalotina (76,92%), cefepima (30,77%), cefotaxima
(10,26%), cefoxitina (25,64%), meropenem (2,56%), gentamicina (15,38%), estreptomicina
(15,38%) e acido nalidixico (15,38%), sendo que 65,9% eram resistentes a dois antibioticos
pelo menos.

Os isolados de V. furnissi foram sensiveis a tetraciclina, cotrimoxazol, cloranfenicol,

meropenem e ciprofloxacina. Observando-se apenas os isolados com resisténcia, obtivemos as
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seguintes porcentagens: ampicilina (35,16%), cefalotina (56,76%), cefepima (10,81%),
cefotaxima (5,4%), cefoxitina (10,81%), gentamicina (13,51%), estreptomicina (18,92%) e
acido nalidixico (2,7%), sendo que 43,24% eram resistentes a dois antimicrobianos pelo
menos.

Os resultados obtidos no teste de disco difusdo para os isolados utilizados nesse estudo

estdo apresentados nos Quadros 4 e 5.
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Quadro 4 — Perfil de resisténcia a antibioticos observados no teste de disco difusdo para os isolados de V. fluvialis

Tamanho dos halos (em mm) dos antibidticos

Identificacito AMP CFL TET SUT CLO CPM CTX CFO MER GEN EST CIP NAL
FSP 8/08 (26)S (24)S (24)S (30)S (36)S  (32)S (36)S (16)1 (30)S (22)S (18)S (28)S (6)R
FSP 38/08 B8R (BR (22)S (32)S (32)S (30)S (30)S (22)S (28)S (20)S (B)R  (34)S (12)R
FSP 561/08 B)R (B)R (24)S (32)S (34)S (6)R (26)S (14)R (30)S (20)S (22)S (28)S (26)S
FSP 67/08 (22)S (26)S (22)S (30)S (36)S (14)R (30)S (20)S (28)S (12R (12)I (34)S (30)S
FSP 28/08 B)R (B)R (22S (38)S (32)S (6)R (6)R (6)R (10O)R (24)S (24)S (42)S (30)S
FSP 29/08 asr ®\R (24)S (32)S (34)S (30)S (32)S (22)S (28)S (22)S (22)S (>42)S (34)S
FSP 279/08 (28)S (12 R (26)S (32)S (32)S (30)S (38)S (26)S (36)S (26)S (26)S (42)S (24)S
FSP 39/08 (26)S (36)S (30)S (42)S (38)S (38)S (>42)S (28)S (36)S (26)S (24)S (>42)S (38)S
FSP 41/08 (1I0O)R (B)R (22)S (28)S (30)S (24)S (32)S (22)S (30)S (20)S (20)S (36)S (6)R
FSP 42/08 B)R (OB)R (24)S ((32)S (32)S (30)S (12R (12)R (39S (18)S (18)S (32)S (30)S
FSP 44/08 (24)S (18)S (28)S (38)S (38)S (36)S (>42)S (28)S (36)S (24)S (24)S (42)S (36)S
FSP 291/08 (26)S (B)R (24)S (32)S (32)S (34)S (40)S (24)S (32)S (18)S (20)S (36)S (18)1
FSP 292/08 (26)S (B)R (24)S (34)S (39S (32)S (38)S (22)S (32)S (24)S (20)S (38)S (32)S
FSP 30/08 (12R ()R (26)S (24)S (36)S (10)R (38)S (12)R (32)S (18)S (18)S (42)S (36)S
FSP 283/08 (12)R (20)S (30)S (34)S (40)S (6)R (40)S (20)S (32)S (12R (141 (40)S (34)S
FSP 281/08 BR (12R (24)S (32)S (20)S (B)R (6)R (B)R (28)S (20)S (20)S (30)S (6)R
FSP 663/09 (12R (B)R (22)S (32)S (39S (22)s (32)S (22)S (32)S (22)S (200S (>42)S (32)S
FSP 24/08 (28)S ()R (26)S (34)S (36)S  (30)S (18)1 (24)S (39S (26)S (26)S (36)S (34)S
FSP 675/09 (12R ()R (22)S (34)S (34)S (26)S (10)R (6)R (30)S (22)S (24)S (42)S aai
FSP 560/08 (34)S (>42)S (28)S (20)S (32)S (40)S (40)S (36)S (>42)S (30)S (22)S (22)S (12)R
FSP 288/08 (12R ()R (24)S (36)S (34)S (18)S (18)1 (14)R (32)S (20)S (20)S (40)S (32)S

Continua
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Quadro 4 — Perfil de resisténcia a antibioticos observados no teste de disco difusdo para os isolados de V. fluvialis (Continuacéo)

Tamanho dos halos (em mm) dos antibidticos

Identificacgo AMP CFL TET SUT CLO CPM CTX CFO MER GEN EST CIP NAL

FSP47/08  (28)S (42)S (28)S (40)S (38)S (30)S (>42)S (30)S (>42)S (20)S (26)S (>42)S (36)S
FSP49/08  (24)S (26)S (24S (32)S (34)S (B)R  (36)S (26)S  (34)S (22)S (18)S (36)S  (38)S
FSP51/08  (24)S (24)S (30)S (34)S (30)S (12R (40)S  (28)S (34)S (24)S (24)S (>42)S  (36)S
FSP52/08  (22)S (28)S (26)S (38)S (36)S (16)] (38)S (24)S (32)S (18)S (20)S (42)S  (36)S
FSP53/08  (28)S (6)R (20)S (30)S (30)S (24)S (38)S (20)S (28)S (20)S (B)R (42)S  (34)S
FSP 54/08 6)R (B)R (20S (30)S (30)S (4R (225 (4R (26)S (14)1 (16)S (24)S  (24)S
FSP57/08  (18)S (20)S (22)S (32)S (36)S (16) (28)S (20)S (30)S (18)S (16)S (38)S  (32)S
FSP50/08  (26)S (28)S (26)S (32)S (34)S (36)S (>42)S (24)S (32)S (22)S (22)S (42S  (32)S
FSP60/08  (26)S (28)S (26)S (36)S (34)S (36)S (>42)S (26)S (32)S (12R (18)S (42)S (32)S
FSP61/08  (26)S (28)S (24)S (34)S (36)S (4R (36)S (24S (32)S (B8R (10R (42S  (36)S
FSP 66/08 BR ()R (24S (32)S (32)S (32)S (3HS (22)S (28)S (20)S (22)S (40)S  (30)S
FSP290/08 ()R (R (24S (32)S (32)S (200S (18)1 (18)S (30)S (200S (20)S (42)S  (32)S
FSP 36/08 B)R (14R (24)S (28)S (34)S (24S (38)S (22)S (30)S (18)S (18)S (36)S  (32)S
FSP 55/08 B)R (B)R (22S (26)S (32)S (18)S (26)S (16)1 (26)S (18)S (B)R (32)S  (20)S
FSP 01/08 B)R (R (26)S (36)S (30)S (200S (26)S (24)S (32)S (20)S (B)R (36)S  (30)S
FSP 26/08 B)R (1R (225 (34)S (32)S (38)S (38)S (28)S (32)S (22S (22S (40)S  (32)S
FSP 35/08 B)R (R (26)S (36)S (34)S (34)S (32)S (26)S (30)S (30)S (24)S (42)S  (32)S
FSP293/08 (B8R (R (24S (36)S (36)S (4R (36)S (22)S (34)S (200S (22)S (38)S  (16)I
FSP 13/08 B)R (B)R (24)S (30)S (30)S (B34S (3HS (12R (32)S (12R (24)S (36)S  (36)S
FSP 27/08 BR (AR (225 (28)S (30)S (B)R  (16) (BR  (28)S (12R (22)S (34)S  (32)S
FSP 56/08 B)R (B)R (26)S (36)S (36)S (18)S (>42)S (14) (32)S (20)S (22)S (36)S  (32)S
FSP659/09  (B)R (B)R (24)S (36)S (34)S (30)S (22)S (22)S (30)S (26)S 24  (42)S  (34)S
FSP1068/09 (16)I ()R (22)S (30)S (28)S (20)S (28)S (24)S  (26)S (24)S (12R (32)S (12)R

Ampicilina 10pg (AMP); Cefalotina 30pg (CFL); Tetraciclina 30pg (TET); Sulfametoxazol-Trimetoprim 25ug (SUT); Cloranfenicol 30pg (CLO); Cefepima
30pg (CPM); Cefotaxima 30pg (CTX); Cefoxitima 30pg (CFO); Meropenem 10ug (MER); Gentamicina 10pg (GEN); Estreptomicina 10pg (EST);
Ciprofloxacina 5ug (CIP); Acido Nalidixico 30pg (NAL). S: Sensivel; I: Intermediaria;R: Resistente.
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Quadro 5 - Perfil de resisténcia a antibiéticos observados no teste de disco difusdo para os isolados das cepas de V. furnissii

Tamanho dos halos (em mm) dos antibidticos

Identificagio AMP CFL TET SUT CLO CPM CTX CFO MER  GEN EST CIP NAL
FSP 6/08 (12R (B)R (249)S (B0O)S ((B6)S (26)S (30)S (22S (B0)S (22S (1OOR (>42S (36)S
FSP 287/08 (24)S (22)S (24)S (32)S (34)S (34)S (40)S (249)S (30)S (200 (14 (30)S (24)s
FSP 9/08 (39S (32)S (24)S (38)S (38)S (38)S (>42)S (30)S (28)S (26)S (26)S  (40)S  (36)S
FSP 2/08 (16)1 B)R (24)S (36)S (B0)S (36)S (40)S (1HR (34)S (26)S (18)S (36)S (24)S
FSP 4/08 (28)S  (30)S (24)S (36)S (34)S (36)S (>42)S (26)S (28S (29SS (10OR (40)S  (34)S
FSP 32/08 (12QR (B)R (22)S (30)S (32)S (28)S (28S (22S (29SS (22 (16)S (30)S (1OR
FSP 31/08 (28)S B)R (24)S (32)S (32)S (32S (32)S (26)S (32)S (200S (22S (30)S (30)S
FSP 19/08 (6)R )R (26)S (38)S (36)S (34)S (38)S (22)S (34)S (16)S (16)S (36)S (32)S
FSP 12/08 (6)R B)R (26)S (32)S (32)S (32S (32)S (22S (32)S (22 (141 (30)S  (28)S
FSP 567/09  (14)l B)R (24)S (32)S (36)S (B0)S (26)S (200S (30)S (200S (200 (42S (34)S
FSP 18/08 (200S (26)S (24)S (32)S (36)S (36)S (40)S (249)S (BO)S (22S (22S (38)S (32)S
FSP 20/08 (24)S (24)S (200S (26)S (B0)S (34)S (38)S (200 (29SS (200S (200 (36)S  (32)S
FSP 21/08 (24)S (24)S (24)S (28)S (34)S (36)S (42 S (22 S (26)S (22S (22S (34)S (30)S
FSP 33/08 (200S (26)S (24)S (32)S (32)S (28)S (32)S (22S (BO)S (29S (29SS (34H)S (32)S
FSP 37/08 (28)S (30)S (26)S (34)S (36)S (36)S (>42)S (28)S (34)S (22S (22S (42 S (32)S
FSP 40/08 (18)S (26)S (26)S (38)S (36)S (38)S (>42)S (249)S (349)S (18S (26)S (42 S (36)S
FSP 43/08 (12JR (B)R (26)S (38)S (36)S (30)S (34)S (22 (34)S (29SS (12R (42S (34)S
FSP 45/08 (I0)OR (B)R (24)S (34)S (36)S (16l (24)S (18S (30)S (24)S (200 (40)sS (32)s
FSP 3/08 (28)S (30)S (26)S (32)S (42S (36)S (>42)S (24S (36)S (22S (26)S (>42)S (38)S
FSP 5/08 (24)S (36)S (30)S (32)S (32S (36)S (40O)S (22 (36)S (18S (1OR (3OS (36)S
FSP 14/08 B)R B6)R (26)S (26)S (32)S (32)S (32S (200S (28)S (10O)R (141 (30)S  (28)S
FSP 22/08 (8)R B)R (24)S (26)S (32)S (32S (32)S (18)S (32)S (12R (18)S (38)S (34)S

Continua
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Quadro 5 - Perfil de resisténcia a antibiéticos observados no teste de disco difusdo para os isolados das cepas de V. furnissii (Continuagéo)
Tamanho dos halos (em mm) dos antibidticos

Identificagio AMP CFL TET SUT CLO CPM CTX CFO MER GEN EST CIP NAL
FSP 25/08 (10)R B)R (24)S (B0)S (B4)S (@AHR (26)S (22S (30)S (12R (16)S (36)S (32)S
FSP 11/08 (6)R B)R (22S (36)S (36)S (10O)R (B)R (IOOR  (32)S (12R (12R (249S (30)S
FSP 17/08 a4l B)R (24)S (B0)S (32)S (10OR (28)S (16)1 30)S (12R (141 (38)S  (36)S
FSP 295/08  (22)S BR (26)S (32)S (34)S (34)S (36)S (22)S (26)S (22)S (22 S (38)S (32)S
FSP 296/08 (22)S (26)S (22)S (32)S (32)S (32)S (38)S (24)S (28)S (200S (1OOR (34)S (30)s
FSP 299/08 (22)S (26)S (24)S (32)S (30)S (32)S (36)S (22S (28)S (20)S (6)R (38)S (32)S
FSP 10/08 (26)S (28)S (24)S (36)S (34)S (32)S (40)S (32)S (BO)S (22)s aai (38)S  (34)S
FSP 50/08 (24)S (24)S (24)S (40)S (34)S (36)S (40)S (18)S (30)S aal (26)S (>42)S (34)S
FSP 58/08 (6)R )R (26)S (38)S (38)S (26)S (10)R (6)R (38)S (24)S (26)S (42 S (36)S
FSP 62/08 (B)R )R (200S (B0)S (BO)S (32S (B0O)S (14HR (30O)S (200 (18)S (30)S (29)s
FSP 63/08 (6)R B)R (24)S (34)S (34)S (30)S (20)1 (22)S (32)S (200S (249)S (36)S  (30)S
FSP 64/08 (24)S (24)S (24)S (36)S (36)S (28)S (38)S (200S (34)S (22S (38)S (42 S (36)S
FSP 65/08 (16)1 B)R (24)S (34)S (32)S (12R (28)S (16)1 32)S (200S (24)S (34)S (28)S
FSP 16/08 (18)S B)R (26)S (30)S (36)S (32S (32)S (249)S (34)S (26)S (26)S (38)S (30)S
FSP 294/08 (26)S (14)R (24)S (34)S (34)S (36)S (38)S (24)S (30)S (20)S a4l (42)s  (30)S
Ampicilina 10ug (AMP); Cefalotina 30ug (CFL); Tetraciclina 30ug (TET); Sulfametoxazol-Trimetoprim 25ug (SUT); Cloranfenicol 30ug (CLO);

Cefepima 30pg (CPM); Cefotaxima 30pg (CTX); Cefoxitima 30pg (CFO); Meropenem 10pg (MER); Gentamicina 10pg (GEN); Estreptomicina
10ug (EST); Ciprofloxacina 5ug (CIP); Acido Nalidixico 30pg (NAL). S: Sensivel; I: Intermediaria;R: Resistente.
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3.3 DETECCAO DO SXT E SEUS GENES DE RESISTENCIA AOS

ANTIMICROBIANQOS

Todos os isolados foram submetidos a reacdo de PCR utilizando os
iniciadores para deteccdo do sitio attP e o gene int SXT. Apenas o isolado nimero
FSP 561/08 foi positivo (Figura 4). Para os genes de resisténcia do elemento SXT,
houve somente um fragmento de alto peso molecular quando utilizados os
iniciadores para o gene sulll (Figura 5). Apds o seqlienciamento do fragmento, a
sequéncia ndo demonstrou nenhuma homologia com a sequéncia originalmente
descrita.

A figura 6 apresenta o posicionamento filogenético para o gene int

sequenciado da cepa positiva no presente estudo.

M 102 3d M1 2.3 4

S
R
1350ph -
785pb

Figura 4 — Eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose. A) Iniciadores para gene int

SXT. B) Iniciadores para o sitio attP. Para A e B: Coluna 1: V. cholerae 0139 (Controle
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positivo SXT). Coluna 2: V. fluvialis (FSP 561/08). Coluna 3: Controle V. fluvialis (FSP

29/08). Coluna 4: Branco. M: Marcador de peso molecular.

606pb

Figura 5 — Eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose. Iniciadores para gene sulll
do SXT. Coluna 1: V. cholerae 0139 (Controle positivo SXT). Coluna 2: V. fluvialis (FSP

561/08). Coluna 3: Branco. M: Marcador de peso molecular.
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100 V.cholerae(AF099172)
45 —|: Photobacteriumdamselae(AJ870983)
V.cholerae(FJ750783)
V.cholerae(FJ750762)
V.cholerae(FJ750787)
V.cholerae(FJ750785)
94 V.cholerae(FJ750764)
V.cholerae(FJ750773)
V.cholerae(FJ750771)
69 V.cholerae(FJ750768)
V. fluvalis(AB124846)
V. fluvalis(FSP561/08)
Shewanellaputrefaciens(AJ579923)
37 V.cholerae(GQ495075)
55 V.cholerae(FJ750772)
V.cholerae(FJ750770)
5 L V.cholerae(FJ750765)
V.cholerae(FJ750763)
62 V.cholera(FJ750778)
V.cholerae(FJ750775)

45

40

78

48

84 54

1

73

32

ﬁ

ﬁ

88

73

83— V.cholerae(FJ750766)

89 L V.cholera(FJ750776)
95 V.cholerae(FJ750779)

V.cholerae(FJ750781)

25 —I: V. choIerae(FJ750780)
50 V.cholerae(FJ750782)

V.cholerae(FJ750774)

44

Figura 6 — Arvore filogenética baseada no método UPGMA utilizando as sequéncias do
gene int relacionadas aos ICEs ja descritos e da oriunda do banco de dados da Faculdade de

Saude Publica da USP. Estimativa de distancias foi obtida pelo modelo de Jukes e Cantor.
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4 DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO DA ESPECIE

Vibrio fluvialis € um microrganismo que provoca gastrenterite similar a
cllera, no entanto existem relatos de casos extra-intestinais, como sepse (LAl et al,
2006), peritonite (RATNAJARA et al, 2005; LEE et al, 2008) e lesdo cutanea (TSAI
et al, 2004). Acredita-se que sua infecgéo esteja relacionada com o consumo de peixe
e/ou frutos-do-mar crus ou mal-cozidos (MAUGERI et al, 2000; BUTT et al, 2004).
Os resultados mostram que um grande nimero de cepas que foram classificadas
fenotipicamente como V. fluvialis, eram V. furnissii e uma Aeromonas hydrophila,
confirmando que a identificacdo por métodos fenotipicos dessas espécies ainda é um
desafio devido a grande similaridade entre elas (HICKMAN-BRENNER et al, 1984;
DALSGAARD et al, 1997). O diagnéstico feito por identificacdo bioquimica requer
um grande gasto de tempo (NANDI et al, 2000), é considerada uma técnica subjetiva
devido a possivel variacdo das condi¢cdes do meio, da inoculacdo e da incubacédo; o
que pode afetar os resultados (ABBOTT et al, 2003). Além disso, as vibrioses ndo
sdo facilmente identificadas na rotina dos laboratdrios clinicos (OAKEY et al , 2003;
LEE et al, 2008; LAGO et al, 2009).

A diferenciacdo das espécies que fizeram parte deste estudo € de grande valia
do ponto de vista clinico e epidemiologico. V. fluvialis € um patdgeno que esta
adquirindo importancia para a saude publica. Ja V. furnissii, apesar de ja ter sido
isolado de pacientes com diarréia e/ou gastrenterite (BRENNER et al, 1983), ainda
ndo tem seu papel elucidado nesses casos. Contudo, nos ultimos anos, tém

aumentado o numero de infeccOes provocadas por microrganismos que eram
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inicialmente considerados ndo-patogénicos, demonstrando que bactérias ambientais
representam risco potencial para a saude publica (BAQUERO et al , 2008;
MARTINEZ et al, 2008).

Considerando o alto nivel de similaridade da regido 16S rRNA entre as
espécies do género Vibrio, outros genes sdo propostos como marcadores para a
diferenciacéo das espécies principalmente para a descricdo de novas espécies.

CHAKRABORTY et al (2006) desenvolveram um método de identificacdo
baseado no toxR. MAEDA et al em 2000, demonstraram que espaco intergénico 16S
- 23S rRNA apresentam mais variacGes do que os genes 16S rRNA, permitindo
discriminacdo entre as espécies de Vibrio. KWOK et al (2002) desenvolveram
iniciadores tendo como alvo o gene hsp60 enquanto que THOMPSON et al (2005)
estabeleceram iniciadores para a familia Vibrionaceae utilizando os genes rpoA, recA
e pyrH, método conhecido como MLSA (Multilocus Sequence Analysis).

Porém, nos trabalhos realizados por URBANCZYK et al (2007) e
RAMESHKUMAR et al (2008), o uso do MLSA foi considerado desnecessario pois
as relaces filogenéticas poderiam ser sustentadas apenas com o a utilizacdo do gene
16S rRNA (PASCUAL et al, 2010).

Apesar de esses marcadores serem considerados apropriados para se
diferenciar espécies proximamente relacionadas do género Vibrio, o gene 16S rRNA
possui um banco de dados mais vasto disponivel para a realizacdo de comparacdes,
tornando possivel inferir relacbes entre os diferentes grupos. Além disso,
diferentemente da rotina laboratorial, a necessidade da combinacdo de distintas
estratégias para a confirmacdo da posicdo taxondmica geralmente ocorre para a

descricdo de uma nova espécie ou para estudos taxondmicos (UEHARA, 2008).
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Na rotina laboratorial clinica, a pesquisa por um microrganismo é feita a
partir da cultura e da triagem fenotipica dos isolados para sua identificacao prévia. O
mesmo procedimento foi realizado no presente estudo, os iniciadores foram
utilizados apenas para confirmacdo da espécie e para diferenciacdo entre Vibrio
fluvialis e Vibrio furnissii; pois a presenca de gas, teste que diferencia rapidamente as
duas espécies, € muito discreta e pode ndo ser percebida no meio de triagem utilizado
(Kliger Iron Agar). Fazendo uso do gene 16S rRNA foi possivel confirmar a
diferenciacdo das duas, sendo que a regido utilizada permitiu a visualizacdo de
diferencas entres as cepas potencialmente patogénicas de Vibrio que séo
normalmente alvo da rotina laboratorial na clinica (Figuras 1 e 3), separando néo
somente as duas espécies de interesse clinico, V. fluvialis e V. furnissii, mas também
diferenciando essas duas espécies de Vibrio ponticus que, embora ndo seja
fenotipicamente relacionado a essas espécies, € geneticamente proximo quando
comparados o gene 16S rRNA (MACIAN et al, 2004; Figura 1).

Neste estudo, iniciadores, tendo como alvo o0 16S rRNA, foram desenvolvidos
como ferramentas capazes de detectar V. fluvialis e V. furnissii, corroborando com 0s
trabalhos de SAULNIER et al (2000), OAKEY et al (2003) e AVENDANO-
HERRERA et al (2004) que afirmam que o método genotipico é uma alternativa
eficaz e rapida para a identificacdo de espécies, principalmente em isolados
altamente relacionados (LAGO et al, 2009). Com esses resultados, fica claro que a
maior acessibilidade das técnicas moleculares para a caracterizacdo bacteriana
aumenta a acurdcia da diversidade e complexidade nesses microrganismos se

comparados com os métodos de cultivo (BAQUERO et al, 2008). Nossos resultados
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indicam que o uso do 16S rRNA pode ser usado como um complemento aos métodos

microbioldgicos e bioquimicos para a detec¢do desses vibrios pouco estudados.

4.2 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Neste estudo foram relatados fendtipos de resisténcia a antimicrobianos em V.
fluvialis isolados principalmente do meio ambiente. Foi observada uma alta
porcentagem de mdltipla resisténcia (65,9%), sendo que houve prevaléncia de
resisténcia a ampicilina (82,76%) e cefalotina (82,21%), que pertencem a classe dos
beta-lactamicos, antibidticos preferencialmente utilizados no tratamento de doencas
infecciosas (BUSH e JACOBY, 2010). A hidrolise desses antimicrobianos por
enzimas, as beta-lactamases, € 0 mecanismo de resisténcia mais comum em bactérias
Gram-negativas e tém um papel critico na selecdo da terapia apropriada (BUSH e
JACOBY, 2010).

Os genes responsaveis geralmente residem em cromossomos ou plasmidios
(RAJPARA et al, 2009; BUSH e JACOBY, 2010). Ja foram detectados alguns genes
em espécies do género Vibrio que codificam a producdo de enzimas beta-lactamases:
em V. cholerae foram relatados blargm.1, blasar-1 € blacars-s (CHOURY et al, 1999),
blacars-7 (MELANO et al, 2002), blacarss (PETRONI et al, 2004), blactx-m €
blaper2 (PETRONI et al, 2002), blactx.m2 (BISTUE et al, 2006) e, em V. harveyi,
blaypw-1 € blayun-1 (TEO et al, 2000). Apesar de a producdo enzimatica ser a forma
de resisténcia mais comum em bactérias, NGUYEN et al (2009) descreveram dois
mecanismos em V. cholerae que conferem resisténcia a ampicilina que independem

dessas enzimas. Observando esses dados, podemos afirmar que o nimero de estudos
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sobre a base molecular em Vibrio ainda é escassa, pois atualmente ha 80 espécies e 2

subespécies descritas pertencentes a esse género (http://www.vibriobiology.net/,

acesso em 02/07/2010), sendo que 12 sdo consideradas patogénicas ou
potencialmente patogénicas ao homem (FARMER |1l e JANDA, 2005).

A resisténcia aos aminoglicosideos, como estreptomicina e gentamicina, foi
descrita pela primeira vez em espécies de Vibrio isolados em 1992 (WALDOR et al,
1996) e se da, principalmente, pela producdo de enzimas. Desde entdo, foram
descritos os seguintes genes em V. cholerae: ant-1a (ADABI et al, 2009), addB e
aac(6) (DALGAARD et al 2000) e aadAl (EHARA et al, 2005). O gene strA é
geralmente encontrado no ICE SXT (AHMED et al, 2005), contudo esse gene nao
foram detectados neste estudo, 0 que nos leva a supor que um outro gene capaz de
conferir a mesma caracteristica esteja presente, como ja foi descrito por AHMED et
al (2004), ou ha envolvimento de um outro mecanismo.

Neste trabalho, relatamos que 15,38% cepas de V. fluvialis demonstraram
resisténcia ao &cido nalidixico, que pode ter ocorrido por mutacdes nas regides que
determinam resisténcia as quinolonas (QRDRs, quinolone region-determining
regions) dos genes gyrA, gyrB, parC e parE e/ou presenca de bombas de efluxo
(BARANWAL et al, 2002; SRINIVASAN et al, 2006), como as VcaM (HUDA et
al, 2003), VcrM (PIDDOCK et al, 2006) e VcrAB (PUTMAN et al, 2000) ja
descritas em V. cholerae, e que também conferiam resisténcia a outras classes de
antimicrobianos. Além disso, alguns produtos do gene gnr mostraram proteger a
girase e a topoisomerase IV da acdo dessa classe de antibioticos. Esses genes sdo

geralmente encontrados em elementos genéticos moveis, como plasmidios e SXT,
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porém ha relatos de sua presenca no cromossomo de algumas espécies de Vibrio
(KIM et al, 2010).

Levando-se em consideracdo que 0S microrganismos produtores de
antibioticos existentes no meio ambiente apresentam mecanismos de auto-protecéo
que sdo codificados geneticamente, admite-se que a transferéncia de genes de
resisténcia de bactérias ndo-patogénicas ou de baixa patogenicidade para
microrganismos patogénicos provavelmente ¢ um fenbmeno comum. Dessa forma, a
existéncia de determinantes de resisténcia transmissiveis € anterior ao emprego dos
antimicrobianos na terapéutica, supondo-se que 0 meio ambiente possa ser um
reservatorio de genes de resisténcia a antibioticos. O uso de antimicrobianos em seres
humanos e animais possibilita 0 aumento da disseminacdo destes microrganismos
guanto mais intenso for seu emprego (ALLEN et al, 2010).

Baseado nos resultados fenotipicos de susceptibilidade a antibidticos,
concluimos que serdo necessarios futuros estudos moleculares para se investigar a
presenca e o0 papel dos genes na promocdo da resisténcia antimicrobiana, e sua

associacao com elementos genéticos nesse patdgeno emergente.

4.3 PRESENCA DE SXT E SEUS GENES DE RESISTENCIA A

ANTIBIOTICOS

O V. cholerae 0139, que emergiu durante 1992 e 1993, demonstrou altos
niveis de resisténcia a cotrimoxazol e estreptomicina. WALDOR et al (1996)
relataram a presenca do elemento SXT que codificava 0s genes responsaveis por

essas caracteristicas. A integracdo e excisdo desse elemento requer que ele
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decodifique um enzima, que esta relacionada as integrases dos fagos lambddides, e
que se localiza proxima a extremidade 5° do SXT (BURRUS et al, 2006a). Foi
encontrada evidéncia da presenca da integrase do SXT pela amplificacdo por PCR
em apenas uma cepa. O tamanho desse gene de SXT em V. fluvialis descrito no
trabalho de AHMED et al (2005) é de 1242ph, e parece que € uma variante do
encontrado nas espécies de V. cholerae. Porém, no presente trabalho, a integrase
apresentou um tamanho semelhante ao de V. cholerae (1350pb). Além disso,
pudemos observar que a sequéncia difere da de V. fluvialis ja descrita apesar de elas
serem relacionadas (Figura 6).

Os mecanismos de excisdo e integracdo do SXT necessitam da formacdo de
um intermediario circular extra-cromossémico néo replicativo, que é constituido pela
recombinacdo de sequéncias curtas presentes no ICE (attP) e no cromossomo do
hospedeiro (attB). Os resultados da PCR do sitio attP mostraram um produto de
641pb, diferente do esperado para V. cholerae (785pb), corroborando o estudo de
AHMED et al (2005). De acordo com os autores, supde-se que as diferencas de
tamanho nesse sitio acontecam por dele¢fes e mutagdes durante a integracdo do SXT
no cromossomo de V. fluvialis, ou que o elemento deste microrganismo seja uma
variante ndo-derivada de V. cholerae.

Anélises gendmicas e funcionais do SXT de V. cholerae revelaram que este
elemento parece ser uma quimera composta por genes de resisténcia associados a
tranposons, uma variedade de genes relacionados a fagos e plasmidios, assim como
varios outros genes de funcdes ainda desconhecidas (HOCHHUT et al, 2001;

BEABER et al, 2002).
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O SXT codifica diferentes tipos de genes de resisténcia a antibioticos
(WALDOR et al, 1996; BHANUMATHI et al, 2003). O exame molecular desses
genes em V. cholerae O1 e 0139 observou que eles estdo localizados em uma
estrutura proxima a extremidade 5° do SXT (HOCHHUT et al, 2001). Resultados da
PCR revelaram que V. fluvialis do presente estudo ndo continha todos os genes
tipicos de resisténcia a antibioticos. Utilizando os iniciadores para amplificar sulll,
detectamos um fragmento com alto peso molecular e que nao apresentou homologia
com outro ja descrito; acrescentado a esse fato ndo houve expressdo fenotipica
guanto a resisténcia ao cotrimoxazol. Ha pesquisas apontando a existéncia de
delecbes (HOCHHUT et al, 2001) e auséncia do cassete génico em isolados de V.
cholerae 0139 (IWANAGA et al, 2004; BURRUS et al, 2006b). A falta de
homogeneidade quanto a presenca e ao tipo de genes de resisténcia aos antibioticos
em SXT mostram que essa ndo € uma caracteristica intrinseca e que, provavelmente,
esse elemento deve conferir outras vantagens aos seus hospedeiros (BURRUS et al,
2006a). Em 2010, BORDELEAU et al propuseram que o grupo de ICEs SXT/R391
permite que V. cholerae altere seu metabolismo elevando os niveis de c-di-GMP, o
que aumenta a sobrevivéncia de vibrios, tornando-os persistentes no ambiente
aquatico.

ICEs relacionados ao SXT ja foram detectados no continente africano
(DALSGAARD et al, 2000; KIIRU et al, 2009), asiatico (EHARA et al, 2004;
IWANAGA et al, 2004), na Espanha (JUIZ-RIO et al, 2005) e no México (BURRUS
et al, 2006b). Até 0 momento nédo ha relatos sobre a presenca de SXT na Ameérica do

Sul, sendo este o primeiro.
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5 CONCLUSOES

O método molecular de identificacdo em espécies altamente relacionadas
mostrou ser uma ferramenta importante empregada na rotina laboratorial e
pode ser util estudo epidemiolégico de Vibrio fluvialis e Vibrio furnisii.
Houve um grande nimero de cepas resistentes aos farmacos utilizados, sendo
gue a porcentagem de multiresisténcia também foi elevada.

A deteccdo do elemento SXT sem a presenca dos genes de resisténcia ja
descritos e existéncia de um gene desconhecido corroboram as afirmacdes de
que os genes de resisténcia ndo sdo uma caracteristica intrinseca, e que esse
ICE possui um valor adaptativo que vai além da selecdo e da disseminacdo de
bactérias multiresistentes a antimicrobianos. Além disso, esse € o primeiro

relato da presenca desse elemento na América do Sul.

Os resultados mostram que sdo necessarios mais estudos moleculares para se

determinar quais sdo os fatores envolvidos na resisténcia aos antibioticos.
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