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RESUMO

OLIVEIRA, CH. Caracterizacdo de estirpes de Aeromonas spp. isoladas de
peixes ornamentais: identificacdo de espécies, genes de viruléncia e perfil de
resisténcia a antimicrobianos. 2022. 82 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2022.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar estirpes de Aeromonas spp.
previamente isoladas de peixes ornamentais de diferentes espécies apresentando
distintos sinais clinicos. Foram avaliadas 300 estirpes isoladas de 123 peixes de 32
espécies; estes apresentavam septicemia, lesdo de pele e/ou lesdo ocular. A
identificagdo das espécies do género Aeromonas foi realizada pela técnica de
espectrometria de massa MALDI-TOF e confirmada pela reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR). Dentre as estirpes avaliadas, 53,0% foram identificadas como A.
veronii, 41,3% como A. hydrophila, e 5,7% restante como A. caviae. Nao foi
detectada diferenca significativa entre as técnicas de MALDI-TOF MS e PCR para a
identificacdo das espécies de Aeromonas, que apresentaram ainda boa
concordancia. No entanto, também foi constatado que a espectrometria de massa
suscita duvida para adequada atribuicdo de espécie dentro do género Aeromonas.
Foi observado que 30,9% dos peixes estudados estavam infectados
simultaneamente por duas espécies de Aeromonas, com predominio de A. veronii e
A. hydrophila. Em relagdo aos seis genes de viruléncia pesquisados nas estirpes de
Aeromonas, o gene act foi detectado em 271 (90,3%) estirpes, aer em 238 (79,3%),
fla em 175 (58,3%), hlyA em 131 (43,7%), alt em 130 (43,3%), e 0 gene ast em 106
(35,3%). A espécie A. hydrophila apresentou mais de 50% de suas estirpes positivas
para 0s genes estudados, enquanto as estirpes de A. veronii apresentaram maior
proporcao de aer, act e fla; ja dentre as 17 estirpes de A. caviae houve predominio
dos genes hlyA e fla. Foram identificados 30 perfis de viruléncia considerando a
combinacdo dos resultados das PCRs, sendo que os cinco principais perfis contém
227 estirpes (75,7%) (V1 a V5). Apenas cinco (1,7%) estirpes foram negativas para
todos os genes (V10), sendo estas identificadas como A. caviae e A. veronii;

enquanto 31 estirpes (10,3%) foram positivas para todos os genes (V4) das quais 30



sdo A. hydrophila. Em relacdo a caracterizacdo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos, esta foi realizada para apenas 234 estirpes (78,0%). Dentre os 16
antimicrobianos avaliados, sulfonamida e sulfametoxazol-tripmetropim apresentaram
mais de 50% de taxa de resisténcia. Ja eritromicina, imipenem e ciprofloxacina
apresentaram mais de 38,0% das estirpes com resultado intermediario.
Susceptibilidade foi observada principalmente para as cefalosporinas, 0s
aminoglicosideos, o clorafenicol e piperacilina-tazobactam. Multirresisténcia foi
detectada em 82,5% das estirpes estudadas, destacando-se as estirpes de A. caviae
com 100% de multirresisténcia e A. hydrophila com 90,9%. A andlise de SE-AFLP
resultou em 66 gendtipos de A. hydrophila, 118 de A. veronii, e 14 de A. caviae,
evidenciando maior heterogeneidade das espécies A. veronii e A. caviae
comparadas a A. hydrophila. No entanto, ndo foi observada correlagao direta entre

0Ss genotipos e a origem das estirpes ou perfil de viruléncia.

Palavras-chave: Aeromonas spp.; Peixes ornamentais; PCR; Resisténcia

antimicrobiana; AFLP.



ABSTRACT

OLIVEIRA, CH. Characterization of strains of Aeromonas spp. isolated from
ornamental fish: species identification, virulence genes and antimicrobial
resistance profile. [Caracterizacdo de estirpes de Aeromonas spp. isoladas de
peixes ornamentais: identificacdo de espécies, genes de viruléncia e perfil de
resisténcia a antimicrobianos]. 2022. 82 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2022.

The objective of this study was to characterize Aeromonas spp. strains previously
isolated from ornamental fish of different species showing distinct clinical signs. We
evaluated 300 strains isolated from 123 fish of 32 species; these presented
septicaemia, skin lesion and/or eye lesions. The species identification of the
Aeromonas genus was performed by the MALDI-TOF mass spectrometry technique
and confirmed by polymerase chain reaction (PCR). Among the evaluated strains,
53.0% were identified as A. veronii, 41.3% as A. hydrophila, and 5.7% remaining as
A. caviae. No significant difference was detected between MALDI-TOF MS and PCR
techniques for the identification of Aeromonas species, which still presented good
concordance. However, it was also found that mass spectrometry raises doubts for
proper species assignment within the Aeromonas genus. It was observed that 30.9%
of the studied fish were infected simultaneously by two Aeromonas species, with
predominance of A. veronii and A. hydrophila. Regarding the six virulence genes
investigated in the Aeromonas strains, the act gene was detected in 271 (90.3%)
strains, aer in 238 (79.3%), fla in 175 (58.3%), hlyA in 131 (43.7%), alt in 130
(43.3%), and the ast gene in 106 (35.3%). More than 50% of A. hydrophila strains
were positive for all the studied genes, while the A. veronii strains presented a higher
proportion of aer, act and fla; among the 17 A. caviae strains there was a
predominance of the hlyA and fla genes. 30 virulence profiles were identified, taking
into account the PCRs results, with the five main profiles identified comprising 227
strains (75%) (V1 to V5). Only five (1.7%) strains were negative for all genes (V10)
identified as A. caviae and A. veronii; while 31 strains (10.3%) were positive for all
genes (V4) of which 30 are A. hydrophila. Regarding the antimicrobial’s susceptibility

profile, this was performed for only 234 strains (78.0%). Among the 16 antimicrobials



evaluated sulfonamide sulfamethoxazole-trimethopim showed more than 50% of
resistance rate. Erythromycin, imipenem and ciprofloxacin presented more than
38.0% of the strains with an intermediate result. Susceptibility was observed mainly
for cephalosporins, aminoglycosides, chlorphenicol and piperacillin-tazobactam.
Multiresistance was detected in 82.5% of the studied strains, highlighting the A.
caviae strains with 100% of multiresistance and A. hydrophila with 90.9%. The SE-
AFLP analysis resulted in 66 genotypes of A. hydrophila, 118 of A. veronii, and 14 of
A. caviae, evidencing greater heterogeneity of the species A. veronii and A. caviae
compared to A. hydrophila. However, no direct correlation was observed between the

genotypes and the origin of the strains or virulence profile.

Keywords: Aeromonas spp.; Ornamental fish; PCR; Antimicrobial resistance; AFLP.
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1. INTRODUCAO

Os beneficios sociais e econémicos oferecidos pelo segmento aquicola da
industria pet sdo marcantes no Brasil considerando a populacdo de 20,8 milhdes de
peixes ornamentais (ABINPET, 2022). Entretanto, potenciais patdégenos como
bactérias, fungos, virus e parasitas podem ser disseminados, sendo capazes de
causar doenca tanto nos animais comercializados como em seus manipuladores
(SMITH et al., 2012; ANJUR et al., 2021).

Nas ultimas duas décadas a expansdo da aquicultura proporcionou um
entendimento satisfatorio sobre a patogénese das doencas bacterianas em peixes.
Contudo, ainda é considerado infimo quando comparado ao conhecimento sobre as
doencas bacterianas em outros animais e humanas (BARKER, 2001).

Altos niveis de morbidade e mortalidade provocados por infeccdes
bacterianas podem ser encontrados em peixes cultivados (BARKER, 2001), sendo
considerado um sério problema para a industria de peixes ornamentais (ANJUR et
al., 2021). Além disso, essas bactérias também estdo presentes na microbiota dos
peixes e na agua, sendo caracterizadas como patdgenos oportunistas (LEIRA et al.,
2016).

Dentre esses patdgenos destaca-se o género Aeromonas, composto por 36
espécies, sendo A. hydrophila, A. veronii e A. caviae as mais descritas em processos
infecciosos (LOREN; FARFAN; FUSTE, 2018; FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS,
2020). As bactérias do género Aeromonas sSao comumente encontradas em
ambientes aquaticos, podendo também ser isoladas de diversas espécies animais,

alimentos e solo (JANDA; ABBOTT, 2010).
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O presente estudo teve como objetivo caracterizar estirpes de Aeromonas
spp. isoladas de diferentes espécies de peixes ornamentais que apresentavam
distintos sinais clinicos. Para tanto, foi realizada a identificacdo molecular das
espécies de Aeromonas e deteccdo de genes de viruléncia, além da determinacéo
do perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Os resultados do presente estudo
permitirdo ampliar o conhecimento sobre o potencial de viruléncia e sobre o perfil de
resisténcia das estirpes de Aeromonas spp. e ainda explorar o potencial zoonoético
deste agente para os profissionais, criadores e proprietarios que manipulam os

peixes diariamente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Aeromonas

As bactérias do género Aeromonas pertencem a familia Aeromonadaceae,
apresentam habilidade de formar biofiime e sdo encontradas comumente em
ambientes aquaticos (CHAURET et al., 2001; ALMEIDA, 2015).

Os membros desse género ocorrem de forma isolada e raramente em pares
ou em cadeias curtas, sendo compostos por bacilos Gram-negativos cujo tamanho
varia entre 0,3 - 1,0 um X 1,0 — 3,5 um. Trata-se de bactérias anaerdbias
facultativas, ndo produtoras de esporos, produtoras de catalase, fermentadoras de
glicose e capazes de transformar nitrato em nitrito (MARTIN-CARNAHAN; JOSEPH,
2005). Além disso, o género é caracterizado pela producdo da enzima citocromo
oxidase que permite diferencia-las das Enterobacteriaceae e de indol, aléem de

serem capazes de fermentar maltose, D-galactose e trealose. Semeadas em agar
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sangue, normalmente, sdo beta-hemoliticas (EDBERG; BROWNE; ALLEN, 2007;
PARKER; SHAW, 2011).

O género Aeromonas é classificado como mesdfilo, sendo que a maioria das
espécies € capaz de se multiplicar em uma amplitude de temperatura de 5°C a 41°C,
com excecdo de A. salmonicida cuja temperatura 6tima de crescimento apresenta
uma variacdo entre 22°C e 28°C (POPOFF, 1984). As espécies de Aeromonas
também sado caracterizadas como halotolerantes estando aptas a crescerem em
concentracdes de NaCl de 2% a 4% (BUCHANAN; PALUMBO, 1985; FERNANDEZ-

BRAVO; FIGUERAS, 2020).

2.2 Taxonomia e métodos de identificacéo

Ao longo das ultimas décadas a taxonomia do género Aeromonas sofreu
mudancas em decorréncia do uso de técnicas moleculares, demonstrando
discordancias consideraveis entre identificacdes fenotipicas e genotipicas (BEAZ-
HIDALGO et al.,, 2010). A partir de 1992, 22 novas espécies foram descritas e
incluidas no género (FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS, 2020).

Segundo a Ultima edicdo do Bergey’s Manual, as bactérias do género
Aeromonas, anteriormente alocadas na familia Vibrionaceae, pertencem a ordem
Aeromonadales composta pela familia Aeromonadaceae (MARTIN-CARNAHAN;
JOSEPH, 2005; EDBERG; BROWNE; ALLEN, 2007).

Dois grandes grupos de espécies podem ser diferenciados dentro do género
Aeromonas baseando-se nas caracteristicas de motilidade e temperatura de
multiplicagdo (MARTIN-CARNAHAN; JOSEPH, 2005). O grupo mesofilico e movel,

cuja temperatura de desenvolvimento € entre 35 a 37°C, € composto pelas espécies



18

A. hydrophila, A. caviae e A. sobria. J& o grupo de espécies imdveis e psicrofilas
apresenta temperatura O6tima de crescimento entre 22 e 25°C e tem como
representantes A. salmonicida e A. media (POPOFF, 1984; HOLMES; NICCOLLS;
SARTORY, 1996; JANDA; ABBOTT, 2010).

Nas ultimas duas décadas, o género Aeromonas passou por uma extensa
revisdo na nomenclatura e taxonomia a partir da evolucdo dos métodos de filogenia
molecular. Atualmente sao descritas 36 espécies no género, apesar de ainda existir
controversa sobre as melhores técnicas para a identificacdo e taxonomia final deste
(LOREN; FARFAN; FUSTE, 2018; FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS, 2020).

Além disso, também s&o descritos no género alguns complexos de espécies,
como A. hydrophila (MARTIN-CARNAHAN; JOSEPH, 2005), A. veronii (SILVER et
al., 2011) e A. media (TALAGRAND-REBOUL et al., 2017), sendo estes constituidos
por grupos de estirpes com heterogeneidade intraespecifica, mas que ainda nao
definiram novas espécies (LOREN; FARFAN; FUSTE, 2018).

Em analises filogenéticas e taxonbmicas, tradicionalmente emprega-se o
sequenciamento do gene 16S rDNA; entretanto, as bactérias do género Aeromonas
apresentam pouca heterogeneidade entre os operons rrn e alta similaridade das
sequéncias entre espécies intimamente relacionadas, tornando a diferenciacdo de
espécies a partir do sequenciamento do gene 16S rDNA pouco confiavel (MORANDI
et al, 2005; JANDA; ABBOTT, 2007; FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS, 2020).

Dessa forma, a correta identificacdo dessas bactérias ao nivel de espécie
usando meétodos fenotipicos e genotipicos ainda € um desafio para a maioria dos
laboratorios de microbiologia clinica (FIGUERAS, 2005). Os melhores resultados

para diferenciacdo genotipica das espécies foram descritos com 0 sequenciamento
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de genes housekeeping, como rpoB, rpoD e gyrB (SOLER et al., 2004; LAMY;
LAURENT; KODJO, 2010).

Recentemente, a utilizacdo da espectrometria de massa (MALDI-TOF) foi
considerada uma técnica alternativa para identificacdo das estirpes do género
(LAMY; KODJO; LAURENT, 2011). Entretanto, essa técnica detecta proteinas
relacionados ao gene 16S rDNA podendo apresentar pouca diferenciacdo entre as

espécies do género Aeromonas (FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS, 2020).

2.3 Epidemiologia

Com distribuicdo universal, as bactérias pertencentes ao género Aeromonas
podem ser isoladas de praticamente todos os ambientes em que existam
ecossistemas bacterianos (JANDA; ABBOTT, 2010). Estas podem ser encontradas
também como bactérias de vida livre ou associadas a crustdceos na camada
superficial dos oceanos (MARTIN-CARNAHAN; JOSEPH, 2005; JANDA; ABBOTT,
2010).

Consideradas autéctones de ambientes aquaticos, as bactérias do género
Aeromonas ja foram isoladas de rios, lagos, mar, esgotos, fontes de agua mineral
(HOLMES; NICCOLLS; SARTORY, 1996) e &gua clorada (EDBERG; BROWNE;
ALLEN, 2007). Os estuarios, por apresentarem concentracdes de salinidade mais
baixas que as regides bentdnicas, tornam-se um ambiente ideal para crescimento de
Aeromonas (JANDA; ABBOTT, 2010).

Dessa forma, a agua é considerada como o principal meio de disseminacgao
de Aeromonas. A infeccdo pode ocorrer de forma direta, através do contato direto ou

da prépria ingestdo da agua contaminada, ou de forma indireta a partir de alimento,
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seja este peixe e/ou fruto do mar além de demais produtos que possam ter sido
contaminados com a agua (TAVARES; CERESER; TIMM, 2015).

Além disso, a constante interacdo e exposicdo entre essas bactérias e 0s
humanos possibilitam o seu isolamento de outros ambientes e alimentos, incluindo
animais domeésticos, aves, animais invertebrados e solo (MARTIN-CARNAHAN;
JOSEPH, 2005; JANDA; ABBOTT, 2010).

Tradicionalmente, alguns fatores como a adicdo de cloreto de sodio, baixas
temperaturas e pH, inibem o crescimento de muitas bactérias em alimentos. No
entanto, as espécies do género Aeromonas podem sobreviver em temperaturas
baixas (2 — 10°C), em pH de 5 e em concentracdes de cloreto de sddio de até 4%
(BUCHANAN; PALUMBO, 1985; FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS, 2020). Dessa
forma, essas bactérias podem sobreviver e persistir em varios tipos de alimentos e
ambientes.

O género Aeromonas também ja foi detectado em esgoto. A incidéncia de
Aeromonas em agua de esgoto tem se mostrado alta e as metodologias
convencionais de tratamento desses efluentes ndo possuem bons resultados na
eliminacdo dessas bactérias. Entretanto, protocolos com adicdo de o0z6nio e/ou
radiacdo ultravioleta eliminam por completo esses agentes (FERNANDEZ-BRAVO;

FIGUERAS, 2020).

2.4 Infeccdes em peixes
A industria da aquicultura se desenvolveu rapidamente nas ultimas décadas e
a industria de peixes ornamentais contribuiu com esse crescimento (ANJUR et al.,

2021). Os peixes ornamentais sdo valorizados pela sua beleza e coloragdes
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distintas; porém a alta demanda por esses animais faz com que a sua
comercializacdo esteja em constante crescimento. Em contrapartida a intensificacao
da criacdo de peixes ornamentais, ocorre 0 aumento de doencas infecciosas
associado a mortalidade de peixes e grandes perdas econémicas (ANJUR et al.,
2021).

As bactérias dos géneros Aeromonas e Vibrio, ambas habitantes de
ambientes aquaticos e peixes saudaveis, podem se assumir patogénicas para peixes
ornamentais e ocasionarem perdas significativas em situacfes de estresse (SMITH
et al., 2012; CARDOSO et al., 2021). O género Aeromonas faz parte da microbiota
intestinal dos peixes; no entanto, esta microbiota pode ser alterada durante os
estagios iniciais de desenvolvimento por modificacdes na dieta e nas condi¢cdes
ambientais (HOVDA et al., 2007).

Fatores como temperatura, manejo, condi¢cdes nutricionais e disponibilidade
de oxigénio, podem ocasionar o desequilibrio das microbiotas e predispor os peixes
a diferentes enfermidades (MORAES; MARTINS, 2004).

O estresse no ambiente aquatico, ocasionado por fatores como alteracdes na
qualidade da agua associada a elevada densidade de estocagem de peixes, tem
relacdo direta com o surgimento de doenca em peixes (ROBERTS, 2012; LEIRA et

al., 2016; CARDOSO et al., 2021).

Frente a acbes que promovam o estresse, seja de forma aguda ou cronica,
ocorre um desequilibrio homeostatico no organismo do peixe, levando ao aumento
da concentracédo plasmatica de cortisol. Esse aumento na concentracdo plasmatica
de cortisol ira agir principalmente na supressdo da resposta imune desses animais

(LIMA et al., 2006).



22

A atengdo mundial sobre os membros do género Aeromonas aumentou
consideravelmente nos ultimos anos, em decorréncia das taxas significativas de
mortalidade provocadas nos peixes e das consequentes perdas econémicas durante
0s surtos (LAZADO; ZILBERG, 2018; HOSSAIN; HEO, 2021).

Para os peixes criados em viveiros ou em sistemas com recirculacéo de agua,
0os integrantes do grupo de Aeromonas mdveis sdo 0s principais patégenos
associados com o desenvolvimento de doencas (JOHN; HATHA, 2013; HOSSAIN;
HEO, 2021). Do género Aeromonas, destacam-se as espécies mesofilas,
principalmente A. hydrophila que ja foi correlacionada com alta mortalidade em
diversas espécies de peixes ocasionando perdas econdémicas ao redor do mundo
(JANDA; ABBOTT, 2010).

A aeromonose em peixes € transmitida horizontalmente a partir das excretas
ou lesBes de pele, podendo levar a morte entre dois e dez dias apds 0 aparecimento
dos sinais clinicos (LEIRA et al., 2016). Lesdes ou Ulceras sdo importantes areas
para adesdo e colonizacdo bacteriana, assim como as branquias, pele e trato
gastrointestinal (BEAZ-HIDALGO; FIGUERAS, 2013). As espécies de Aeromonas
podem ser consideradas agentes primarios ou oportunistas causando infec¢cdes em
peixes e humanos imunossuprimidos (MARTIN-CARNAHAN; JOSEPH, 2005;
JANDA; ABBOTT, 2010).

A infeccédo por Aeromonas em peixes pode ocasionar quadros de septicemia
hemorragica e sindrome da doenca ulcerativa e pode acometer qualquer espécie de
peixe; 0s surtos podem ocasionar perdas econd6micas importantes no setor da
aquicultura, tanto em peixes de aguas doces ou salgadas, cultivados ou selvagens
(MORAES; MARTINS, 2004; BEAZ-HIDALGO; FIGUERAS, 2013). O quadro clinico

de hemorragia cutanea progredindo para ulceracbes com perda de epitélio é
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comumente associado a infec¢cdes ocasionadas por A. hydrophila (LEIRA et al.,
2016).

Apesar da infecgéo por Aeromonas ser considerada comum, 0 mecanismo de
patogenicidade do género € complexo e ainda nao foi totalmente esclarecido, sendo
gue a doenca é classificada como multifatorial (CHOPRA; HOUSTON, 1999; BIZANI;
BRANDELLI, 2001). Os quadros com sintomatologia nervosa e septicemia séo
semelhantes aos apresentados em infec¢bes ocasionadas por Streptococcus spp.
sendo muito importante o diagnéstico diferencial nesses casos (FIGUEIREDO et al.,

2008).

2.5 Infecgdes em humanos

O género Aeromonas € conhecido como agente causador de uma variedade
de infeccdbes em humanos, como gastroenterite, infeccdes cutadneas e do trato
respiratério, além de septicemia, meningite, endocardite e infeccbes urinarias
(BIZANI; BRANDELLI, 2001; GUERRA et al., 2007; PARKER; SHAW, 2011).
Infeccbes nosocomiais estdo mais relacionadas a procedimentos cirdrgicos
(FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS, 2020).

Classicamente, individuos suscetiveis adquirem a bactéria a partir do
consumo ou contato direto com agua e alimentos contaminados. A maioria das
infec¢des clinicas estad associada as espécies A. hydrophila, A. veronii, e A. caviae
(FIGUEIREDO et al., 2008; PEIXOTO et al., 2012; FERNANDEZ-BRAVO;
FIGUERAS, 2020). As bactérias do género Aeromonas Sao responsaveis por uma

ampla variedade de complicacdes infecciosas tanto em individuos
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imunocompetentes como em imunocomprometidos, independentemente da idade
(CHOPRA; HOUSTON, 1999; JANDA; ABBOTT, 2010).

A gastroenterite € o quadro mais comum e em casos graves pode ocorrer
peritonite, colite e colangite. As espécies habitualmente identificadas séo A.
hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar sobria, que representam 85% dos casos de
gastroenterite infecciosa. As espécies A. caviae e A. veronii biovar sobria também
sdo comumente associadas ao quadro de “diarreia do viajante” (GUERRA et al.,
2007; PARKER; SHAW, 2011; TOMAS, 2012). As infecgdes por Aeromonas spp.
associadas a gastroenterite sdo mais frequentes durante os meses mais quentes do
ano devido ao aumento na concentracéo de bactérias na agua (BURKE et al., 1984).

O segundo tipo de infeccdo por Aeromonas spp. mais frequente em humanos
sdo as infeccbes em feridas cutaneas que geralmente surgem em individuos
saudaveis ap0Os a contaminacao das lesGes por abrasdo nos ambientes aquaticos e
solo contaminado. Tais feridas incluem celulite, mionecrosite e ectima, que podem
evoluir para osteomielite bem como varios casos de gangrena (PARKER; SHAW,
2011). J& em pacientes imunocomprometidos, as lesdes de feridas normalmente
evoluem para casos de fasciite necrosante (FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS,
2020).

Em relagéo as infec¢Bes septicémicas causadas por Aeromonas spp. estas
estdo principalmente associadas a pacientes imunocomprometidos. Em casos raros
pode acometer individuos saudaveis ap0s o aparecimento de infec¢des severas de
feridas. Os sintomas nesses casos incluem diarreia, febre, arrepios e dores
abdominais. Septicemias que se desenvolvem em pacientes com infec¢cbes graves
de feridas apresentam taxas de mortalidade de até 90% (JANDA; ABBOTT, 2010;

PARKER; SHAW, 2011).
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2.6 Fatores de viruléncia

Para que uma infeccdo se desenvolva é preciso que 0 agente bacteriano,
através de fatores de viruléncia, seja capaz de aderir ou invadir as células do
hospedeiro, escapando dos mecanismos de defesa desse (BEAZ-HIDALGO;
FIGUERAS, 2013). Em hospedeiros suscetiveis, as bactérias patogénicas irdo
produzir danos celulares através da acado de multiplos fatores de viruléncia que
podem estar presentes isoladamente ou em conjunto (EL-BAHAR et al., 2019).

Espécies de Aeromonas com potencial patogénico podem ser encontras em
peixes saudaveis ou enfermos. A patogénese das infec¢cbes € multifatorial e esta
relacionada com a interacdo entre hospedeiro, agente e ambiente (CHOPRA;
HOUSTON, 1999; JOHN; HATHA, 2013).

Multiplos fatores de viruléncia sdo carreados pelos integrantes do género
Aeromonas (PEIXOTO et al., 2012; EL-BAHAR et al., 2019). Dentre os fatores de
viruléncia, as espécies de Aeromonas podem produzir varios produtos extracelulares
como hemolisinas (também denominadas de aerolisinas), citotoxinas, enterotoxinas,
proteases, leucocidinas, fosfolipases, lipases, elastases, DNAses, adesinas, além de
colinesterases (ALPERI; FIGUERAS, 2010; JOHN; HATHA, 2013). Outros fatores de
viruléncia descritos s&do representados por estruturas associadas as células,
incluindo pili, flagelos, proteinas de membrana externa, lipopolissacarideos e
capsula (JANDA, 1991).

Assim como outras bactérias, as Aeromonas secretam enzimas e toxinas que
irdo agir diretamente nas células hospedeiras. Dentre estas, destacam-se as toxinas
com acdo de citolisinas (aerolisina / hemolisina) e as enterotoxinas (BEAZ-

HIDALGO; FIGUERAS, 2013). A aerolisina promove alteracdo da permeabilidade
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das células sanguineas, assim como de outras células eucaridticas, ocasionando
lise osmética. O gene codificador desta toxina é denominado aer (EL-BAHAR et al.,
2019; PESSOA et al., 2019). Ja a hemolisina codificada pelo gene hlyA, induz a
formacdo de poros na membrana celular das hemacias provocando hemolise e
podendo ocasionar quadros de anemia (EL-BAHAR et al., 2019).

Em relacdo as enterotoxinas, estas estdo relacionadas aos quadros clinicos
gastrointestinais e no caso do género Aeromonas destacam-se as enterotoxinas
citotoxicas e citotbnicas (PESSOA et al., 2019). A enterotoxina citotoxica, codificada
pelo gene act, é responsavel por promover a degeneracdo da mucosa intestinal com
lesBes nas células de vilosidades e produtoras de muco, promovendo uma resposta
inflamatoria aguda local. Esta € considerada uma das mais potentes toxinas das
doencas do trato gastrointestinal, geralmente relacionada com casos de diarreia
sanguinolenta em humanos (EL-BAHAR et al., 2019; PESSOA et al., 2019).

As enterotoxinas citoténicas séo divididas em dois grupos: as termolabeis que
podem ser degradadas a 56°C por 10 minutos, codificadas pelo gene alt; e as
termoestaveis que podem ser degradadas a 100°C por 30 minutos, codificadas pelo
gene ast (PESSOA et al., 2019). Essas enterotoxinas ndo causam danos extensos
degenerativos ao epitélio intestinal e estdo relacionados a casos de diarreia
secretoria (PESSOA et al., 2019).

Em relacéo as estruturas celulares de importancia para a patogenicidade, as
Aeromonas podem apresentar flagelos polares e laterais; o flagelo polar esta
relacionado com a capacidade de a bactéria apresentar motilidade em ambientes
liquidos, enquanto os flagelos laterais sédo associados a motilidade do tipo swarming

(enxame) sob superficies solidas ou semissélidas. O flagelo polar destaca-se dentre
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os fatores de viruléncia detectados em Aeromonas e é composto pela proteina
flagelina que é codificada pelo gene fla (FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS, 2020).

A deteccdo das estirpes virulentas através de metodologias convencionais
torna-se muito demorada e laboriosa; para solucionar esse percalco séo
pesquisados genes de viruléncia pela técnica de reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) (EL-BAHAR et al.,, 2019). Estudos avaliando a frequéncia dos genes de
viruléncia de Aeromonas ja foram realizados em varios paises considerando
diferentes origens de isolamento; no entanto, ha grande variacdo dentre os genes
pesquisados (FERNANDEZ-BRAVO; FIGUERAS, 2020).

Em um estudo realizado com 199 estirpes de Aeromonas spp. provenientes
de agua e bancos de isolados clinicos humanos dos Estados Unidos, foram
detectados 11 genes codificadores de fatores de viruléncia; neste caso foram
observados alguns genes presentes tanto nas estirpes de dgua quanto nas de casos
clinicos, indicando assim o potencial de amostras de 4gua em causar doenca em
humanos (KHAJANCHI et al., 2010).

Khor et al. (2015) avaliaram 102 estirpes de Aeromonas spp. da Malasia
provenientes de agua de lagos; dentre os 12 genes de viruléncia estudados pelo
menos 2 desses genes estavam presentes em todas as estirpes. A. hydrophila foi a
principal espécie contendo 0s genes de viruléncia alt e ast sugerindo risco para a
saude publica. Os autores também sugerem que as diferentes espécies do género
Aeromonas podem apresentar diferentes mecanismos viruléncia.

No Brasil, a maioria dos estudos de Aeromonas foi realizada com amostras
de ambiente, humanos e animais, incluindo peixes ndo ornamentais. Kim et al.
(2019) avaliaram a presenca de Aeromonas spp. em cultivos de tilapias em tanques-

rede no Pernambuco; dentre as 150 estirpes analisadas os genes de viruléncia mais
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frequentes foram act e aer. Roges et al. (2020) avaliaram 110 estirpes de A.
hydrophila isoladas de alimentos, amostras clinicas humanas e animais (aves e
mamiferos marinhos, quelénios), no Laboratério de Enterobactérias (FIOCRUZ), e
observaram que mais de 90% das estirpes apresentaram um dos cinco genes de
viruléncia investigados; os autores também identificaram 20 perfis de viruléncia

diferentes entre as estirpes estudadas.

2.7 Caracterizagao genotipica

As técnicas moleculares sdo comumente utilizadas para a diferenciacdo de
estirpes de uma mesma espécie e rastreamento epidemioldgico para determinacao
da origem das estirpes bacterianas e dos respectivos surtos. Além disso, essas
metodologias também auxiliam a compreender a dindmica e a persisténcia das
estirpes bacterianas em diferentes ambientes (PERSING et al., 2004).

Diferentes técnicas moleculares ja foram aplicadas ao estudo do género
Aeromonas, incluindo: analise de sequéncias palindrbmicas extragénicas repetidas
(REP-PCR), polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo (RFLP), sequéncias
consenso intergénicas repetitivas enterobacterianas (ERIC-PCR), polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados (AFLP), eletroforese em gel de agarose em
campo pulsado (PFGE) e tipagem de sequéncias multilocus (MLST) (HUYS et al.,
1994; 1996; SORIANO et al., 1997; SZCZUKA; KAZNOWSKI, 2004; BARRETT, -
SMIDT; SWAMINATHAN, 2006; PABLOS et al.,, 2011; FERNANDEZ-BRAVO;
FIGUERAS, 2020). No entanto, a maioria desses métodos s&o considerados muito
trabalhosos e demorados, e que muitas vezes nao fornecem resultados

discriminatorios (MARTINO et al., 2011).
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A técnica de AFLP se destaca dentre as demais, por requerer menos tempo
que a PFGE e produzir melhores resultados que REP e ERIC-PCR. O método
utilizando dupla restricho enzimatica ja foi descrito com sucesso para a
caracterizacdo de espécies de Aeromonas. Janssen et al. (1996) e Huys et al.
(1996a, 1996b) demonstraram a habilidade da técnica de AFLP para diferenciacao
das espécies de Aeromonas de forma a auxiliar na taxonomia do género.

Além disso, a técnica AFLP também é de grande valia para estudos de
epidemiologia molecular e rastreamento epidemioldgico. Lund et al. (2002) utilizaram
a técnica AFLP para avaliar a variabilidade genética e parentesco de estirpes de A.
salmonicida originarias de peixes marinhos; 0s autores observaram que O0S
agrupamentos de perfis genéticos indicavam uma relacdo entre a similaridade
genética dos isolados e a espécie do hospedeiro. Pablos et al. (2011) também
utilizaram a técnica AFLP para avaliar uma colecdo espanhola de estirpes de
Aeromonas isoladas de pacientes com diarreia, dgua potavel e alimentos e
observaram uma relacdo clonal entre estirpes de agua e isolados humanos; os
resultados obtidos indicaram a transmissdo de A. caviae por agua contaminada

ocasionando doengca em humanos.

2.8 Resisténcia antimicrobiana

Em relacdo a resisténcia aos antimicrobianos, sabe-se que algumas espécies
de Aeromonas sdo resistentes aos antimicrobianos da classe dos B-lactamicos
devido a producgéo de B-lactamases (JANDA; ABBOTT, 2010). Em geral, a maioria
das estirpes € susceptivel aos aminoglicosideos, cefalosporinas, tetraciclinas,

cloranfenicol, quinolonas e sulfonamidas (MARTIN-CARNAHAN; JOSEPH, 2005). As
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quinolonas se destacam, neste contexto, por ser uma classe antimicrobiana muito
utilizada para o controle de enfermidades em peixes e que podem persistir por um
longo periodo no ambiente (GUO et al. 2014).

Relatada como uma questdo atual e mundial de saude publica, a resisténcia
aos antimicrobianos ocorre de maneira natural. Porém o0 uso de terapias
antimicrobianas ineficazes ou inadequadas e a regulamentacéo exigua sobre o0 uso
de tais substancias, tem tornado o aparecimento de bactérias resistente cada vez
mais comum (BRASIL, 2017).

Em paises de baixa renda onde o saneamento basico é quase inexistente e
mas praticas de higiene sdo exercidas, ha maiores relatos de resisténcia aos
antimicrobianos visto que a agua é um importante veiculo de disseminacao
bacteriana e as bactérias estdo em constante interacdo com troca de genes de
viruléncia e resisténcia (ALEEM et al., 2021). Além disso, efluentes hospitalares
possuem grande quantidade de residuos antimicrobianos e bactérias resistentes
contribuindo para o agravamento da resisténcia aos antimicrobianos (ALEEM et al.,
2021).

No Brasil, apenas duas moléculas s&o autorizadas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) na piscicultura, o florfenicol e a
oxitetraciclina (SINDAN, 2018). Esta limitacdo, no entanto, favorece o uso irregular
de outros antimicrobianos, sejam estes licenciados para outros animais ou até
mesmo para humanos, causando prejuizos tanto para a saude animal quanto para o
meio ambiente e a saude humana (SILVA, 2020).

O uso indiscriminado de antibioticos na aquicultura induz a selecao de
bactérias com caracteristicas de multirresisténcia, ou seja, resistentes as varias

classes de antimicrobianos concomitantemente (PEIXOTO et al.,, 2012; JOHN;
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HATHA, 2013; HOSSAIN; HEO, 2021). Os genes de resisténcia aos antimicrobianos,
codificadores do fendtipo de resisténcia, podem ainda ser transferidos ou obtidos de
outras bactérias, de forma a se disseminar entre os microrganismos e diferentes
ambientes (JOHN; HATHA, 2013).

Em um estudo com estirpes de Aeromonas isoladas de trés lagos de carpas
contendo adultos e alevinos na cidade de Wiklino, na Polonia, Zdanowicz et al.
(2020) constataram que tais isolados apresentaram resisténcia aos antimicrobianos
das classes dos [B-lactamicos e lincosamidas, e demonstraram sensibilidade aos
aminoglicosideos, cloranfenicol e fluoroquinolonas.

Em outro estudo realizado com 57 estirpes de Aeromonas isoladas de
alimentos (frango fresco e congelado, aves de caca, leite pasteurizado, alimentos
para bebés, produtos de panificacdo, frutas, legumes, peixes e agua) provenientes
da cidade Abu Dhabi, nos Emirados Arabes Unidos, foi detectada resisténcia a
penicilinas, sulfametoxazol, trimetoprina e macrolideos, e sensibilidade a tetraciclina,
cloranfenicol, nitrofurantoina, aminoglicosideos, cefalosporinas, quinolonas, sulfato
de colistina e sulfatrimetropina (AWAN et al., 2009).

No Brasil, Guerra et al. (2007) detectaram A. hydrophila, A. caviae e A. sobria
em pacientes com gastroenterite de dois hospitais no Rio Grande do Sul; os autores
observaram que todos os isolados de Aeromonas eram resistentes a ampicilina,
ticarcilina/acido clavulanico, cefalotina e cefazolina, e enquanto os antibioticos mais
eficientes foram as quinolonas e os aminoglicosideos. Ja no estudo de Roges et al.
(2020), mais de 50% das estirpes de A. hydrophila foram suscetiveis aos 11
antibioticos testados; no entanto, foram identificados 21 perfis de resisténcia

diferentes com apenas 6,4% de multirresisténcia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Caracterizar estirpes de Aeromonas spp. isoladas de peixes ornamentais por
meio da identificagdo molecular das espécies e dos genes de viruléncia, além da

determinacao do perfil de resisténcia aos antimicrobianos.

3.2 Objetivos Especificos

1. Identificar as estirpes suspeitas de Aeromonas spp. pela técnica de MALDI-TOF
MS;

2. Confirmar a identificacdo das estirpes suspeitas de Aeromonas spp. pela técnica
de PCR;

3. Detectar os genes de viruléncia nas estirpes de Aeromonas pela técnica de PCR;

4. Avaliar a variabilidade genética das estirpes através da analise do polimorfismo
do comprimento de fragmentos amplificados (SE-AFLP);

5. Caracterizar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos das estirpes de
Aeromonas pela técnica de disco-difusao;

6. Analisar os dados obtidos através da caracterizacdo fenotipica e genotipica das

estirpes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Origem das estirpes bacterianas

Foram avaliadas 300 estirpes de Aeromonas spp. isoladas de 123 peixes
ornamentais de 32 diferentes espécies. Desses animais, 72 foram avaliados na tese
de Doutorado do Médico Veterinario Pedro Henrique Magalhdes Cardoso na qual
também foram realizados os isolamentos bacterianos (CEUAx N 4516111214), entre
Janeiro e Dezembro de 2016 (CARDOSO, 2017). Os 51 peixes restantes foram
avaliados entre os anos de 2018 (n=11) e 2019 (n=40). Todos os isolamentos
bacterianos foram realizados no Laboratério de Epidemiologia Molecular e
Resisténcia a Antimicrobianos, coordenado pela professora doutora Andrea Micke
Moreno.

Os animais avaliados apresentaram septicemia, lesdo de pele e/ou lesdo
ocular. As amostras das quais foram isoladas as estirpes eram compostas pelo
orgdo afetado acondicionado em bolsa plastica estéril ou por suabes coletados de
forma asséptica diretamente no local da lesdo, sendo acondicionados em meio de
cultura de Amies (ABSORVE™). As amostras foram mantidas sob refrigeracéo (4°C)

até a chegada ao laboratério para o processamento (até 72 horas).

4.2 Bacteriologico

Para o isolamento bacteriano, os fragmentos de 6rgdos ou suabes foram
semeados em agar MacConkey e agar dextrina-ampicilina (Difco-BBL, Detroit, Ml
JUSA). As placas foram incubadas a 37°C por 24 a 48 horas em aerobiose. As

colonias bacterianas isoladas foram semeadas em 3 mL de caldo BHI (Brain Heart
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Infusion) (Difco) e a partir deste cultivo foi separada uma aliquota para estoque a -
86°C.

Para realizacdo do presente projeto foram descongeladas aliquotas das
estirpes previamente isoladas (descritas acima). Para verificagdo de pureza e
avaliacdo de atividade hemolitica, as estirpes foram re-isoladas em agar MacConkey
e agar Sangue (5% de sangue de carneiro) (Difco-BBL). As placas foram incubadas
a 37°C por 24 a 48 horas em aerobiose. As colbnias bacterianas isoladas foram
semeadas em 2 mL de caldo BHI (Difco-BBL) e submetidas as diferentes técnicas

fenotipicas e genotipicas propostas.

4.3 Identificacéo das estirpes por espectrometria de massa MALDI-TOF

Uma aliquota de 1 mL do cultivo bacteriano foi utilizada para extracdo de
proteinas para a realizacdo da espectrometria de massa MALDI-TOF. Para tanto,
utilizou-se o protocolo descrito por Hijazin et al. (2012). Os extratos proteicos obtidos
foram armazenados a -20°C.

A leitura pelo MALDI-TOF MS foi realizada no espectrofotometro de massa
Microflex™ (Bruker Daltonik) da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo -
CETESB, com o auxilio técnico da doutora Maria Inés Zanoli Sato e sua equipe.
Para leitura, 1 uL de suspenséao proteica foi transferido para a placa de aco inox e
adicionado 1 uL da matrix (acido a-ciano-4-hidréxido-cinamico). Cada estirpe foi
distribuida em triplicata e para cada placa foram realizadas duas leituras. Para
captura dos espectros proteicos foi utilizado o programa FlexControl™ (Bruker

Daltonik) pelo método MTB_autoX. O espectrofotometro foi externamente calibrado
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através da utilizacdo de proteinas ribossébmicas de Escherichia coli (BTS - Bruker
Daltonik).

Para a identificacdo bacteriana pelo espectro proteico foi utilizado o programa
BioTyper™ (MALDI Biotyper CA Systems) 3.0 (Bruker Daltonik). Os critérios para
interpretacdo da fabricante Bruker Daltonik foram utilizados neste estudo como
segue: escores = 2.0 foram aceitos para atribuicdo de espécie, e escores 2 1.7 e <

2.0 foram utilizados para identificacdo de género.

4.4 Caracterizacdo genotipica

4.4.1 Extracdo do DNA

Uma aliquota de 1 mL do cultivo bacteriano foi utilizada para extracdo do DNA de
acordo com o protocolo descrito por Boom et al. (1990). As amostras de DNA foram

armazenadas a -20°C até o processamento.

4.4.2 Identificacdo genotipica das espécies

A identificacdo genotipica das estirpes foi realizada pela técnica de reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR). Para tanto, foram pesquisados 0s genes gyrB, rpoB e
ahal (Quadro 1), sendo este ultimo codificador de uma adesina especificamente
relacionada a espécie A. hydrophila. Para a identificacdo das espécies A. hydrophila
(AHA) e A. caviae (ACA) foi padronizada uma reacdo de PCR multiplex, enquanto
para a identificacdo de A. veronii (AVE) foi padronizada uma reacéo de PCR simples.

As reacOes foram realizadas utilizando-se 5 pl do DNA bacteriano, 1.5 mM de

MgCl,, 10 pmoles de cada iniciador (Quadro 1), 1.0 U de Taqg DNA polimerase, 1 X
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tampédo de PCR, 200mM de cada dNTP e agua até o volume final de 50 ul. Foi

utilizado o termociclador (Bio-Rad Laboratories) programado da seguinte forma:

e Multiplex de deteccdo de A. hydrophila (AHA) e A. caviae (ACA): um ciclo a

95°C por 15 minutos, 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto, 72°C

por 45 segundos, e um ciclo final de 72°C por 5 minutos;

e PCR simples para identificacdo de A. veronii (AVE): um ciclo a 95°C por 15

minutos, 30 ciclos de 94°C por 40 segundos, 65°C por 50 segundos, 72°C por

40 segundos, e um ciclo final de 72°C por 5 minutos.

A deteccdo dos produtos de amplificacao foi realizada por meio de eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, utilizando-se tampéo TBE 0,5 X (Tris-base 45 mM, acido
boérico 45 mM e EDTA 1 mM, pH 8) e voltagem de 110V durante 1 hora. Os
fragmentos amplificados foram visualizados no sistema de fotodocumentagédo Gel
Doc XR (Bio Rad), sendo os fragmentos corados com BlueGreen™ (LGC
Biotecnologia) e comparados ao marcador 100 pb DNA Ladder™ (New

EnglandBioLabs Inc).
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Quadro 1: Iniciadores e respectivos tamanhos dos produtos de amplificacédo para a
identificacdo das espécies e genes de viruléncia de Aeromonas.

Espécie Gene Sequéncia de oligonucleotideo  Tamanho (pb) Referéncia
A _ B TGCTGCTGACCATCCGC 20 b | (2015
. caviae ayr GGTGCCTGCGGCTCG ersson et al. ( )

GAGAAGGTGACCACCAAGAACA

A. hydrophila  ahal GAGATGTCAGCCTTGTAGAGCT 200 Sebastidao (2015)

CGTGCCGGCTTTGAAGTC

A.veronii— 1pOB 5\t ACGTACTTGCCTTCTTCAATA

224 Persson et al. (2015)

4.4.3 Pesquisa de genes de viruléncia de Aeromonas

As estirpes de Aeromonas spp. foram submetidas a pesquisa dos genes de
viruléncia relacionados a infeccdo. O Quadro 2 apresenta os iniciadores utilizados na
PCR para amplificar fragmentos de diferentes genes codificadores dos fatores de
viruléncia: enterotoxina citotbnica termoldbil (alt), aerolisina (aer), enterotoxina
citotoxica (act), enterotoxina citotdbnica termoestavel (ast), flagelina (fla) e hemolisina
(hlyA).

Para a deteccdo dos genes de viruléncia, as reacdes de PCR foram
realizadas utilizando-se 5 ul do DNA bacteriano, 1.5 mM de MgCl,, 10 pmoles de
cada iniciador (Quadro 2), 1.0 U de Tag DNA polimerase, 1 X tampédo de PCR,
200mM de cada dNTP e agua até o volume final de 50 pl. Os par@metros de tempo e
temperatura dos programas das respectivas reacdes foram ajustados segundo o
descrito por Khor et al. (2015). Foi utilizado o termociclador (Bio-Rad Laboratories)

programado da seguinte forma:



38

e PCR para deteccdo dos genes alt e ast: um ciclo a 95°C por 15 minutos, 30

ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 45 segundos, e um

ciclo final de 72°C por 5 minutos.

e PCR para deteccdo do gene aer: um ciclo a 95°C por 15 minutos, 30 ciclos de

95°C por 1 minuto, 59°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos, e um ciclo

final de 72°C por 5 minutos.

e PCR para deteccdo do gene act: um ciclo a 95°C por 15 minutos, 30 ciclos de

95°C por 1 minuto, 57°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos, e um ciclo

final de 72°C por 5 minutos.

e PCR para deteccéio do gene fla: um ciclo a 95°C por 15 minutos, 30 ciclos de

95°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto, 72°C por 45 segundos, e um ciclo final

de 72°C por 5 minutos.

e PCR para deteccdo do gene hlyA: um ciclo a 95°C por 15 minutos, 30 ciclos

de 95°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, e um ciclo final

de 72°C por 10 minutos.

A deteccdo dos produtos de amplificacdo foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, utilizando-se tampédo TBE 0,5 X (Tris-base
45 mM, acido bérico 45 mM e EDTA 1 mM, pH 8) e voltagem de 110 V durante 1
hora. Os fragmentos amplificados foram visualizados no sistema de

fotodocumentacdo Gel Doc XR (Bio Rad), sendo os fragmentos corados com
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BlueGreen™ (LGC Biotecnologia) e comparados ao marcador 100 pb DNA Ladder™

(New EnglandBioLabs Inc).

Quadro 2: Iniciadores utilizados para deteccao de diferentes genes codificadores de fatores

de viruléncia de Aeromonas.

Gene Alvo Sequéncia do oligonucleotideo Tar(r;)a;)r;ho Referéncia
Enterotoxina AGAAGGTGACCACCAAGAACA Kingombe et al.
act itotoxi 232 1999
citotoxica AACTGACATCGGCCTTGAACTC (1999)
CCTATGGCCTGAGCGAGAAG
aer Aerolisina 431 Nawaz et al. (2010)
CCAGTTCCAGTCCCACCACT
Enterotoxina AAAGCGTCTGACAGCGAAGT Aguilera-Arreola et
alt citotonica 320 al. (2005)
termolabil AGCGCATAGGCGTTCTCTT '
Enterotoxina :
ast citotonica 504
. al. (2005)
termoestavel CTCATCCCTTGGCTTGTTGT
TCCAACCGTYTGACCTC
fla Flagelina 608 Nawaz et al. (2010)
GMYTGGTTGCGRATGGT
o ATGAGTTTTGCCGATAGTTTATTTTTCCTGA
hlyA Hemolisina 1320 Ravi et al.( 2019)

TTACGATTCCTGAGCGGGCTTGTCGGCCGGCGTG

4.4.4 Polimorfismo do comprimento de fragmentos amplificados (SE-AFLP)

A tipificacdo genotipica, por meio da técnica de polimorfismo do comprimento

de fragmentos amplificados (AFLP), foi realizada para cada espécie identificada nas
amostras estudadas. Para SE-AFLP, foi utilizado o protocolo de McLauchlin et al.
(2000) com restricdo Unica pela enzima Hindlll (New England Biolabs). Os
fragmentos de DNA foram detectados através de eletroforese a 90 V por 4 horas em
gel de agarose (2%) corado com BlueGreen™ (LGC Biotecnologia). As imagens

foram capturadas sob iluminacdo UV pelo sistema Gel Doc XR (Bio-Rad
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Laboratories). Os fragmentos amplificados foram identificados com base no

marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (LGC Biotecnologia).

4.5 Perfil de resisténcia aos antimicrobianos

A caracterizacao do perfil de resisténcia aos antimicrobianos foi realizada pela
técnica de disco-difusdo, conforme os padrbes definidos no documento VET01-S2
(CLSI, 2020).

Para a preparacdo do inoculo, as estirpes foram cultivadas em caldo BHI
(Difco) e incubadas a 37°C por 24 horas. A turbidez do cultivo foi ajustada com
solucao salina estéril (0,9%) de modo a obter uma turbidez éptica compa equivalente
a 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1 x 10® UFC/mL). Uma vez
ajustada, a suspensdo bacteriana foi distribuida, com o auxilio de um suabe estéril,
em placa com meio de cultura agar Mueller Hinton (Difco) de maneira a obter uma
cobertura homogénea da placa. Posteriormente, foram aplicados de forma asséptica
os discos contendo antibidticos e as placas foram incubadas em estufa a 35°C por
16 a 18 horas conforme descrito no documento M45 (CLSI, 2020). Os
antimicrobianos avaliados e 0s respectivos pontos de corte sdo apresentados no
Quadro 3. Para enrofloxacina, florfenicol e gentamicina os resultados também foram
avaliados utilizando os pontos de corte epidemiologicos (ECOFF) de acordo com o

documento VETO04 (CLSI, 2020) (Quadro 4).
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Quadro 3: Antimicrobianos avaliados e respectivas concentracdes e pontos de corte

utilizados.
Antimicrobiano Concentragéo Pontos de corte para classificacéo
(ug/mL) Sensivel Intermediario Resistente
Cefepima 30 225 19-24 <18
Cefoxitina 30 218 15-17 <14
Ceftazidima 30 221 18-20 <17
Ceftriaxona 30 223 20-22 <19
Imipenem 10 223 20-22 <19
Piperacilina-tazobactam 110 221 18-20 <17
Tetraciclina 30 215 12-14 <M
Enrofloxacina* 5 =223 17-22 <16
Ciprofloxacina 5 221 16-20 <15
Amicacina 30 217 15-16 <14
Gentamicina* 10 216 13-15 <12
Eritromicina 15 223 14-22 <13
Clorafenicol 30 218 13-17 <12
Florfenicol* 30 222 19-21 <18
Sulfonamida 300 217 13-16 <12
Sulfametoxazol-tripmetropim 25 216 11-15 <10

Ativos marcados com * tem ponto de corte proveniente do documento CLSI VET 01S — 5th ed., outros

antimicrobianos seguem com ponto de corte do documento CLSI suplemento M100 — 32nd. ed.

Quadro 4: Antimicrobianos avaliados considerando ECOFF.

o _ Concentrag&o Pontos de corte para classificagdo
Antimicrobiano
(ug/mL) WT* NWT
Enrofloxacina 5 =32 <31
Florfenicol 30 225 <24
Gentamicina 10 =19 <18

*WT - estirpes selvagens, NWT - estirpes nédo selvagens, interpretacdo proveniente do documento
CLSI - VET04, 3rd ed.
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4.6 Analise dos resultados

A distribuicdo das frequéncias das estirpes segundo espécie e origem foi
realizada com o programa SPSS 16.0 (SPSS Inc). Para a avaliacdo da concordancia
entre as técnicas MALDI-TOF MS e PCR para a identificacdo das espécies de
Aeromonas, utilizou-se o coeficiente de Kappa (k) e o teste de simetria e
homogeneidade, realizado com o programa Stata 12.0 (StataCorp, 2011). As
espécies identificadas e o fendétipo de hemdlise foram trabalhados como variaveis
categoricas e as diferencas analisadas pelo teste de Fisher-Freeman-Halton com a
probabilidade bilateral estimada pelo método de Monte Carlo. Para as analises
realizadas foi considerado nivel de significancia de 5 %.

Para a andlise de agrupamento dos perfis da SE-AFLP, foi construido um
dendrograma, para cada espécie, utilizando o coeficiente de Dice e o método de
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Para a distincdo dos
gendtipos foi utilizado o ponto de corte de 90% de similaridade genética (VAN
BELKUN et al., 2007).

O perfil de resisténcia das espécies isoladas foi determinado com base nos
pontos de corte disponiveis nos documentos M100, VETO01S e VET04 do CLSI
(2020, 2021, 2022). A classificagdo de multirresisténcia foi determinada conforme
descrito por Schwarz et al. (2010), considerando resisténcia a 3 ou mais classes de
antimicrobianos.

Para a analise de agrupamento dos perfis de viruléncia também foi utilizado o
programa Bionumerics 7.6 (Applied Maths), sendo necesséria a transformacao dos
perfis para dados binarios. Um dendrograma foi construido para cada espécie

bacteriana utilizando o coeficiente de “different values” e o método de Ward.
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5. RESULTADOS

Das 300 estirpes estudadas, 235 (78,0%) foram isoladas no ano de 2016, 13
(4,3%) foram isoladas em 2018, e as 52 estirpes restantes (17,0%) foram obtidas no
ano de 2019. Foi selecionada uma média de 2,5 estirpes por animal avaliado,
considerando a possibilidade de variacdo de sitio de isolamento e espécies de
Aeromonas.

A partir da identificacdo pela espectrometria de massa MALDI-TOF, foram
detectadas 158 (52,67%) estirpes de A. veronii, 125 (41,67%) de A. hydrophila, e
apenas 17 (5,67%) de A. caviae (Tabela 1). Este resultado corresponde a primeira
de duas opcbes “match” de identificagdo geradas pelo programa BioTyper™ com
escore > 2.0.

A identificacdo das espécies de Aeromonas foi confirmada pela identificacéo
genotipica. A partir da padronizagdo das PCRs, foi possivel observar os seguintes
resultados: 53,0% (159/300) das estirpes foram identificadas como A. veronii, 41,3%
(124/300) como A. hydrophila, e 5,7% (17/300) restante como A. caviae (Tabela 1).

Pode-se observar que apesar das discrepancias pontuais entre as técnicas de
identificacdo dessas trés espécies de Aeromonas, ndo foi detectada diferenca
significativa entre elas. Também apresentaram boa concordancia pelo coeficiente de

Kappa (Tabela 1).
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Tabela 1: Identificacdo das espécies de Aeromonas pelas técnhicas MALDI-TOF MS e PCR —
N (%).

ID MALDI-TOF MS

ID PCR Total
A. veronii A. hydrophila A. caviae
A. veronii 141 (89,2) 18 (14,4) 0 159 (53,0)
A. hydrophila 16 (10,2) 103 (82,4) 5(29,4) 124 (41,3)
A. caviae 1 (0,6) 4(3,2) 12 (70,6) 17 (5,7)
Total 158 (100) 125 (100) 17 (100) 300 (100)

a. p =0,7461 (Probabilidade do Teste de Simetria assintotica)
b. Kappa = 0,731; p < 0,001

No entanto, destaca-se que em mais de 90% das estirpes foi observado que a
espectrometria de massa MALDI-TOF resultou em dois melhores “matches” de
identificagdo para duas espécies diferentes de Aeromonas, dentre as trés
detectadas, com escores = 2.0. Portanto, apesar de apresentar boa concordancia
com a identificacdo genotipica, o resultado da espectrometria de massa também
suscita duvida para adequada atribuicdo de espécie dentro do género Aeromonas.
Dessa forma, para a continuidade das andlises deste projeto optou-se pela utilizacédo
dos resultados gerados pela identificacdo genotipica das estirpes.

Considerando os perfis de isolamento ou infec¢do pelo agente, foi observado
que 67,5% (83/123) dos peixes apresentaram infecgcdo por uma Unica espécie de
Aeromonas, enquanto 30,9% (38/123) foram infectados simultaneamente por duas
espécies, e em apenas dois animais (1,6%) foram detectadas as trés espécies
concomitantemente (Tabela 2). A partir desses resultados, foram propostos perfis de
infeccdo dos animais considerando as trés espécies identificadas do género

Aeromonas.
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Dessa forma, foram identificados sete perfis de infeccdo (P1 a P7)
considerando a combinacdo das espécies A. veronii, A. hydrophila e A. caviae
(Tabela 2). Destacam-se os perfis P1, P2 e P4 que apresentaram as maiores
frequéncias e correspondem, respectivamente, as espécies A. veronii e A.

hydrophila detectadas isoladas e concomitantemente.

Tabela 2: Distribuicdo dos perfis de infec¢do das espécies de Aeromonas de acordo com 0s
animais estudados.

ii?gcizlggg Espécie(s) N %
P1 AVE 43 35,0
P2 AHY 37 30,1
P3 ACA 3 24
P4 AVE/AHY 29 23,6
P5 AVE/ACA 6 4.9
P6 AHY/ACA 3 24
P7 AVE/AHY/ACA 2 1,6

AVE - A. veronii; AHY - A. hydrophila; ACA - A. caviae.

A partir da identificacdo das estirpes de Aeromonas estudadas, também foi
avaliada a sua distribuicdo em relacdo a origem, considerando as espécies de
peixes acometidas (Tabela 3), os quadros clinicos observados (Tabela 4) e os seus

respectivos sitios de isolamento (Tabela 5).
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Tabela 3: Distribuicdo de frequéncia das espécies de Aeromonas identificadas segundo as
espécies de peixes estudadas — N (%).

ID PCR
Espécie de peixe - ] ] Total
A. veronii A. hydrophila  A. caviae

Carassius auratus 41 (52,6) 35 (44,9) 2(2,5) 78 (100)
Cyprinus carpio 38 (53,5) 33 (46,5) 0 71 (100)
Trichogaster trichopterus 18 (64,3) 9(32,1) 1(3,6) 28 (100)
Trichogaster lalius 1(6,25) 14 (87,5) 1 (6,25) 16 (100)
Mikrogeophagus altispinosus 5 (33,3) 10 (66,7) 0 15 (100)
Danio rerio 6 (66,7) 1(11,1) 2 (22,2) 9 (100)
Symphysodon discus 6 (66,7) 2 (22,2) 1(11,1) 9 (100)
Cichlasoma salvini 6 (75,0) 0 2 (25,0) 8 (100)
Barbodes semifasciolatus 4 (66,7) 2 (33,3) 0 6 (100)
Cichlasoma meeki 1(16,7) 2 (33,3) 3 (50,0) 6 (100)
Pterophyllum scalare 4 (66,6) 1(16,7) 1(16,7) 6 (100)
Poecilia reticulata 2 (40,0) 3 (60,0) 0 5 (100)
Trichopodus leerii 2 (40,0) 2 (40,0) 1 (20,0) 5 (100)
Polypterus senegalus 4 (100) 0 0 4 (100)
Puntigrus tetrazona 4 (100) 0 0 4 (100)
Puntius conchonius 4 (100) 0 0 4 (100)
Betta splendens 2 (66,7) 1(33,3) 0 3 (100)
Misgurnus anguillicaudatus 2 (66,7) 0 1(33,3) 3 (100)
Pangasius hypophthalmus 2 (66,7) 1(33,3) 0 3 (100)
Trichopodus trichopterus 2 (66,7) 1(33,3) 0 3 (100)
Throricthys meeki 0 2 (100) 0 2 (100)
Tropheus moorii 0 1 (50,0) 1 (50,0) 2 (100)
Cyphotilapia frontosa 1 (100) 0 0 1 (100)
Demasoni pombo 1 (100) 0 0 1 (100)
Epalzeorhynchos bicolor 0 0 1 (100) 1 (100)
Hemiodus gracilis 0 1 (100) 0 1 (100)
Hyphessobrycon herbertaxelrodi 1 (100) 0 0 1 (100)
Maylandia zebra 1 (100) 0 0 1 (100)
Mealanotaenia trifasciata 0 1 (100) 0 1 (100)
Moenkhausia costae 1 (100) 0 0 1 (100)
Parambassis ranga 0 1 (100) 0 1 (100)
Puntius tetrazona 0 1 (100) 0 1 (100)
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Tabela 4: Distribuicdo de frequéncia das espécies de Aeromonas identificadas segundo as

afeccdes observadas — N (%).

Quadro Clinico A.veronii  A.hydrophila  A. caviae Total
Septicemia 55 (34,6) 31 (25,0) 5(29,4) 91 (30,3)
Lesdo ocular e septicemia 48 (30,2) 35 (28,2) 7 (41,2) 90 (30,0)
Les&o ocular 15 (9,4) 30 (24,2) 3(17,6) 48 (16,0)
Lesdo de pele 22 (13,8) 17 (13,7) 1(5,9) 40 (13,3)
Lesédo de pele e septicemia 19 (11,9) 11 (8,9) 1(5,9) 31(10,3)
Total 159 (100) 124 (100) 17 (100) 300 (100)

Tabela 5: Distribuicdo de frequéncia das espécies de Aeromonas identificadas segundo o
sitio de isolamento.

Sitio de isolamento A. veronii A. hydrophila  A. caviae Total

Olhos 21 (13,2) 37 (29,8) 6 (35,3) 64 (21,3)
Orgaos internos’ 24 (15,1) 13 (10,5) 5 (29,4) 42 (14,0)
Figado 23 (14,5) 13 (10,5) 1(5,9) 37 (12,3)
Branquias 17 (10,7) 15 (12,1) 3 (17,6) 35 (11,7)
Pele 18 (11,3) 14 (11,3) 0 32 (10,7)
Cérebro 12 (7,5) 10 (8,1) 0 22 (7,3)
Cavidade celomatica 13 (8,2) 2(1,6) 0 15 (5,0)
Rim 7 (4,4) 6 (4,8) 0 13 (4,3)
Intestino 8 (5,0) 4(3,2) 0 12 (4,0)

Baco 5(@3,1) 5 (4,0) 1(5,9) 11 (3,7)

Coracéao 2(1,3) 2 (1,6) 0 4(1,3)

Nadadeira 4 (2,5) 0 0 4 (1,3)

Aparelho reprodutor 1(0,6) 0 1(5,9) 2(0,7)

Figado e Branquias 0 2 (1,6) 0 2(0,7)

Opérculo 1 (0,6) 1(0,8) 0 2(0,7)

Baco e branquias 1(0,6) 0 0 1(0,3)

Ovos retidos 1 (0,6) 0 0 1(0,3)

Peixe inteiro® 1 (0,6) 0 0 1(0,3)
Total 159 (100) 124 (100) 17 (100) 300 (100)

'Pool de orgaos. 2 Animal apresentando erosao na regido dorsal.
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Dentre esses resultados, destaca-se que 70,6% das estirpes de A. caviae
foram detectadas em animais apresentando septicemia com ou sem lesdo ocular
associada. De forma semelhante, 64,7% das estirpes de A. caviae foram isoladas de
amostras de pool de 6rgéos e de olhos.

Em relacdo a avaliacao de atividade hemolitica, foi observado que 86,0% das
estirpes estudadas apresentaram beta-hemolise (hemolise completa), enquanto
14,0% apresentaram alfa-hemodlise (hemdlise parcial) (Tabela 6). A avaliacdo da
distribuicdo das espécies de Aeromonas identificadas em relagdo a atividade
hemolitica (Tabela 6) resultou em diferenca estatistica significativa. Esta diferenca
esta relacionada ao predominio de estirpes de A. veronii e A. hydrophila que

apresentaram fenotipo de beta-hemalise.

Tabela 6: Distribuicdo de frequéncia das espécies de Aeromonas identificadas segundo o
fenétipo de hemolise.

Hemodlise
ID PCR Total
Alfa Beta
A. veronii 26 (16,4) 133 (83,6) 159 (100)
A. hydrophila 7 (5,6) 117 (94,4) 124 (100)
A. caviae 9 (52,9) 8 (47,1) 17 (100)
Total 42 (14,0) 258 (86,0) 300 (100)

Probabilidade estimada pelo teste de Fisher-Freeman-Halton p < 0,001.

Em relacédo aos seis genes de viruléncia pesquisados nas 300 estirpes de
Aeromonas, foram observados os seguintes resultados: o gene act foi detectado em
271 (90,3%) estirpes, aer em 238 (79,3%), fla em 175 (58,3%), hlyA em 131

(43,7%), alt em 130 (43,3%), e 0 gene ast em 106 (35,3%). A espécie A. hydrophila
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apresentou mais de 50% de suas estirpes positivas para 0s genes estudados,
enquanto as estirpes de A. veronii apresentaram maior proporcao de aer, act e fla; ja

dentre as 17 estirpes de A. caviae houve predominio dos genes hlyA e fla (Figura 1).
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Figura 1: Gréfico representativo da distribuicdo dos genes de viruléncia detectados
segundo as espécies de Aeromonas

Foi detectada diferenca estatistica significativa para os genes hlyA (p<0,001),
act (p<0,001), alt (p<0,001), ast (p<0,001), e fla (p=0,029) e o fendtipo de alfa- e
beta-hemodlise (Figura 2). Apesar de ser observada uma tendéncia de predominio
dos genes aer, act e fla em relacdo aos quadros clinicos originarios (Figura 3),

apenas foi detectada diferenca estatistica significativa para o gene fla (p=0,08).
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Figura 2: Gréfico representativo da distribuicdo dos genes de viruléncia
detectados segundo o fenétipo de alfa- e beta-hemolise.
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Figura 3: Gréfico representativo da distribuicdo dos genes de viruléncia detectados segundo
os quadros clinicos observados.
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Foram identificados 30 perfis de viruléncia considerando a combinacdo dos
resultados das PCRs (Figura 4 e Tabela 7). Destaca-se que 0s cinco principais perfis
contém 227 estirpes (75,7%) (perfis V1 a V5). Apenas cinco (1,7%) estirpes foram
negativas para todos os genes (perfil V10), sendo estas identificadas como A. caviae
e A. veronii; enquanto 31 estirpes (10,3%) foram positivas para todos os genes (perfil
V4) das quais 30 sdo A. hydrophila, correspondendo a 24,2% destas. Nao foi
observada relacdo entre os perfis de viruléncia e os quadros clinicos de origem

(Figura 5 e 6).

Perfis de frequencia =1 | —
hiyA+/ aer-/act+/alt+/ast+/fla-
hiyA+/aer-/act-/alt-/ast-/fla-
hlyA -/ aer-/act+ /alt+ [ast-/fla -
hiyA - /aer+ fact+/alt +/ ast-/ fla-
hiyA-/aer+/act-/alt-/ast-/fla-
hiyA +/ aer+/act+/alt+/ast-/fla+
hiyA+/aer-/act+/alt+/ast-/fla+
hiyA - /aer-/act+/alt-fast-/fla+
hiyA- /aer-/ act-/alt-/ast-/fla+
hiyA - /aer-/act-/alt-/ast-/fla-
hiyA+/ aer+/ act+ falt-/ast-/fla+
hiyA-/aer+ /act+/alt+/ast-/fla+
hiyA- /aer-/act+/alt-/ast-/fla-
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B A. veronii WA, hydrophila WA, caviae

Figura 4: Gréfico representativo da distribuicdo dos principais perfis de viruléncia identificados segundo
as espécies de Aeromonas.
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Distribuicao de frequéncia dos perfis de viruléncia identificados segundo a espécie
de Aeromonas.

Perfil Perfil de Viruléncia A.caviae A.hydrophila A.veronii Total
V1 hlyA -/ aer +/act +/ alt - / ast - / fla + 0 11 (8,9) 71 (44,7) 82 (27,3)
V2 hlyA +/aer +/act+/alt +/ast+/fla - 0 49 (39,5) 1(0,6) 50 (16,7)
V3 hlyA-/aer+/act+/alt-/ast-/fla- 1(5,9) 5 (4,0) 40 (25,2) 46 (15,3)
V4 hlyA +/aer +/act+/alt+/ast+/fla+ 0 30 (24,2) 1(0,6) 31 (10,3)
V5 hlyA +/aer -/act+/alt+/ast+/fla+ 0 6 (4,8) 12 (7,5) 18 (6,0)
V6 hlyA +/aer-/act-/alt-/ast-/fla+ 6 (35,3) 2(1,6) 0 8 (2,7)
V7 hlyA-/aer-/act+/alt-/ast-/fla- 0 1(0,8) 6 (3,8) 7 (2,3)
V8 hiyA-/aer+/act+/alt+/ast-/fla+ 0 0 6 (3,8) 6 (2,0)
V9 hlyA +/aer +/act+/alt-/ast-/fla+ 2(11,8) 3(2,49) 1(0,6) 6 (2,0)
V10 hlyA-/aer-/act-/alt-/ast-/fla- 1(5,9) 0 4 (2,5) 5@1,7)
V11 hlyA-/aer-/act-/alt-/ast-/fla+ 3(17,6) 1(0,8) 1(0,6) 5(,7)
V12 hlyA-/aer-/act+/alt-/ast-/fla+ 1(5,9) 1(0,8) 3(1,9) 5(,7)
V13 hiyA+/aer-/act+/alt+/ast-/fla+ 0 3(2,4) 1(0,6) 4(1,3)
V14 hlyA +/ aer +/act +/alt +/ ast - / fla + 0 2(1,6) 2(1,3) 4(1,3)
V15 hlyA-/aer+/act-/alt-/ast-/fla- 0 1(0,8) 2(1,3) 3(1,0)
V16 hlyA -/ aer + /act +/ alt +/ ast - / fla - 0 0 3(1,9 3(1,0)
V17 hlyA-/aer-/act+/alt+/ast-/fla- 0 0 2(1,3) 2 (0,7)
V18 hlyA +/aer -/act-/alt-/ast-/fla- 2 (11,8) 0 0 2 (0,7)
V19 hlyA +/aer-/act+/alt+/ast+/fla- 0 1(0,8) 1(0,6) 2 (0,7)
V20 hlyA-/aer-/act-/alt+/ast-/fla- 0 1(0,8) 0 1(0,3)
V21 hlyA-/aer-/act+/alt+/ast-/fla+ 0 1(0,8) 0 1(0,3)
V22 hlyA - /aer-/act+/alt+/ast+/fla- 0 1(0,8) 0 1(0,3)
V23 hlyA -/ aer +/act+/alt+/ast+/fla- 0 1(0,8) 0 1(0,3)
V24 hlyA-/aer+/act+/alt+/ast+/fla+ 0 0 1(0,6) 1(0,3)
V25 hiyA+/aer-/act-/alt+/ast-/fla+ 0 0 1(0,6) 1(0,3)
V26 hlyA +/aer +/act-/alt-/ast-/fla+ 1(5,9) 0 0 1(0,3)
V27 hlyA +/aer +/act-/alt+/ast-/fla+ 0 1(0,8) 0 1(0,3)
V28 hlyA +/aer +/act-/alt+/ast+/fla- 0 1(0,8) 0 1(0,3)
V29 hlyA +/aer +/act-/alt+/ast+/fla+ 0 1(0,8) 0 1(0,3)
V30 hiyA+/aer +/act+/alt+/ast-/fla- 0 1(0,8) 0 1(0,3)

Total 17 (100) 124 (100) 159 (100) 300 (100)
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Figura 5: Dendrograma dos perfis de viruléncia identificados para as

estirpes estudadas (Parte 1).
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Figura 6: Dendrograma dos perfis de viruléncia identificados para as
estirpes estudadas. (Parte 2)

A analise do SE-AFLP foi realizada separadamente para cada espécie de
Aeromonas. O dendrograma da analise dos gendétipos de A. hydrophila (Figura 7)
possibilitou a identificacdo de 66 perfis genéticos (H1 — H66) dentre as 124 estirpes
estudadas. N&o foi observada correlacéo direta entre os genétipos e a origem das
estirpes ou perfil de viruléncia; porém destacam-se: (1) perfis clonais relacionados a
diferentes colbnias ou amostras do mesmo animal (H13, H38, H43, H40, H43, H51);
(2) perfis clonais compostos por diferentes animais da mesma espécie de um surto
de aeromonose com o0 mesmo ou distintos sinais clinicos (H1, H9, H23, H34, H56);
(3) perfis clonais compostos por animais de diferentes espécies de um surto de
aeromonose (compartilhando aquario ou fonte de agua) com o mesmo ou distintos

sinais clinicos (H4, H5, H11, H33, H65).
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O dendrograma da analise dos genétipos de A. veronii (Figura 8) possibilitou
a identificacdo de 118 perfis genéticos (V1 — V118) dentre as 159 estirpes
estudadas, evidenciando grande heterogeneidade da espécie. De forma semelhante
aos genoétipos de A. hydrophila, sdo observados perfis genéticos de A. veronii
compostos por diferentes animais da mesma espécie assim como perfis clonais
compostos por animais de diferentes espécies, porém as estirpes de A. veronii
apresentam maior diferenca ou distancia de tempo de isolamento quando

comparadas as estirpes de A. hydrophila.

Em relacéo a espécie A. caviae, foram identificados 14 gendétipos de SE-AFLP
(C1 - C14) para as 17 estirpes estudadas, também evidenciando maior variabilidade
da espécie quando comparada a A. hydrophila. Neste caso foram identificados
apenas dois perfis clonais: C13 composto por duas colonias do kinguio A261, e C14
composto por trés animais de espécies diferentes de um surto de aeromonose. De
forma semelhante as demais espécies estudadas, ndo foram observadas associacdo

entre 0s gendtipos e os perfis de viruléncia identificados.
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Figura 9: Dendrograma dos perfis genéticos de SE-AFLP identificados para as estirpes de A. caviae.

% § C'( E E ,—:‘ ID Carol  Amostra Ano Animal Especie_peixe Quadro 1D_Maldi ID_PCR
| R 264 145.2 2016 57 Epalzeothynchos bicolor Lesio ocular e septicemia ACA ACA
|| B < 268 2732 2016 159 Cichlasoma meeki Lesdo ocular e septicemia ACA ACA
[ | W w 269 274.2 2016 159 Cichlasoma meeki Les#o ocular e septicemia ACA ACA
BEN [ | c4 253 168.1 2019 314 Trichogaster lalius Opacidade de cornea ACA ACA
[ [ [ | cs 80 128.2 2016 42 Misgurnus anguillicaudatus ~ Septicemia AHY ACA
] W cs 265 1552 2016 66 Pterophyllum scalare Septicemia ACA ACA
] Bw o 9 274 2016 10 Tr i AHY ACA
. - . cs 267 270.2 2016 157 Danio rerio Les&o de pele e septicemia ACA ACA
] R 266 1724 2016 80 Tropheus moorii Lesdo ocular e septicemia ACA ACA
[ ]| | c10 190 731 2016 20 Cichlasoma salvini Les&o ocular e septicemia AVE ACA
[ ] c1n 24 7.2 2016 20 Cichlasoma salvini Les#o ocular e septicemia AHY ACA
W ce 270 275.3 2016 160 Cichlasoma meeki Leso ocular e septicemia ACA ACA
|| B Ecs 22 1151 2019 261 Carassius auratus Opacidade de cormea ACA ACA
[ | | | I BGE 223 115.2 2019 261 Carassius auratus Opacidade de cornea AHY ACA
[ | B ocu 260 1212 2016 5 Trichopodus leerii Septicemia ACA ACA
| | B W cu 262 1511 2016 7 Symphysodon discus Septicemia ACA ACA
|| B ocu 261 1413 2016 6 Danio rerio Leséo de pele ACA ACA

Em relacdo a caracterizacdo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos, esta
foi realizada para 234 estirpes (78,0%) pois 66 estirpes ndo foram recuperadas no
processo de reativacdo para a realizagdo da técnica de disco-difusdo. Das estirpes
recuperadas, 15 (6,4%) eram A. caviae, 77 (32,9%) A. hydrophila e 142 (60,7) A.
veronii.

Na Tabela 8 é apresentada a distribuicdo de frequéncia dos perfis de
resisténcia identificados. Dentre os 16 antimicrobianos avaliados, sulfonamida e
sulfametoxazol-tripmetropim apresentaram, respectivamente, 92,7% e 50,4% de taxa
de resisténcia. Ja eritromicina, imipenem e ciprofloxacina apresentaram 74,8%,
41,9% e 38,0% das estirpes com resultado intermediario. Susceptibilidade foi
observada principalmente para as cefalosporinas (todas avaliadas apresentaram
mais de 75% de sensibilidade), aminoglicosideos (gentamicina e amicacina com
86,8% e 79,5% de sensibilidade, respectivamente), clorafenicol e piperacilina-
tazobactam com mais de 88% de sensibilidade.

Para enrofloxacina, florfenicol e gentamicina, os resultados a partir dos pontos
nota-se

de corte epidemiolégicos (ECOFF) sao apresentados na Tabela 9;

predominio de estirpes nao selvagens (NWT) para os trés antimicrobianos.
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Tabela 8: Distribuicdo de frequéncia dos perfis de resisténcia identificados — N (%).

Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente Total
Cefoxitina 228 (97,4) 3 (1,3) 3(1,3) 234 (100)
Ceftazidima 198 (84,6) 28 (12,0) 8(3,4) 234 (100)
Ceftriaxona 214 (91,5) 16 (6,8) 4 (1,7) 234 (100)
Cefepima 179 (76,5) 50 (21,4) 5(2,1) 234 (100)
Imipenem 102 (43,6) 98 (41,9) 34 (14,5) 234 (100)
Piperacilina-tazobactam 207 (88,5) 18 (7,7) 9(3,8) 234 (100)
Clorafenicol 208 (88,9) 22 (9,4) 4 (1,7) 234 (100)
Florfenicol 107 (45,7) 49 (20,9) 78 (33,4) 234 (100)
Tetraciclina 172 (73,5) 36 (15,4) 26 (11,1) 234 (100)
Ciprofloxacina 110 (47,0) 89 (38,0) 35 (15,0) 234 (100)
Enrofloxacina 34 (14,5)  119(50,9)  81(34,6) 234 (100)
Sulfonamida 8 (3,4) 9 (3,9) 217 (92,7) 234 (100)
Sulfametoxazol-tripmetropim 98 (41,9) 18 (7,7) 118 (50,4) 234 (100)
Eritromicina 5(2,1) 175 (74,8) 54 (23,1) 234 (100)
Gentamicina 203 (86,8) 21 (9,0) 10 (4,2) 234 (100)
Amicacina 186 (79,5) 33 (14,1) 15 (6,4) 234 (100)

Tabela 9: Distribuicdo de frequéncia dos perfis de resisténcia identificados — N (%0).

Classificacéo Florfenicol Gentamicina Enrofloxacina
WT 75 (32,1) 108 (46,2) 0
NWT 159 (67,9) 126 (53,8) 234 (100)
Sensivel 107 (45,7) 203 (86,7) 34 (14,5)
Intermediario 49 (20,9) 21 (9,0) 119 (50,9)
Resistente 78 (33,4) 10 (4,3) 81 (34,6)
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Multirresisténcia foi detectada em 82,5% das estirpes estudadas (Tabela 10);
destacam-se as estirpes de A. caviae com 100% de multirresisténcia, A. hydrophila
com 90,9% e A. veronii com 76,0%. A distribuicdo dos resultados do antibiograma
segundo as espécies de Aeromonas estudadas é apresentada na Figura 10. N&o foi
observada diferenca dentre os perfis de resisténcia para as espécies de Aeromonas

estudadas.

Tabela 10: Distribuicao de frequéncia do nimero de classes de antimicrobianos resistentes
segundo as espécies de Aeromonas — N (%).

N° de classes A. caviae A. hydrophila A. veronii Total
la2 0 7(9,1) 34 (24,0) 41 (17,5)
3a5 10 (66,7) 51 (66,2) 104 (73,2) 165 (70,5)
6a8 5 (33,3) 19 (24,7) 4 (2,8) 28 (12,0)

Total 15 (100) 77 (100) 142 (100) 234 (100)
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Figura 10: Grafico representativo da distribuicdo dos resultados de antibiograma observados segundo as espécies de Aeromonas.
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6. DISCUSSAO

As bactérias do género Aeromonas ocasionam elevada mortalidade e grandes
perdas econémicas no setor da aquicultura (TOMAS, 2012). Integrantes da
microbiota de peixes e ambientes aquaticos, essas bactérias estdo associadas a
doenca principalmente em peixes criados em viveiros ou em sistemas de
reaproveitamento de agua e situacdes de estresse e manejo inadequado (SMITH et
al., 2012). Considerando a importancia financeira e sanitaria da aeromonose na
aquicultura, a deteccéo rapida e confidvel das espécies do género Aeromonas € de
grande interesse para o setor.

Tradicionalmente, a identificacdo bacteriana pode ser realizada tanto por
métodos fenotipicos quanto genotipicos, de modo que o objetivo final € a utilizacédo
de uma técnica rapida e confidvel para ser empregada na rotina de identificacéo
microbioldgica (POPOVIC et al., 2017).

Ha mais de 20 anos a taxonomia do género Aeromonas € atualizada em
decorréncia da aplicacdo de técnicas moleculares e analises filogenéticas; essas
analises genotipicas apresentam discordancias consideraveis da tradicional
identificagdo fenotipica (BEAZ-HIDALGO et al.,, 2010). Dessa forma, a correta
identificacdo dessas bactérias ao nivel de espécie ainda € um desafio para a maioria
dos laboratorios de microbiologia clinica (FIGUERAS, 2005).

Recentemente, a espectrometria de massa MALDI-TOF foi considerada uma
técnica alternativa para a identificacdo de estirpes de Aeromonas (LAMY; KODJO;
LAURENT, 2011). A espectrometria de massa MALDI-TOF apresenta alta preciséo e
rapidez em seus resultados; entretanto, por ser uma técnica dependente de

isolamento bacteriano prévio, esta pode apresentar variagcbes das espécies
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identificadas em decorréncia dos meios de cultura e condicdes de crescimento
empregado (POPOVIC et al., 2017).

Além disso, considerando que a técnica se fundamenta principalmente na
deteccdo e diferenciacdo de picos de proteinas ribossomais, sabe-se que MALDI-
TOF MS apresenta limitacdo para distinguir espécies muito proximas devido a alta
similaridade da composicéo ribossomal (VAVROVA et al., 2015).

Esta situacdo ja foi relatada para os géneros Aeromonas e Edwardisella, que
possuem baixa especificidade na identificacdo de espécies pela espectrometria de
massa MALDI-TOF, em decorréncia da baixa heterogeneidade da composicao
ribossomal (VAVROVA et al., 2015; POPOVIC et al., 2017; PEREZ-SANCHO et al.,
2018). Apesar disso, a técnica ainda pode ser utilizada na rotina diagndstica com
resultados confiaveis para identificacdo de género.

Condicao semelhante € observada na utilizacdo do sequenciamento do gene
16S rDNA para diferenciacdo das espécies de Aeromonas. Devido a baixa
heterogeneidade das sequéncias ribossomais, a filogenia pelo gene 16S rDNA
também se torna pouco confiavel (MORANDI et al., 2005; JANDA; ABBOTT, 2007).
Dessa forma, é necessério utilizar outros genes housekeeping, como rpoB, rpoD e
gyrB, na identificacdo genotipica das espécies do género Aeromonas (SOLER et al.,
2004; LAMY; LAURENT, KODJO, 2010).

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram as informacdes
descritas acima. Apesar de MALDI-TOF MS apresentar boa concordancia com a
identificagdo genotipica realizada, foi observado que em mais de 90% das estirpes
estudadas a técnica resultou em mais de um “match” de identificacdo para duas
espécies diferentes de Aeromonas, dentre as trés detectadas, com escores = 2.0.

Dessa forma, apesar de agilizar o diagnostico, o resultado da espectrometria de
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massa também suscita ddvida para adequada atribuicdo de espécies dentro do
género Aeromonas.

Vale ressaltar também, que foram observadas discrepancias pontuais entre as
técnicas (MALDI-TOF MS e PCR) na identificacdo das trés espécies de Aeromonas,
apesar de néo ser detectada diferenca significativa entre elas e apresentaram boa
concordancia pelo coeficiente de Kappa. Portanto, propde-se a utilizacdo da
espectrometria de massa MALDI-TOF para identificacdo de estirpes de Aeromonas
apenas a nivel de género, e posterior confirmagdo genotipica das respectivas
espécies.

No presente estudo, todas as espécies de peixes avaliados eram originarias
de &gua doce e de um sistema de criacdo caracterizado por recirculacdo de agua e
manejo intensivo. Em relacdo aos perfis de infeccdo detectados, considerando a
combinacdo das espécies A. veronii, A. hydrophila e A. caviae, demanda atencao
que 23,6% dos animais avaliados apresentaram co-infeccdo de A. veronii e A.
hydrophila (perfil P4).

Outro dado importante observado com a analise dos perfis de infec¢do € o
fato de, juntos, os perfis P1 (AVE), P2 (AHY) e P3 (ACA) serem responsaveis por
67,5% das estirpes de Aeromonas isoladas dos 123 peixes do estudo,
demonstrando que mais da metade dos animais foram acometidos por uma unica
espécie de Aeromonas.

As espécies de Aeromonas muitas vezes irdo causar danos aos hospedeiros
apOs uma injaria ou estresse sofrido (CHEN et al.,, 2019). Janda e Abbott (2010)
estudando ao longo de décadas o género Aeromonas, relataram que as espécies
comumente isoladas de casos clinicos envolvendo infecgbes extra-instestinais e

sisttmicas em humanos sdo A. hydrophila, A. veronii e A. caviae. Em nossa
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pesquisa envolvendo estirpes de Aeromonas isoladas de peixes ornamentais
encontramos 0 mesmo tipo de espécies acometendo tais animais.

Durante muito tempo A. hydrophila era o principal agente encontrado em
peixes doentes; porém recentemente o0s relatos envolvendo A. veronii tém
aumentado (CHEN et al., 2019). Corroborando com esse recente incremento de
casos relacionados com A. veronii, 53,0% (159/300) das estirpes isoladas no
presente estudo foram identificadas como A. veronii, 41,3% (124/300) como A.
hydrophila, e 5,7% (17/300) restante como A. caviae.

Em relacdo as caracteristicas hemoliticas das estirpes de Aeromonas, estas
podem apresentar dois tipos de hemolisinas sem propriedades enterotoxicas: a-
hemolisinas e [p-hemolisinas, responsaveis pela lise osmotica dos eritrécitos
(TOMAS, 2012). Nacescu et al. (1992) foram os primeiros a propor uma associacéo
entre a atividade hemolitica das estirpes de Aeromonas e 0 seu potencial
patogénico.

Posteriormente, Singh e Sanyal (1992) demonstraram que estirpes [-
hemoliticas de Aeromonas causavam maior acumulo de fluido nas algas intestinais
de coelhos infectados experimentalmente do que as estirpes a-hemoliticas e nao-
hemoliticas, independentemente da espécie de Aeromonas.

Apesar de ndo haver uma relagdo clara entre as espécies de Aeromonas e 0
fendtipo hemolitico, Nakano et al. (1990) ja constatavam que, dentre as estirpes
isoladas de ambientes aquaticos (marinhos e aguas superficiais ribeirinhas), a
maioria das estirpes de A. hydrophila eram altamente hemoliticas, enquanto apenas

11% das estirpes de A. caviae apresentavam fenétipo hemolitico.
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Mais recentemente, em um estudo realizado no Brasil com 117 estirpes de
Aeromonas provenientes de vegetais, agua e fezes de pacientes com diarreia,
Castilho et al. (2009) detectaram 100% de estirpes com fendtipo de beta-hemdalise.

No presente estudo, foi observado predominio de estirpes beta-hemoliticas
para as espécies A. veronii e A. hydrophila, enquanto 52,9% das estirpes de A.
caviae (9/17) apresentaram fenétipo de alfa-hemdlise. Destaca-se que dentre as 300
estirpes analisadas, ndo foi observado o fendtipo de gama-hemolise (n&o
hemolitico).

Ainda sobre o fendtipo de beta-hemodlise, vale ressaltar que a atividade
hemolitica de A. caviae pode ser regulada por fatores ambientais e de crescimento
como foi relatado por Wang et al. (1996); os autores propuseram que as estirpes de
Aeromonas apresentavam um potencial virulento, porém por uma subexpresséo da
toxina esta ndo era detectada fenotipicamente. Essa pode ser uma possibilidade
para a baixa frequéncia de estirpes de A. caviae com fenétipo de beta-hemolise no
presente trabalho.

O potencial patogénico de um agente pode ser caracterizado pela analise dos
fatores de viruléncia. Sabe-se que as espécies de Aeromonas promovem uma
doenca de aspecto multifatorial no hospedeiro, onde 0s mecanismos de
patogenicidade ainda nao foram totalmente esclarecidos (CHOPRA; HOUSTON,
1999; BIZANI; BRANDELLI, 2001).

De acordo com Heuzenroeder, Wong e Flower (1999), a presenca dos genes
hlyA e aer nas estirpes de A. hydrophila as tornam mais virulentas e com capacidade
de ocasionarem diarreia independente da sua origem de isolamento. Sabe-se
também da possibilidade de outras citotoxinas, como a enterotoxina citotoxica

(codificada pelo gene act), participarem da patogénese da infeccdo por Aeromonas
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(WANG et al., 2003). Os resultados do presente estudo corroboram esses dados,
com as estirpes de fendtipo hemolitico apresentando maior positividade para os
genes act (241/258) e aer (209/258).

Em trabalho realizado no sul do Brasil com estirpes de Aeromonas isoladas
de pacientes com gastroenterite, Guerra el al. (2007) constataram que as espécies
A. hydrophila e A. veronii apresentaram mais genes de viruléncia quando
comparadas com as estirpes de A. caviae. Ja Castilho et al. (2009) obtiveram como
resultados o gene ast presente em 26,5%, alt em 24,8%, aer em 58% e hlyA em
43,6% das estirpes brasileiras de Aeromonas de diferentes origens.

Resultado semelhante foi observado no presente estudo, no qual mais de
50% das estirpes de A. hydrophila apresentaram positividade para o0s genes
avaliados. As estirpes de A. veronii apresentaram maior proporgéo de aer, act e fla,
engquanto as estirpes de A. caviae apresentaram resultados positivos para 0s genes
hlyA e fla. Destacou-se também a presenca de cinco estirpes de A. veronii e A.
caviae negativas para todos os genes estudados; em contrapartida, 31 estirpes de A.
hydrophila foram positivas para todos os genes.

Os dados encontrados revelam que existe diferenca entre as espécies de
Aeromonas com relacdo a presenca de genes de viruléncia e que as espécies
podem apresentar mecanismos distintos para infectar o hospedeiro, como foi
proposto também por Khor et al. (2015).

No presente estudo, as estirpes de A. hydrophila apresentaram maior
positividade para genes de viruléncia quando comparadas as outras duas espeécies
analisadas. Apesar de ndo encontramos relacdo com os perfis de viruléncia e os

quadros clinicos de origem, as estirpes isoladas nesse projeto merecem atencao
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guanto ao potencial zoondtico visto que sua presenca pode ser detectada em
diversos ambientes que tenham contato com agua.

Com relacéo a analise do SE-AFLP, no presente estudo ndo foi observada
correlacéo direta entre os genotipos e a origem ou perfil de viruléncia das estirpes de
Aeromonas. Isto se distingue do que foi relatado por Lund et al. (2002) que
observaram que os agrupamentos de perfis genéticos indicavam uma relacao entre
a similaridade genética dos isolados e a espécie do hospedeiro, e também por
Pablos et al. (2011) que conseguiram correlacionar a transmisséo de A. caviae por
agua contaminada e doenca em humanos através da genotipagem.

Entretanto, nossos achados demonstram que as estirpes de Aeromonas
possuem grande variabilidade genética, destacando-se as estirpes de A. caviae, na
quais foram identificados 14 gendtipos para as 17 estirpes estudadas. Para as
estirpes de A. veronii, também notamos importante heterogeneidade genética, sendo
identificados 118 perfis genéticos dentre as 159 estirpes estudadas. Ja para as 124
estirpes de A. hydrophila, encontramos 66 perfis genéticos.

Esses resultados estdo de acordo com os relatos de Millership e Want (1993),
gue afirmam existir, dentro do género Aeromonas, muitos grupos de hibridizacéo e
fenétipos, demonstrando a grande heterogeneidade do grupo. Além disso, nossos
achados podem ter relacdo com a grande variedade de espécies de peixes
presentes neste estudo, assim como as diferentes origens desses animais ja que
sao provenientes de diversos criadores.

Relatado por Pessoa et al. (2019) como um problema de saude publica, a
troca de informacdes genéticas entre as bactérias do género Aeromonas possibilita 0
surgimento de cepas multirresistentes aos antimicrobianos; além disso, o0 meio

aguatico recebe diariamente efluentes urbanos e industriais contendo residuos
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medicamentosos que irdo favorecer o surgimento de cepas mais virulentas e
resistentes aos antimicrobianos comerciais.

No presente estudo, 16 antibioticos de interesse veterinario e humano foram
avaliados; as classes incluidas foram: anfenicois (clorafenicol e florfenicol),
tetraciclinas (tetraciclina), cefalosporinas (cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona e
cefepima), carbapenemicos (imipinem), fluorquinolonas (ciprofloxacina e
enrofloxacina), aminoglicosideos (gentamicina e amicanina), macrolideos
(eritromicina), sulfonamidas (sulfonamida e sulfametoxazol-tripmetropim), beta-
lactdmico com inibidor de beta-lactamase (piperacilina-tazobactam).

As maiores taxas de resisténcia foram detectadas para sulfonamida e
sulfametoxazol-tripmetropim, ambas apresentando mais de 50% de resisténcia. Ja
eritromicina, imipenem e ciprofloxacina apresentaram mais de 38,0% das estirpes
com resultado intermedidrio; enquanto as cefalosporinas, os aminoglicosideos, o
clorafenicol e a piperacilina-tazobactam se destacaram com mais de 75% de
sensibilidade.

Segundo Zhu et al. (2017) a enrofloxacina € um dos principais
antimicrobianos utilizados na aquicultura e, apesar de sua alta poténcia,
recentemente estirpes de Aeromonas tem apresentando resisténcia a esse
antimicrobiano da classe das fluorquinolonas.

Nossos resultados estdo de acordo com esse relato de Zhu et al. (2017),
destacando-se com 34,6% de resisténcia e 50,9% de susceptibilidade intermediaria
para enrofloxacina nas 234 estirpes submetidas as analises. Esse dado € importante
pois demonstra que mesmo n&o tendo seu uso licenciado para animais aquaticos no

Brasil, a utilizacéo indiscriminada da enrofloxacina esta promovendo um aumento da
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resisténcia nas estirpes de Aeromonas. Além disso, esse dado expressa a
necessidade de mais estudos envolvendo antimicrobianos e ambientes aquaticos.

O aumento nos casos de resisténcia ao florfenicol ja foi relatado por Zhao et
al. (2018), sendo relacionado ao uso crescente e indevido do antimicrobiano em
ambientes aquaticos. Entretanto, o uso de mio-inositol em associacdo aumentou a
eficacia do florfenicol como foi relatado pelo mesmo grupo. Em nosso trabalho
encontramos uma taxa de resisténcia de 33,4% e susceptibilidade intermediaria de
20,9% para este antimicrobiano, demonstrando que seu uso precisa ser mais
racional e controlado, visto que esses resultados demontram que em um futuro
proximo, encontraremos Aeromonas com altos niveis de resisténcia por de ser um
dos antimicrobianos licendiados para uso em peixes ornamentais.

As tetraciclinas, por sua vez, sdo mundialmente utilizadas no tratamento de
animais provenientes de ambientes aquaticos, sendo seu uso permitido em paises
como Estados Unidos da América, Republica Tcheca, Coréia e Japdo (HOSSAIN;
HEO, 2021). No Brasil, seu uso, juntamente com o florfenicol, é licenciado para a
piscicultura (SINDAN, 2018).

Diante disso, a deteccdo de 73,5% de sensibilidade para tetraciclina no
presente estudo demonstra que esse continua sendo um antimicrobiano de boa
escolha para peixes ornamentais. Sharma et al. (2022) também relataram
sensibilidade para tetraciclina em estirpes de Aeromonas provenientes de Clarias
magur, uma espécie de peixe nativa do sudeste asiatico. No entanto, Hossain et al.
(2019), detectaram mais de 70% de resisténcia para tetraciclina em peixes da
espécie Danio rerio (peixe-zebra) na Coreia do Sul. Dessa forma, por se tratar de
um importante antimicrobiano para a piscicultura, a utilizacdo de tetraciclinas deve

ser monitorada inclusive nas criagcdes ornamentais.
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Em relacdo a eritromicina e imipenem, tratam-se de antimicrobianos com
potencial para tratamentos em humanos. Dhanapala et al. (2021), em estudo com
peixes ornamentais no Sri Lanka, encontraram resisténcia para eritromicina em
26,1% das 161 estirpes de Aeromonas e 18% para imipenem. Esses resultados
corroboram os do presente estudo, no qual foram observadas taxas de 23,1% de
resisténcia a eritromicina e 14,5% para imipinem; no entanto destacam-se 0s
resultados de 74,8% e 41,9% de susceptibilidade intermediaria para esses
antimicrobianos ja indicando incremento de sua resisténcia num futuro préoximo.

Batra, Mathur e Misra (2016) descrevem algumas cepas de bactérias do
género Aeromonas com sensibilidade aos antimicrobianos das classes dos
aminoglicosideos, tetraciclinas, anfenicais, guinolonas, cefalosporinas,
carbapenémicos, monobactémicos e a piperacilina. No presente estudo
encontramos sensibilidade acima de 76,5% para todos os antimicrobianos das
classes dos aminoglicosideos e cefalosporinas testados, corroborando com o0s
dados informados. A combinacdo piperacilina-tazobactam apresentou 88,5% de
sensibilidade, estando de acordo também. Entretanto, dentro da classe dos
anfenicéis, somente o cloranfenicol apresentou boa sensibilidade (88,9%) para as
estirpe de Aeromonas avaliadas.

Ao analisarmos os dados de WT e NWT podemos verificar, respectivamente,
a auséncia ou presenca de resisténcia adquirida e mecanismos mutacionais para o
antimicrobiano em estudo (BARON et al, 2017). Nossos resultados demonstram que
as estirpes de Aeromonas do presente estudo estéo classificadas em mais de 50%
como NWT e sendo assim, sua resisténcia aos antimicrobianos (enrofloxacina,

florfenicol e gentamicina) esta relacionada com uma resisténcia adquirida.
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Com relacdo a multirresisténcia, esta foi detectada em 82,5% das estirpes
estudadas; destacam-se as estirpes de A. caviae com 100% de multirresisténcia, A.
hydrophila com 90,9% e A. veronii com 76,0%. Hossain e Heo (2021) também
relataram resultado parecido, no qual foi detectada multiresisténcia acima de 70%
nas estirpes estudadas; os autores alertam para a crescente resisténcia aos
antimicrobianos e sua associacdo ao uso indevido e indiscriminado para animais
aguaticos, especialmente peixes ornamentais.

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram a importancia das
Aeromonas, principalmente pelo fato dessa bactéria poder causar doenca em
animais e humanos e por apresentar altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos.
Melhorias em manejo e criagcdo de peixes ornamentais devem ser praticadas para
reduzir a necessidade de tratamentos medicamentosos; e nos casos necessarios, o
uso consciente de antimicrobianos aprovados para veterinaria é essencial para evitar
maior disseminagdo de resisténcia e compromentimento de antimicrobianos

utilizados no tratamento de humanos.
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7.CONCLUSOES

e Todas as estirpes de Aeromonas spp. foram identificadas pelas técnicas de
MALDI-TOF MS e PCR; ndo foi detectada diferenca significativa entre as técnicas
gque apresentaram ainda boa concordancia.

e Foi constatado que a técnica de MALDI-TOF MS suscita davida para adequada
atribuicdo de espécie dentro do género Aeromonas, sendo a PCR a técnica
escolhida para continuidade do estudo;

e Foi observada variacdo na distribuicdo de frequéncia dos seis genes de
viruléncia pesquisados nas diferentes espécies de Aeromonas, com destaque
para as estirpes de A. hydrophila que apresentaram maior positividade para
genes de viruléncia sugerindo maior potencial de viruléncia, corroborando os

dados da literatura.

¢ Nao foi observada relagédo entre os perfis de viruléncia e os quadros clinicos ou

animais de origem.

e A andlise de SE-AFLP evidenciou maior heterogeneidade das espécies A. veronii
e A. caviae comparadas a A. hydrophila; porém, ndo foi observada relacéo direta
entre 0s genotipos e a origem das estirpes ou perfil de viruléncia diferentemente
do que foi encontrado na literatura.

e Em relacdo a caracterizagdo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos,
sulfonamida e sulfametoxazol-tripmetropim apresentaram mais de 50% de taxa

de resisténcia, apesar de ndo serem antimicrobianos autorizados para uso na

piscicultura.
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A alta taxa de multirresisténcia detectada (82,5%), destacando-se as estirpes de
A. caviae com 100% de multirresisténcia e A. hydrophila com 90,9%, corrobora a
literatura e demanda atencédo para o risco de disseminacdo da resisténcia néao
apenas no ambiente aquatico, mas também para o potencial comprometimento

do tratamento em humanos.
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