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RESUMO

SOUZA, Manuela Bernardo. Caracterizacdo por métodos fenotipicos e moleculares dos

mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em cepas de Aeromonas spp. isoladas de
origens diversas. 2016. 106f. Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia — Faculdade de
Ciéncias Medicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Aeromonas, micro-organismos amplamente distribuidos no ambiente, sédo responsaveis
por diversas doencgas infecciosas em animais e em humanos, imunocompetentes e
imunocomprometidos. O género é considerado atualmente um patdégeno emergente em
infeccOes nosocomiais. Foram estudadas 46 amostras de Aeromonas spp., obtidas a partir de
peixes, humanos, queijo, hortalicas e agua. As cepas foram caracterizadas fenotipicamente
como A. caviae (n=30), A. hydrophila (n=14) e A. veronii bv. sobria (n=2). A avaliagdo
quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada pelo método de disco-difusdo.
Todas as cepas foram susceptiveis a ciprofloxacina, gentamicina, amicacina, cefepime e
aztreonam. O maior percentual de resisténcia foi observado para a ampicilina/sulbactam
(71,7%), seguido por cefoxitina (32,6%), amoxicilina/acido clavulanico (30,4%), cefotaxima
(21,7,%), ceftazidima (19,6%) e tetraciclina (19,6%). As cepas que apresentaram os critérios
de triagem determinados pelo CLSI (2015) para enterobactérias, foram submetidas ao teste de
deteccdo fenotipica da producdo de ESBLs e a determinacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM) dos antimicrobianos ceftazidima e cefotaxima. A producdo fenotipica de
ESBL foi confirmada para uma cepa de A. caviae isolada de espécime clinico. Houve
divergéncia entre alguns resultados do teste de disco-difusdo e da concentracdo inibitéria
minima em relacdo aos antimicrobianos testados. Através da técnica de reacdo em cadeia
polimerase (PCR), foram pesquisados 0s genes de resisténcia blatem, blasny, blaoxa-1Like, bla
ctx-m, bla ves, bla per e bla ces, qnrA, gnrB, qnrS qgepA, tetA, tetB, tetG, catA, cmlA, flo, sull,
sul2, intll e integron de classe 1. Os genes bla ctx-m-2, blaces, tetB, catA, sull, intl e integron
de classe 1 foram amplificados em Aeromonas spp. As cepas que apresentaram caracteristicas
genotipicas de resisténcia foram submetidas a tipagem baseada nos replicons dos principais
grupos de incompatibilidade de plasmideos em enterobactérias. A andlise foi positiva para 0s
grupos incFIA, incFIB e incB/O, que estiveram distribuidos entre duas cepas de A. caviae
(tetB positivas) isoladas de espécimes clinicos.

Palavras chave: Aeromonas. Susceptibilidade aos antimicrobianos. Genes de resisténcia.



ABSTRACT

SOUZA, Manuela Bernardo. Characterization by phenotypic and molecular methods of
antimicrobial resistance mechanisms to antibiotics in Aeromonas spp strains. isolated from
various sources 2016.106f. Disserta¢do de Mestrado em Microbiologia — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Aeromonas, microorganisms widely distributed in the environment, are responsible for
various infectious diseases in animals and both immunocompetent and immunocompromised
individuals. This genus is currently considered an emerging pathogen in nosocomial
infections. 46 samples of Aeromonas spp obtained from fish, human, cheese, vegetables and
water were studied. Strains were phenotypically characterized as A. caviae (n = 30), A.
hydrophila (n = 14) and A. veronii bv. sobria (n = 2). Assessment of susceptibility to
antimicrobial agents was performed by disk diffusion test. The strains were fully susceptible
to ciprofloxacin, gentamicin, amikacin, cefepime and aztreonam. The highest percentage of
resistance was observed for ampicillin / sulbactam (71.7%), followed by cefoxitin (32.6%),
amoxicillin / clavulanic acid (30.4%), cefotaxime (21.7%), ceftazidime (19.6%) and
tetracycline (19.6%). The strains with the screening criteria determined by the CLSI (2015),
were subjected to phenotypic testing for production of ESBLs and determining minimum
inhibitory concentration (MIC) of ceftazidime and cefotaxime antimicrobials. Phenotypic
ESBL production was confirmed for a strain of A. caviae isolated from clinical specimen.
Some MIC results were discrepant relative to the disc-diffusion test. Resistance genes, blatem,
blashyv, blaoxa-1Like, bla ctx-m, bla ves, bla pere bla ges, qnrA, gnrB, qnrS gepA, tetA, tetB, tetG,
catA, cmlA, floR, sull, sul2, intll and class 1 integron were searched by polymerase chain
reaction (PCR). Genes bla crx-m-2, blages, tetB, catA, sull, intl and class 1 integron were
amplified in Aeromonas spp. Samples that showed genotypic characteristics of resistance
were subjected to typing based on replicons of the major plasmid incompatibility groups
enterobacteria. Analysis was positive for incFIA, incFIB and IncB /O groups, which were
distributed between two strains of A. caviae (positive tetB) isolated from clinical specimens.

Keywords: Aeromonas. Antimicrobial susceptibility. Resistance gene.
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INTRODUCAO

Caracteristicas gerais do género Aeromonas

Aeromonas foi observada pela primeira vez em 1891 associada a bacteremia em
animais pecilotérmicos (rds). Alguns anos depois elas foram relatadas na literatura como
Bacillus hydrophilus fuscus e descritas como um bacilo monotriqueo polar capaz de produzir
gas a partir da glicose. A taxonomia do género, iniciada apenas em 1943, é complexa e tem
mudado continuamente (SHOTTS, 1984; TOMAS, 2012).

O género Aeromonas inicialmente foi incluido na familia Vibrionaceae, juntamente
com Vibrio, Pleisiomonas e Photobacterium. No entanto, estudos filogenéticos comprovaram
gue as Aeromonas apresentam caracteristicas intermediarias entre as familias Vibrionaceae e
Enterobacteriaceae, mas possuem histdria evolutiva suficientemente diferente para
pertencerem a uma familia propria, justificando desse modo a criacdo da familia
Aeromononadaceae (COLWELL et al., 1986).

A familia Aeromonadaceae é composta por bacilos Gram-negativos, anaerobios
facultativos, quimiotroficos, com crescimento 6timo em temperaturas de cerca de 22°C a
28°C. Geralmente sdo moveis, possuem flagelo polar, reduzem nitrato em nitrito e séo
capazes de fermentar a glicose e varios hidratos de carbono, produzindo acidos e muitas vezes
gases, sdo catalase e oxidase positivos, com excecdo de Tolumonas. Nas primeiras edi¢des do
Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey esta familia era formada apenas pelo género
Aeromonas e foi dividida em dois principais subgrupos: espécie imével e psicrofilas (A.
salmonicida) e as espécies moveis e mesofilas (A. hydrophila, A. caviae, e A. sobria). A
edicdo atual inclui os seguintes géneros: Aeromonas, Oceanimonas, Oceanisphaera e
Tolumonas (MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005; TOMAS, 2012)

Alem das diferencas bioquimicas entre as espécies, a classificacdo atual do género €
baseada em andlises filogenéticas utilizando os genes gyrB (DNA girase) e rpoD (RNA
polimerase), do sequenciamento da subunidade 16S do RNA ribossomal (rRNA) e da
hibridizacdo DNA-DNA, além de testes bioquimicos extensos (JANDA & ABBOTT, 2010;
KUPFER et al., 2006).

Entre os anos de 1943 e 2016 cerca de 35 espécies e 12 subespécies de Aeromonas ja

foram relatadas na literatura: A. allosaccharophila, A. aquariorum, A. aquatica, A.



18

australiensis, A. bestiarum, A. bivalvium, A. caviae, A. culicicola, A. dhakensis, A. diversa, A.
encheleia, A. enteropelogenes, A. eucrenophila, A. filandensis, A. fluvialis, A. hydrophila, A.
hydrophila subsp. anaerogenes, A. hydrophila subsp. dhakensis, A. hydrophila subsp.
hydrophila, A. hydrophila subsp. proteolytica, A. hydrophila subsp. ranae, A. ichthiosmia, A.
jandaei, A. lacus, A. media, A. molluscorum, A. piscicola, A. popoffii, A. puntactata, A.
puntactata subsp. caviae, A. puntactata subsp. puntactata, A. rivuli, A. salmonicida subsp.
achromogenes, A. salmonicida subsp. masoucida, A. salmonicida subsp. pectinolytica, A.
salmonicida subsp. salmonicida, A. salmonicida subsp. smithia, A. sanarellii , A. schubertii,
A. sharmana, A. simiae, , A. taiwanensis, A. tecta, A. trota e A. veronii (bv. sobria e bv.
veronii) (EUZEBY, 2016) .

Espécies de Aeromonas ja foram isoladas do solo, peixes, alimentos, animais
domésticos, animais invertebrados e passaros. Embora este género bacteriano seja comumente
encontrado em diversos ambientes, eles habitam principalmente os ambientes aquaticos, como
rios, lagos, lagoas, estuarios de dguas marinhas, agua potavel e de aguas residuais em varios
estagios de tratamento (PIOTROWSKA & POPOWSKA, 2015).

Inicialmente, Aeromonas eram reconhecidas apenas como causa de doencas
sisttmicas em animais pecilotérmicos. Hoje o género € considerado também o agente
etiolégico responsavel por uma variedade de complicacBes infecciosas em humanos,
imunocompetentes e imunocomprometidos, além de terem sido relatadas como patdgeno
emergente em infec¢bes nosocomiais (JANDA & ABBOTT, 2010; PARKER & SHAW,
2011).

A gastroenterite é a doenca mais comumente associada ao género e pode evoluir para
peritonite, colite ou colangite. Aeromonas podem estar relacionadas aos casos de diarréia dos
viajantes, principal doenga infecciosa relatada entre os viajantes internacionais. Estudos
demonstraram uma prevaléncia de 2% de Aeromonas spp. entre esses casos. As espécies
isoladas com maior frequéncia foram A. veronii bv. sobria e A. caviae ( VILA et al., 2003;
PARKER & SHAW, 2011).

As infecches extraintestinais incluem septicemia, infeccbes em feridas,
majoritariamente infecgdes superficiais, mas também acometem tenddes, musculos e 0ssos,
infecgdes do trato respiratorio, infeccdes oculares e sindrome hemolitico-urémica (TOMAS,
2012).

As infeccBes causadas por esse patdgeno sao facilmente prevenidas pela manutencéo
de condicGes sanitarias adequadas, tais como a higiene das mdos, tratamento de esgoto e

higiene na preparacdo de alimentos, o cozimento adequado do produto alimentar também
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minimiza a transmissdo. A monitorizacdo continua da qualidade da agua é essencial para
minimizar o risco para a saude devido as Aeromonas ( JANDA & ABBOTT, 2010;
IGBINOSA et al., 2012); .

Aeromonas spp. possuem a maioria dos fatores de viruléncia que permitem o
estabelecimento de uma infeccdo. A presenca de fimbrias, flagelos e cépsula auxiliam a
ligacdo da bacteria a superficie do hospedeiro. A permanéncia no hospedeiro € acompanhada
pela producéo de exotoxinas, proteases, elastases, lipases e hemolisinas que causam
destruicdo do tecido. Os sistemas de capsula, camada S, lipopolissacarideos, e porinas
tambem reforcam os mecanismos de patogenicidade por comprometer a defesa do hospedeiro
e os sistemas de secrecdo do tipo Il e Il permitem a evasdo da bactéria da resposta imune
(BATRA; MATHUR; MISRA, 2016).

Em Aeromonas,assim como em outros micro-organismos, 0S mecanismos de
viruléncia e de resisténcia aos antimicrobianos podem ser regulados por um sistema de
Quorum Sensing, um sistema de comunicagédo intercelular bacteriana pelo qual os micro-
organismos sdo capazes de monitorar a densidade polulacional através da producdo e deteccédo
de moléculas sinalizadoras (CHU & MCLEAN, 2016).

As infeccBes causadas por esse patdgeno sao facilmente prevenidas pela manutencéo
de condicGes sanitarias adequadas, tais como a higiene das mdos, tratamento de esgoto e
higiene na preparacdo de alimentos, o cozimento adequado do produto alimentar também
minimiza a transmissdo. A monitorizacdo continua da qualidade da agua é essencial para
minimizar o risco para a saude devido as Aeromonas (JANDA & ABBOTT, 2010;
IGBINOSA et al., 2012) .

Aeromonas spp. possuem a maioria dos fatores de viruléncia que permitem o
estabelecimento de uma infeccdo. A presenca de fimbrias, flagelos e cépsula auxiliam a
ligacdo da bactéria a superficie do hospedeiro. A permanéncia no hospedeiro é acompanhada
pela producdo de exotoxinas, proteases, elastases, lipases e hemolisinas que causam
destruicdo do tecido. Os sistemas de cépsula, camada S, lipopolissacarideos, e porinas
tambeém reforcam os mecanismos de patogenicidade por comprometer a defesa do hospedeiro
e 0s sistemas de secrecdo do tipo Il e Il permitem a evasdo da bactéria da resposta imune
(BATRA; MATHUR; MISRA, 2016).
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Identificacdo

Como citado anteriormente, o género é composto por bacilos Gram-negativos,
anaerobios facultativos, fermentadores de glicose e crescem bem em meios de cultura
comuns. Em meio agar sangue, mais de 90% das cepas entre as espécies isoladas de humanos
produzem B-hemdlise, com excecdo de A. popoffi e A. trota (0% e 50%, respectivamente)
(JANDA & ABBOTT, 2010).

Algumas cepas de Aeromonas, principalmente A. caviae, quando cultivadas em meios
contendo glicose apresentam o “efeito suicida”, caracterizado por uma alta mortalidade do
micro-organismo apds 12 horas de incubacdo. As estirpes metabolizam a glicose e como
produto final produzem grande quantidade de acidos, baixando excessivamente o pH do meio,
causando mortalidade celular. O fenémeno foi descrito por NAMDARI & CABELLI (1989).

O é4gar GSP (Pseudomonas Aeromonas Selective Agar Base) proposto por
KIELWEIN (1969, 1971) é amplamente utilizado para o isolamento de Aeromonas. Este meio
contem o indicador de pH vermelho de fenol e seus Unicos nutrientes sdo o glutamato e o
amido. A maioria dos micro-organismos nao podem metabolizar estes compostos. A
degradacdo do amido por Aeromonas spp. produz &cidos e torna 0 meio amarelo. Aeromonas
sdo consideradas universalmente resistentes as penicilinas (penicilina, ampicilina,
carbenicilina e ticarcilina). Por este motivo, a ampicilina pode ser incluida como suplemento
seletivo e proporciona o isolamento de Aeromonas a partir de amostras contaminadas.
(STRATEV; DASKALOV; VASHIN, 2015).

As bactérias deste género crescem em uma ampla faixa de condi¢des ambientais, em
temperaturas entre 4°C a 42°C (GALINDO & CHOPRA, 2007). Algumas espécies, como a A.
salmonicida crescem entre 22°C e 28°C. Todas as espécies de Aeromonas resistem a uma
faixa de pH entre 4,5 a 9, mas o pH 6timo é de 5,5 a 9 e 0 melhor intervalo de concentracéo
de cloreto de sddio é de 0 a 4% (IGBINOSA et al., 2012).

Aeromonas e enterobactérias compartilham muitas caracteristicas bioquimicas, mas
sdo facilmente diferenciadas pela prova da oxidase, para a qual as Aeromonas sdo positivas
(IGBINOSA et al., 2012). A auséncia de crescimento em caldo nutriente a partir da
concentracdo de 6% de NaCl, a hidrdlise da gelatina e a resisténcia ao agente vibriostatico
0/129 sdo caracteristicas apresentadas pelas Aeromonas que auxiliam na diferenciacéo entre
algumas especies de Vibrio (BATRA; MATHUR; MISRA, 2016). Pleisiomonas se

diferenciam das Aeromonas pela capacidade de fermentar o inositol e por ndo apresentarem a
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enzima Dnase (desoxiribonuclease) (Quadro 1) (ABBOTT; CHEUNG; JANDA, 2003;
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA), 2013) .

A técnica molecular comumente recomendada aos laboratérios para a identificacdo de
espécies e géneros bacterianos é o sequenciamento do gene 16S do rRNA através de
Polimorfismos de Tamanhos de Fragmentos de Restricdo (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism — RFLP) mostrando resultados satisfatorios, inclusive na identificacdo de
novas espécies (TACAO et al, 2005a). Outras técnicas moleculares utilizadas na
identificacdo de Aeromonas incluem ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus- polymerase chain reaction) e BOXPCR (BOX-A1R-based repetitive extragenic
palindromic) (DAVIN-REGLI et al., 1998; TACAO et al., 2005b). KONG et al., (1999)
sequenciaram a regido espacadora intergénica (Intergenic Spacer Region — ISR) 16S-23S do
rDNA de algumas espécies de Aeromonas e, apesar da heterogeneidade encontrada,
conseguiram desenhar iniciadores especificos para cada espécie, entretanto, sem fins

diagnosticos ainda.

Quadro 1 — Caracteristicas diferenciais de Aeromonas sp., Vibrio sp. e P.
shigelloides

Teste Aeromonas Vibrio Pleisiomonas
shigelloides

Oxidase + + +

Crescimento em caldo nutriente

Sem NaCl + - +

1% de NaCl + + +

6% de NaCl - + -

Hidrolise de gelatina + \/ -

Dnase + + -

Producdo de acidos a partir do

inositol - \Y +

Legenda: v=resultado variavel; + = resultado positivo; - = resultado negativo.
Fonte: Adaptado de GHENGHESH et al. (2008); ANVISA (2013).
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Resisténcia aos antimicrobianos

Ao longo de toda histéria ha uma batalha continua entre a humanidade e micro-
organismos causadores de doencas. Em meados do século 20, avancos no desenvolvimento de
medicamentos antimicrobianos trouxeram uma nova perspectiva para o tratamento de
infecgdes, porém as bactérias desenvolveram rapidamente mecanismos de resisténcia contra
estes agentes (TENOVER, 2006).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser definida como a capacidade dos micro-
organismos resistirem aos efeitos de um ou mais agentes antimicrobianos. De acordo com a
forma como o micro-organismo desenvolveu resisténcia, podemos classifica-la em dois
grandes grupos: resisténcia intrinseca, ou natural, e resisténcia adquirida (ZHOU et al., 2015).

A resisténcia intrinseca ocorre quando a bactéria é naturalmente resistente ao
antimicrobiano, ou seja, a resisténcia nao esta relacionada ao contato com o antibi6tico
(SAMARANAYAKE, 2012). E uma caracteristica natural, herdada de forma invariavel, que
se associa com a grande maioria das cepas de uma mesma espécie (FORBES, 2009).

A resisténcia adquirida resulta da mutac@o ou desrrepressao de genes cromossomais e
plasmidiais ou da aquisicdo de novo material genético pela bactéria, principalmente por
mecanismos de conjugacédo ou transformacédo (BARROS; MACHADO; SPRINZ, 2013).

Muitos genes de resisténcia a antimicrobianos estdo localizados em plasmideos e
transposons, permitindo a sua transferéncia entre uma variedade de espécies bacterianas
(ADESOJI; OGUNJOBI; OLATOYE, 2016).

Os mecanismos moleculares pelos quais as bactérias adquirem resisténcia aos
antibioticos podem ser classificados nas seguintes categorias: concentracdo celular diminuida
do antimicrobiano (por diminuicdo do influxo ou pelo aumento do efluxo), inativacao
enzimética da droga, alteracdo do sitio alvo e desenvolvimento de uma via bioquimica
resistente (MADIGAN et al., 2016).

A vasta utilizacdo de antimicrobianos em humanos, na medicina veterinaria, e na
agricultura contribuiram para a selecdo e disseminacdo dos genes de resisténcia (ADESQJI;
OGUNJOBI; OLATOYE, 2016). A contaminacdo da agua, de alimentos e do ambiente com
MDRs , ou seja, micro-organismos resistentes a pelo menos trés classes de antimicrobianos, €
uma rota importante para a propagacdo da resisténcia antimicrobiana e é, portanto, uma érea

crucial para controle. Além disso, a persisténcia de antimicrobiamos no ambiente tem
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recebido pouca atencdo. Muitos ndo sdo biodegradaveis e podem persistir no ambiente por
longos periodos de tempo (WELLINGTON et al., 2013).

A velocidade com que novos fenotipos de resisténcia surgiram e a escassez de novos
agentes em processo de desenvolvimento de drogas elevou a importancia para a satde publica
desta questdo. Consequentemente, estamos atualmente enfrentando uma era pos-antibidtico.
Nos ultimos anos, organizacdes, governos, industrias e setores académicos em todo o mundo
tém estudado estratégias, para resolver este problema (LEESON & HSUEH, 2015).

A determinacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos em Aeromonas, pode ser
realizada pelo método de disco-difusdo utilizando agar Mueller-Hinton e pela técnica de
microdiluicdo em caldo Miueller-Hinton cation-ajustado. Os dados do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) sdo baseados em trés espécies: A. caviae, A. veronii
bv. sobria e A. hydrophila (CLSI, 2010).

Geralmente, Aeromonas sdo susceptiveis a piperacilina, azlocilina (penicilina
semissintética ndo comercializada no Brasil), cefalosporinas de segunda e terceira geracao,
carbapenémicos, aminoglicosideos, tetraciclina, cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprim,
quinolonas e monobactdmicos (BATRA; MATHUR; MISRA, 2016).

Resisténcia aos p-lactamicos

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos, especialmente aos B-lactamicos é uma
caracteristica de Aeromonas e vem sendo relatado ndo somente em amostras clinicas, como
também em cepas de origem ambiental (MARAVIC et al., 2013). Antibioticos p-lactamicos
representam a classe de antimicrobianos mais comumente usada na pratica clinica. S&o
agentes bactericidas e seu mecanismo de acdo € por inativacdo das proteinas ligadoras de
penicilinas (PBPs), enzimas com papel essencial na sintese da parede celular bacteriana
(BROLUND & SANDEGREN, 2016).

Os B-lactamicos estdo distribuidos em varios grupos que apresentam em comum a
presenca do anel B-lactdmico: penicilinas naturais e semissintéticas, cefalosporinas de 1?2 (Ex:
cefalotina, cefazilina), 22 (Ex: cefoxitina - cefamicinas), 3% (Ex: cefotaxima, ceftazidima,
ceftriaxona) e 42 geracOes (Ex: cefepima), oxicefamicinas (Ex: moxolactam, ndo

comercializado no Brasil), carbapenémicos (Ex: meropenem, ertapenem, doripenem e
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imipenem) e monobactamicos (aztreonam) (AUTO; CONSTANT; CONSTANT, 2008;
BROOKS et al., 2014).

Os diversos tipos de B-lactamicos se diferenciam por modificagdes estruturais, restritas
as cadeias laterais, que podem modular: a estabilidade em meio acido, fundamental para a
atividade por via oral destes farmacos; a estabilidade frente as [-lactamases, enzimas
bacterianas relacionadas a resisténcia, que hidrolisam o grupo farmacofdrico (grupo estrutural
do farmaco, responsavel pela acdo) destes antimicrobianos e o espectro de acdo frente a
bactérias Gram-negativas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

O mais importante mecanismo de resisténcia aos B-lactdmicos € a sua inativacdo por
B-lactamases, enzimas que inativam o anel B-lactamico. (ANTUNES & FISHER, 2014).

A primeira -lactamase foi identificada em uma cepa de Escherichia coli em 1940,
antes mesmo da penicilina ser usada na prética clinica (ABRAHAM & CHAIN, 1988).
Muitos géneros de bactérias Gram-negativas apresentam uma ocorréncia natural, ou seja, f3-
lactamases mediadas cromossomicamente. Acredita-se que essas enzimas evoluiram a partir
de PBPs, com as quais mostram alguma homologia de sequéncia (DRAWZ & BONOMO,
2010).

Micro-organismos do género Aeromonas podem produzir varios tipos de [3-lactamases.
Trés das maiores classes de pB-lactamases mediadas cromossomicamente sdo encontradas em
Aeromonas: B-lactamases classes B (metalo-4-lactamases), C (AmpC) e D (penicilinases).
Outra importante classe de p-lactamases, as p-lactamases de classe A ou de espectro estendido
(ESBLs), tém sido cada vez mais relatadas no género (CHEN; KO; WU, 2012) (Quadro2).
Embora a resisténcia aos antimicrobianos nestes micro-organismos sejam geralmente
mediadas por cromossomo, as B-lactamases produzidas por Aeromonas também podem ser
codificadas por plasmideos e integrons. (ARAVENA-ROMAN et al., 2012).
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Quadro 2 — Distribuigdo de B-lactamases codificadas cromossomicamente ¢ B-lactamases

de amplo espectro (ESBLs) produzidas por diferentes espécies de Aeromonas

Espécies B—lactamases mediadas cromossomicamente | f-lactamases
Adquiridas
Classe B Classe C Classe D Classe A
MBL AmpC Penicilinase ESBL

A. hydrophila + + + Relatada

A. caviae - + + Relatada

A. veronii bv. sobria + +/- + Relatada
A. enteropelogene - + - Nao relatada

Legenda: + = presente; - = ausente; +/- = isolados com ou sem producéo de B-lactamases foram relatadas.
Fonte: Adaptado de CHEN; KO; WU, 2012.

Existem dois esquemas para a classificagdo de B-lactamases. O esquema proposto por
BUSH; JACOBY; MEDEIROS (1995) é baseado na preferéncia de substrato da enzima e da
inativacao diante de inibidores especificos. AMBLER (1980) considerou a similaridade entre
as cadeias de aminodcidos dessas enzimas. O Quadro 3 relaciona e exemplifica os dois
esquemas de classificacéo.

As classes A, B e C, de Ambler tém sido relatadas como sendo codificadas
cromossomicamente ou mediadas por plasmideos, ja as enzimas de classe D, originalmente s6
foram identificadas como B-lactamases mediadas por plasmideos, mais tarde foi descoberto
que algumas espécies de Acinetobacter apresentam enzimas OXA intrinsecamente. (EVANS
& AMYES, 2014).

As B-lactamases de classe B (MBLs) séo caracterizadas pela capacidade de hidrolisar
todos os B-lactamicos (incluindo carbapenem, a classe mais potente de B-lactamicos) e por
conferir resisténcia a inibidores de B-lactamases (sulbactam, &cido clavulanico e tazobactam).
As MBLs nédo sdo capazes de hidrolisar o aztreonam e sdo inibidas por agentes quelantes de
ions metalicos como acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).

Dentre as carbapemenases mais importantes estdo a IMP (imipenemase), de
Pseudomonas aeruginosa, a KPC (Klebsiela pneumoniae carbapenemase), de Klebsiella
pneumoniae, a NDM (Nova Deli Metalo-B-lactamases), de enterobactérias e as enzimas
OXAs (Classe D), de Acinetobacter baumannii. (KARAISKOS & GIAMARELLOU, 2014,

JEAN et al., 2015;). Os genes blavim e blajpm ja foram detectados em algumas espécies de
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Aeromonas, mas existem poucos relatos na literatura. (NEUWIRTH et al., 2007; ADLER et
al., 2014; ANTONELLI et al., 2016).

Geralmente, a capacidade de Aeromonas hidrolisar os carbapenemicos é devido a
metalo-p-lactamase CphA. A enzima esta associada as espécies A. hydrophila, A. veronii bv.
sobria, A. veronii bv. veronii, A. jandaei e A. salmonicida, mas nao é relatada em A. caviae.
Em estudo recente, o gene que codifica essa carbapenemase foi detectado em 77 de 100
isolados de Aeromonas, incluindo A. veronii, A. hydrophila. A. dhakensis , A jandaei e A.
bestiarum. Nenhuma das 14 cepas de A. caviae apresentou o gene (SINCLAIR et al., 2016). O
gene para CphA apresenta localizagcdo cromossomica (JANDA &ABBOTT, 2010).

Em Aeromonas, as MBLs podem ser fenotipicamente detectadas utilizando um
método de duplo disco, empregando ceftazidima ou imipenem, com um segundo disco
contendo EDTA 500 mM sozinho ou em combinagdo com mercaptoetanol.( NEUWIRTH et
al., 2007; LIBISCH et al., 2008).

Os micro-organismos que expressam AmpC betalactamases, sdo tipicamente
resistentes as penicilinas, cefalosporinas, incluindo cefoxitina, cefotetam, ceftriaxona e
cefotaxima. Os inibidores de enzimas da classe A, tais como o &cido clavulanico, sulbactam e
tazobactam tem menor efeito sobre AmpC [-lactamases, embora alguns tipos sejam inibidas
por tazobactam ou sulbactam, essas enzimas sdo inibidas por cloxacilina, oxacilina e
aztreonam. Sdo P-lactamases geralmente codificadas por genes bla localizados
cromossomicamente, mas as AmpCs transferidas por plasmideos estdo se tornando cada vez
mais prevalentes. (JACOBY, 2009; DRAWZ & BONOMO, 2010). J& foram encontradas
mais de vinte tipos de AmpC B-lactamases expressas em plasmideos (XI1A; GAO; TANG,
2016).

Assim como outras bactérias portadoras de genes AmpC, Aeromonas nem sempre
expressam AmpC [-lactamases e podem ser susceptiveis a cefotaxima. Os mecanismos
envolvidos na expressdo dessas f-lactamases incluem a producdo induzivel de AmpC- B-
lactamases na presenca de determinados indutores como a cefoxitina e o imipenem ou ainda
mutacoes que levam a produgdo de altos niveis de B-lactamases. O tratamento de infeccdes
caudadas por Aeromonas com cefalosporinas deve ser feito com precaucdo (CHEN; KO; WU,
2012).

As B-lactamases de amplo espectro (ESBLs) merecem destaque entre as B-lactamases.
Os plasmideos carreadores de genes que codificam ESBL frequentemente sdo conjugativos e
também alojam determinantes de resisténcia a antimicrobianos ndo [B-lactamicos tais como

tetraciclinas, quinolonas ou aminoglicosideos. Nesse caso, as estirpes ESPL-positivas sdo
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frequentemente multirresistentes. As opcOes terapéuticas para infecgOes bacterianas causadas
por estas cepas sdo claramente limitadas (TACAO et al., 2014).

A producdo de ESBLs ndo é uma caracteristica das Aeromonas. E geralmente
associada a familia Enterobacteriaceae. A maioria das ESBLs sdo p-lactamases de classe A,
de acordo com a classificacdo de Ambler, e podem conferir resisténcia a todas as penicilinas,
cefalosporinas e monobactdmicos. A presenca de ESBLs em Aeromonas spp. € relativamente
rara em comparacao com a familia Enterobacteriaceae (MARAVIC et al., 2013).

Ainda ndo existe uma metodologia padrdo para a detecgdo de ESBLs em Aeromonas A
maioria dos estudos utiliza testes de sinergia que tem como base o clavulanato. Entretanto,
esse tipo de teste pode sofrer interferéncia na presenca AmpC B-lactamases. Como algumas
espécies de Aeromonas sao produtoras de AmpCs, estudos compararam testes sinérgicos que
utilizam o clavulanato a testes que utilizam cefepima, droga nao hidrolisada por B-lactamases
do tipo AmpC, e os testes se mostraram concordantes na deteccdo de ESBLs (WU et al.,
2011).

Resisténcia aos Inibidores da via do folato

As sulfonamidas merecem atengdo especial por causa de seu amplo uso, alta taxa de
excrecdo, alta solubilidade e persisténcia no ambiente. Mesmo sem pressao seletiva, bactérias
resistentes as sulfonamidas podem permanecer estaveis no ambiente aquoso durante 5 a 10
anos. As bactérias resistentes a este antimicrobiano podem ser mais persistentes do que o
préprio antibiético (GAO et al., 2012)

As sulfonamidas sdo antimicrobianos que atuam inibindo a biossintese de folato por
competir com o substrato natural acido p-aminobenzdico (PABA) para a ligacdo de
diidropteroato sintase (DHPS), uma enzima que participa da sintese de acido folico. A
resisténcia bacteriana a sulfonamidas, no entanto, pode ocorrer por meio de mutagdes no gene
cromossdmico DHPS (folP) ou através da aquisicdo de um gene DHPS alternativo cujo
produto tem uma baixa afinidade para sulfonamidas. Dentre os mecanismos citados, 0s genes
sul representam a mais prevalente forma de resisténcia as sulfonamidas (ADESOQJI;
OGUNJOBI;OLATOYE,2016).
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Grupo Classe Substrato Caracteristicas Inibicdo Inibicdo Enzimas
funcional ' Molecular 2 por AC  por
ouTZB EDTA
1 C Cefalosporinas Maior hidrélise de cefalosporinas do que Néo Néo E.coli AmpC, P99,
benzilpenicilinas, hidrolise de cefaminicinas. ACT-1, CMY-2, FOX-
1, MIR-1
le C Cefalosporinas Aumento da hidrolise de ceftazidima e muitas vezes N&o N&o GC1, CMY-37
outros oximino-B-lactdmicos
28 A Penicilinas Maior hidrolise benzilpenicilinas do que cefalosporinas ~ Sim Né&o PC1
2b A Penicilinase  Hidrdlise similar para cefalosporinas e benzilpenicilinas ~ Sim Ndo |TEM-1, TEM-2, SHV-
Cefalosporinas de 1, PER-1, VEB-1.
primeira geracao
2be A Cefalosporinas de Hidrolise aumentada de oximino-B-lactamicos Sim Ndo | TEM-3, SHV2, CTX-
amplo espectro e (Cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepime, M-15
monobactamicos aztreonam).
2br A Penicilinas Resisténcia ao acido clavulanico, tazobactam e Né&o Né&o TEM-30, SHV-10
sulbactam.
2ber A Cefalosporinas de Maior hidrdlise para oximino-fB-lactamicos e resisténcia  Nao Néo TEM-50
amplo espectro e aos inibidores de B-lactamases
monobactamicos
2C A Carbenicilina Aumento da hidrdlise de da carbenicilina Sim Né&o PSE-1, CARB-3
2ce A Carbenicilina, Aumento da hidrdlise de da carbenicilina, cefepime e Sim Néo RTG-4
cefepime e carbapenens.
cefipiroma.
2d D Cloxacilina Aumento da hidrolise de cloxacilina ou oxacilina Varidvel Né&o OXA-1, OXA-10
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Grupo Classe Substrato Caracteristicas Inibicdo Inibicdo Enzimas
funcional * Molecular ? por AC por
ouTZB EDTA
2dc D Cefalosporinas de Hidrdlise de cloxacilina ou oxacilina e de oximino — - Varidvel =~ N&o OXA-11, OXA-15
amplo espectro lactdmicos
2df D Carbapenémicos Maior hidrolise de carbapanémicos, oximino- - Variavel  N&o OXA-23, OXA-48
lactamicos e cefamicinas.
2e A Cefalosporinas de Hidrolise de cefalosporinas. Inibidas por acido Sim Néo CepA
amplo espectro clavulanico, mas ndo por aztreonam.
2f A Carbapenémicos Maior hidrolise de carbapanémicos, oximino- - Variavel Ndo |KPC-2, IMI-1, SME-
lactamicos e cefamicinas. 1, GES.
32 B(B1) Carbapenémicos  Hidrdlise de amplo espectro, incluindo carbapenens, Nao Sim | IMP-1 VIM-1, CcrA,
mas 0s ndo0 monobactamicos. IND-1.
B (B3) L1, CAU-1, GOB-1,
FEZ-1.
3b B(B2) Carbapenémicos Hidrolise preferencial de carbapenémicos N&o Sim CphA, Sth-1
4 - Miscelanea de enzimas ndo seqlienciadas e que nao

estdo inclusas em outros grupos.

Legenda: 1- Segundo BUSH, JABOB, MEDEIROS (1995); 2- Segundo AMBLER (1980); TZB=Tazobactam; AC=Acido clavulanico; EDTA= Acido
etilenodiaminotetracético. Fonte: Adaptado de BUSH; JACOBY, 2010 .
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A trimetoprima também inibe a producdo de acido tetra-hidrofdlico, mas por
mecanismo diferente das sulfonamidas, isto é, inibe a enzima di-hidrofolato redutase.
Sua especificidade em relagdo as bactérias baseia-se em sua maior afinidade pela
redutase bacteriana do que pela enzima humana (LEVINSON, 2016).

O sulfametoxazol, um dos principais antimicrobianos da classe das
sulfonamidas, e o trimetoprim foram sintetizados em épocas distintas, 1936 e em 1962,
respectivamente. Usados isoladamente sdo drogas bacteriostaticas, mas estudos
demonstraram que associadas, por agirem sobre 0 mesmo mecanismo e de maneira
sequencial, potencializam seus efeitos antimicrobianos, ao ponto de se tornarem uma
nova droga com efeito bactericida (AUTO; CONSTANT; CONSTANT, 2008).

A resisténcia a sulfonamida em bacilos Gram-negativos geralmente surge da
aquisicdo de qualquer um dos dois genes sull e sul2 que codificam formas de di-
hidropteroato sintetase que ndo sdo inibidos pela droga. O gene sull ¢ normalmente
encontrado ligado a outros genes de resisténcia nos integrons de classe 1, enquanto sul2
é geralmente localizado em pequenos plasmideos ndo conjugativos ou grandes
plasmideos de multirresisténcia transmissivel. O gene de resisténcia sul3, mais raro,

também pode ser transmitido por plasmideos (ANTUNES et al., 2005).

Resisténcia a tetraciclina

A tetraciclicina inibe o crescimento bacteriano através da inibicdo da sintese
protéica. O antimicrobiano se liga a subunidade ribossomal 30S impedindo que o
amicoacil-tRNA se ligue a unidade. A resisténcia a tetraciclina € geralmente conferida
pela aquisicdo de genes de resisténcia associados a elementos moveis, como
plasmideos, transposons e bacteriéfagos (PALU et al., 2006; ADESOJI et al., 2015).
Cerca de trés mecanismos de resisténcia a tetraciliclina sdo conhecidos: Efluxo,
protecdo ribossomal e inativacdo quimica da droga (NELSON; LEVY, 2011). Os genes
de resisténcia associados ao mecanismos de efluxo séo: tet (A), (B), (C), (D), (E), (G),
(1), (M) e (K). Os genes tet (K), (L), (M), (O), (S). (P). (Q). (B), (D). (H) e (C) estao
relacionados com os mecanismos de efluxo e/ou protecdo ribossomal e 0 gene tet (X) a

inativacao da tetraciclina (NG et al., 2001).
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Um estudo realizado por BALASSIANO et al. (2007) demonstrou a presenca de
genes tetA e tetE em cepas clinicas de Aeromonas spp. € de alimentos isoladas no

Brasil. Os genes de resisténcia apresentaram localizagcdo cromossémica e plasmidial.

Resisténcia aos Aminoglicosideos

Os aminoglicdsideos (estreptomicina, canamicina, amicacina, gentamicina e
tobramicina) sdo antimicrobianos de atividade de amplo espectro contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Inicialmente, os aminoglicosideos sdo internalizados por
um sistema de transporte associado a membrana e depois se ligam a um sitio do RNA
16S que conduz a interrupcdo da sintese de proteinas e eventual morte celular
(UDUMULA et al., 2013; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2015).

Apesar da atividade de amplo espectro e sucesso clinico dos aminoglicosideos, a
utilidade no controle de infeccGes bacterianas tem sido ofuscada pelo surgimento de
mecanismos de resisténcia (COX et al., 2015). A resisténcia aos aminoglicosideos pode
ocorrer por reducdo da permeabilidade da membrana celular bacteriana por bombas de
efluxo e por alteracdo do alvo por muta¢cdes no RNA 16S e em proteinas ribossomais ou
metilacdo por proteinas especificas (POULIKAKOS &FALAGAS, 2013).

As enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs) sdo o fator de
resisténcia mais importante e estes incluem aminoglicosideo acetiltransferases [AAC
(6’)], aminoglicosideos nucleotidiltransferases [ANT (4’)] e aminoglicosideos
fosfotransferases [APH (3”)]. Aproximadamente 100 dessas enzimas s3o conhecidas e a
distribuicdo molecular o os tipos de enzimas difere pela regido (XIAO & HU, 2012). Os
genes que codificam as AMEs sdo freqlentemente localizados em plasmideos,
transposons e integrons, que resultam na difusdo rapida de resisténcia ao

antimicrobiano, a nivel molecular (SHAKIL et al., 2007).

Resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas
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As fluoroquinolonas (ciprofloxacina, norfloxacina) sdo um grande grupo de
compostos  sintéticos que foram originalmente desenvolvidos como agentes
antimicrobianos para infeccbes das vias urinarias e respiratdrias, mas também sdo
eficazes para muitas outras doencas (PARSHIKOV & SUTHERLAND, 2012;
BROOKS et al., 2014). A maioria das espécies bacterianas codifica dois tipos distintos,
porém homdlogos de topoisomerase tipo I, a girase e a topoisomerase IV. Estas
enzimas desempenham papel essencial nos processos relacionados aos acidos nucleicos
(THONG et al., 2016).

As quinolonas tém sido amplamente utilizadas e este fato conduziu a um
aumento da resisténcia bacteriana a esta classe de antimicrobianos. A resisténcia as
quinolonas é principalmente devido a mecanismos mediados cromossomicamente,
incluindo mutagdes em alvos da droga (DNA-girase e topoisomerase), diminuigdo da
acumulacdo de quinolonas (bomba de efluxo e diminuicdo da expressdo de porinas)
(ZHANG et al., 2012).

O plasmideo mediador de resisténcia as quinolonas (PMQR) foi relatado em
1998, 31 anos depois apds o &cido nalidixico comegar a ser usado clinicamente. O
primeiro mecanismo de resisténcia descoberto relacionado a estes plasmideos foi
associado ao gene gnr. Assim que esse gene foi clonado e sequenciado, a identificacdo
por PCR se tornou mais facil e logo esses plasmideos foram encontrados, em baixa
frequéncia, em bactérias isoladas de diversos locais do mundo (HOOPER & JACOBY,
2016). Os genes gnr codificam pentapeptideos repetidos que se ligam e protegem a
DNA topoisomerase tipo Il da inibicdo por quinolonas. Multiplos genes gnr ja foram
caracterizados: qnrA, gnrB, gnrS, gnrC e gnrD  (SILVA-SAINCHEZ et al., 2013).

Atualmente, outros dois mecanismos de resisténcia sao relacionados ao PMQRs.
O gene aac (6°) IB-Cr que codifica uma nova variante de acetil transferase
aminoglicosideo (AAC) capaz de reduzir a atividade antimicrobiana de algumas
fluoroguinolonas, incluindo norfloxacina e ciprofloxacina, atraves da N-acetilacdo do
anel piperazil destes compostos e o gene gepA que codifica uma bomba de efluxo
(ALVAREZ-HERNANDEZ; GARZA-MAYEN; VAZQUEZ-LOPEZ, 2015).

Diferentes estudos relataram a presenca de plasmideo mediador de resisténcia as
quinolonas em Aeromonas com o potencial de se disseminar por transferéncia
horizontal de genes (VARELA; NUNES; MANAIA, 2016).
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Resisténcia ao Cloranfenicol

O cloranfenicol age inibindo a sintese proteica através da afinidade pela
pepdiltransferase da subunidade ribossomal 50S. O espectro de acdo dos cloranfenicdis
inclui bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, aerobias e anaerobias (VAN HOEK et
al., 2011).

A inativacdo enzimatica do cloranfenicol por diferentes tipos de
acetiltransferases (CATS) foi o primeiro mecanismo de resisténcia descoberto para esses
antimicrobianos e também € o mais frequente (SCHWARZ et al., 2004). Outros
mecanismos sdo conhecidos: efluxo de cloranfenicol mediado pelos genes cmlA, floR,
fexA, pexA e fexB e a presenca de uma rRNA metilase mediada pelo gene cfr que
confere simultaneamente resisténcia ao cloranfenicol, lincosamidas, oxazolidinonas,

pleuromutilinas, e estreptograminas (LI et al., 2013).

Integrons

Um integron é um sistema tipico de captura e disseminacdo de genes. Podem
estar presentes no cromossomo ou em elementos genéticos moveis, como plasmideos e
transposons, agindo como importante mecanismo de transferéncia de genes, facilitando
a transferéncia horizontal de genes de resisténcia (CHEN et al., 2015). A estrutura de
qualquer integron inclui uma plataforma estavel e uma matriz variavel. A plataforma
contem um gene que codifica a integrase (intl), um sitio recombinanante para a
integracdo de cassetes (attl) e um promotor (PC) que é orientado para o ponto de
integracéo e dirige a expressédo de cassetes (MAZEL et al., 2015).

A integrase, uma tirosina recombinase, pode recombinar discretas unidades de
DNA circular conhecidos como cassete génicos. Cinco classes de integrons de
resisténcia ja foram definidas a partir de sequéncias da proteina integrase e trés destas
sdo responsaveis por disseminar multirresisténcia (MAKOWSKA; KOCZURA;
MOKRACKA, 2016). Estudos anteriores tem encontrado integrons de classe 1 em
Aeromonas spp. carreando varios cassetes de genes de resisténcia antimicrobiana
(DENG et al., 2016).
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Plasmideos

Os plasmideos sdo DNA extracromossdmicos circulares ou lineares que podem
ser transmitidos por conjugacdo e se disseminar entre as bactérias agindo como veiculo
de patogenicidade e de caracteristicas ambientais relevantes para a sobrevivéncia do
micro-organismo (SHINTANI; SANCHEZ; KIMBARA, 2015). O papel dos
plasmideos na resisténcia aos antimicrobianos foi reconhecido pela primeira vez no
Japdo, onde cepas susceptiveis e multirresistentes foram isoladas do mesmo paciente
durante um Unico episodio de disenteria. Este fato sugeriu que as cepas susceptiveis
tornaram-se multirresistentes, ndo através de sucessivas etapas de mutagdo, mas sim
pela aquisicdo de determinantes genéticos em uma Unica etapa (RAMIREZ et al., 2014).

Um rigoroso controle da replicacdo impede que dois plasmideos semelhantes
sejam propagados de modo estdvel em uma mesma linhagem celular. Os plasmideos
que compartilham o mesmo sistema de replicacdo sdo incompativeis, enquanto 0s que
compartilham sistemas diferentes sdo compativeis. Este fenébmeno € denominado
incompatibilidade de plasmideos (CARATTOLI, 2013).

A classificacdo dos plasmideos tem sido baseada na incompatibilidade desde
1970. Existem 27 grupos de incompatibilidade (Incs) na familia Enterobacteriaceae, 14
grupos em Pseudomonas, e aproximadamente 18 entre as cepas de Staphylococcus
(SHINTANI; SANCHEZ; KIMBARA, 2015). Uma ferramenta amplamente utilizada
para tipagem de plasmideos € a tipagem por replicon utilizando um método baseado em
Polymerase Chain Reaction-PCR (PRBT). O protocolo original detecta 18 tipos de
replicons, mas ha kits comerciais com a capacidade de detectar 25 tipos (BROLUND &
SANDEGREN, 2016) .

Aeromonas spp. muitas vezes carregam plasmideos de resisténcia pertencentes a
diferentes grupos de incompatibilidade de enterobactérias. Existem relatos sobre a
presenca dos IncA/C (A. hydrophila e A. salmonicida), IncU (A. hydrophila e A.
salmonicida, A.puntacta e A. allosaccharophila, IncQ (A. hydrophila e A. salmonicida),
IncF (A. caviae), Incl (Aeromonas spp.) e colE-type (A.salmonicida) (PIOTROWSKA
& POPOWSKA, 2015). Recentemente, a presenca do grupo IncK ambém foi
demonstrado em uma cepa de A. hydrophila de origem ambiental (TACAO et al., 2014).

Considerando 0 exposto, acreditamos que determinar a susceptibilidade aos

antimicrobianos, detectar genes de resisténcia, integrons e realizar a tipagem de
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replicons em cepas de Aeromonas spp. isoladas de origens diversas agregara
conhecimento para as medidas de prevencdo, controle e contencdo deste microrganismo

no ambiente hospitalar e comunitario (alimento e agua).
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Verificar a prevaléncia e a caracterizacdo dos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos em cepas de Aeromonas spp. isoladas de diferentes origens na cidade

do Rio de Janeiro.

1.2 Especificos

a) Avaliar a susceptibilidade aos antimicrobianos através do método
de disco-difusdo
b) Determinar fenotipicamente a producédo ESPLs para as cepas que
apresentarem halos indicativos da produgdo de ESBLs no teste de disco-
difuséo (TDD);
C) Determinar as CIMs de ceftazidima e cefotaxima para aquelas

cepas que apresentaram halos indicativos da producdo de ESBLs no TDD

d) Investigar a presenca de genes de resisténcia e integrons atraves
de PCR,;
e) Identificar a presenca de replicons dos principais grupos de

incompatibilidade de plasmideos em enterobactérias.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo longitudinal, observacional e descritivo com cepas
bacterianas coletadas entre os anos de 1994 e 2015 provenientes de origem ambiental,
clinica e de alimentos. Todas as coletas foram realizadas no municipio do Rio de
Janeiro - RJ e os testes foram desenvolvidos no laboratério 1 da Disciplina de
Microbiologia e Imunologia (DIMI) do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro- UERJ.

2.2 Amostras bacterianas

Foram estudadas 46 cepas de Aeromonas spp. pertencentes a colecdo de
amostras bacterianas da disciplina de Microbiologia e Imunologia (DIMI) da
FCM/UERJ. Das cepas utilizadas neste trabalho, 18 foram provenientes de espécimes
clinicos de pacientes internados no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE),
coletadas entre os anos de 1994 e 2015 (FREITAS, 1998; PALU, 2006), uma do
Hospital Federal da Lagoa (2015), oito de queijo minas frescal (ARAUJO et al., 2002),
cinco de alface (SILVA,1999), 11 de &guas superficiais da Lagoa Rodrigo de Freitas
(TRAJANO,2004) e trés de peixes tainha, familia Mugilidae, comercializados em feira
livre (VIEIRA, 2006) (Quadro 4).
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2.3 Conservacao e condicdes de cultivo das cepas bacterianas

A colecdo de culturas das amostras de Aeromonas spp. € formada por cepas
mantidas a -70°C em 1 mL de meio skim milk (BD, Becton Dickison and Company,
New Jersey, EUA) com glicerol a 20% v/v (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil),
armazenadas em criotubos (Corning, Nova lorque, EUA).

Durante o estudo, um estoque das cepas foi armazenado a -20°C, em criotubos
(Corning) contendo 1 mL de meio Tryptic Soy Broth without Dextrose [TSB (BD)]
acrescidos de 20% de glicerol v/v (Reagen) (BEUTLING, 1989). Adicionalmente, outro
estoque foi mantido sob refrigeracéo entre 2°C e 8°C, em tubos de vidro 13 x 100 mm
contendo 3 mL de Tryptic Soy Agar [TSA (BD)]. As aliquotas mantidas no refrigerador
foram utilizadas para a realizacdo dos testes e as amostras a -20°C constituiram um

estoque secundario.

2.4 Caracterizacao fisiologica do género Aeromonas (FREITAS et al., 1998;
MACFADDIN, 1980)

Todas as cepas utilizadas neste estudo foram submetidas aos testes de
caracterizacdo fisiologica. Para confirmar a identificacdo das cepas estudadas foram
realizados os testes de citocromo-oxidase, fermentacdo da glicose, tolerancia a
concentracdo de 6% de NaCl, producdo de acidos a partir da fermentagdo do inositol e
producdo das enzimas Dnase e catalase das cepas sugestivas isoladas a partir do meio
seletivo agar GSP [glutamato-amido-vermelho de fenol (Merck, Darmstald,
Alemanha)].

2.4.1 Plagueamento seletivo

Antes da realizacdo das provas fisioldgicas, as culturas estoque foram

transferidas para 0 meio TSB sem dextrose (BD), incubadas por 24h a 28°C + 2°C e, em
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sequida, semeadas em placas contendo os meios TSA e/fou Mac Conkey Agar (BD),
incubadas sob as mesmas condigdes.

Cerca de 2 a 3 colbnias obtidas a partir de meio TSA e/ou Mac Conkey foram
semeadas por esgotamento em placas contendo agar GSP (Merck). As placas foram
incubadas por 24h-48h a 28°C + 2°C. Ap6s o periodo de incubacdo foram selecionadas
as coldnias que apresentaram cor amarela e halo de hidrélise de amido ao seu redor,
presuntivas do género Aeromonas. As coldnias foram repicadas para agar Nutriente
(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e incubadas a 28°C + 2°C por 24h para serem
submetidas a identificacdo fisioldgica. A cepa ATCC 7966 (A. hydrophila) foi utilizada

como controle.

2.4.2 Teste de producdo da enzima citocromo-oxidase

Com o auxilio de uma alca descartavel esteéril, cinco col6nias bacterianas de uma
cultura recente foram transferidas para um pedaco de papel filtro n°® 1 (Whatman,
Meidstone, Reino Unido) acondicionado sobre uma placa de Petri e sobre este foram
depositadas 2 a 3 gotas de uma solugdo aquosa do reativo n,n-dimetil-p-fenilenodiamina
a 1% (Sigma, St Loius, EUA). O aparecimento de coloragdo roxa intensa foi indicativo
de reacdo positiva. Controle positivo: ATCC 7966 (A. hydrophila); Controle negativo:
ATCC 70063 (K. pneumoniae).

2.4.3 Teste de oxidacdo-fermentacdo da glicose

O meio utilizado para determinar o uso da via oxidativa ou fermentativa da
glicose foi 0 meio de cultura Hugh & Leifson (Merck) suplementado com 1% de glicose
(Reagen). As culturas foram repicadas com agulha bacterioldgica, descartavel e
esterilizada em um par de tubos contendo o meio de cultura, sendo adicionados 0,5 mL
de 6leo mineral esterilizado (Sigma) em apenas um dos tubos. Os tubos foram
incubados a 28°C + 2°C por 24 h. A mudanca da cor do meio, originalmente verde, para

amarelo nos dois tubos foi indicativa de metabolismo fermentativo. Controle para
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metabolismo fermentativo: ATCC 7966 (A. hydrophila); Controle para metabolismo
ndo fermentativo: ATCC 27853 (P. aeruginosa).



Quadro 4 — Origem das cepas de Aeromonas spp. utilizadas no estudo (continua)

AhTb3, AhTb4

Aeromonas hydrophila (2)

comercializados em feira livre do

estado do Rio de Janeiro

Cepas Espécie (n° de cepas) Origem Ano
Ac289, Ac314, Ac335, Ac354, Ac390, | Aeromonas caviae (12)
Ac398, Ac56, Ac62, Ac765, Ac8l, Ac943, Fezes diarreicas ou ndo diarreicas de | 1994
AcC16 pacientes pediatricos do Hospital
Universitario Pedro Ernesto-
(HUPE/UERYJ)
Ah10, Ah149, Ah644, Ah8, Ah9 Aeromonas hydrophila (5)
Ac559 Aeromonas caviae (1) 2014
Aeromonas hydrophila (1) Hem(?cultura de paciente adulto do
Ah650 Hospital da Lagoa 2015
AcTi3 Aeromonas caviae (1) Peixe tainha (porcdo inicial interna
do intestino  ou branquias)
2006
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Quadro 4 — Origem das cepas de Aeromonas spp. utilizadas no estudo.(continuacgéo)

Cepas Espécie (n° de cepas) Origem Ano

PIR2, PIR3, REB, VS2, VS4, VS5 Aeromonas caviae (6) Aguas superficiais da Lagoa
Rodrigo de Freitas, Rio de

C2, C3, VP2 Aeromonas hydrophila (3) Janeiro 2003

VP4, VP5 Aeromonas veronii bv sobria (2)

AQ28, AQ36, AQ37, AQ30, AQ31, AQ38, | Aeromonas caviae (7)

Queijos minas frescal

AQ34 - : :
comercializados na cidade do Rio | 1999

. de Janeiro

AQ7 Aeromonas hydrophila (1)

AV49, AV60, AV27 Aeromonas caviae (3) Vegetais nédo processados 2001
comercializados na cidade do Rio

AV110, AV48 Aeromonas hydrophila (2) de Janeiro

Legenda: Cepas isoladas de fezes: C (fezes nédo diarreicas); Cepas isoladas de peixes: T (tainha) i (intestino) b (branquias); Cepas isoladas de agua: C (clube Caicaras)
PIR (clube Piraqué) VP (Visconde de Piraja) REB (Reboucas); Cepas isoladas de alimentos: AQ (queijo), AV (vegetais).
Fonte: A autora, 2016
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2.4.4 Teste de halotolerancia

As cepas em estudo foram inoculadas em um par de tubos com caldo nutriente
(Oxoid). Em um dos tubos foi mantida a concentracdo de NaCl (Reagen) original do
meio (0,5%) e no outro a concentracdo foi ajustada para 6%. A incubacéo foi realizada
por até 3 dias a 28°C + 2°C. A turvacdo do caldo nutriente em ambos os tubos foi
indicativa de halotolerancia. O crescimento apenas no tubo com menor concentracdo de
sal foi considerado como incapacidade de crescer em 6% de NaCl. A cepa ATCC 7966

(A. hydrophila) foi utilizada como controle positivo do teste.

2.4.5 Fermentacdo do inositol

O teste de producédo de acidos a partir do inositol (Merk) foi realizado em meio
de cultura para fermentacdo de carboidratos [1% de peptona (Oxoid); 0,5% de NaCl
(Reagen); 0,3% de extrato de carne (Oxoid); pH 7,0 + 0,2] contendo como indicador de
pH o indicador de Andrade. Com o auxilio de uma alca bacterioldgica esterilizada o
in6culo foi transferido para um tubo com meio base acrescido de inositol (1%) (Merck).
A incubacéo foi realizada por até cinco dias a 28°C £ 2°C. Nos tubos onde a cor do meio
permaneceu inalterada, o teste foi considerado negativo para a producdo de acidos a
partir do inositol, caracteristico do género Aeromonas. Controle positivo: ATCC 70063
(K. pneumoniae); Controle negativo: ATCC 7966 (A. hydrophila).

2.4.6 Teste de producdo de Dnase

A producdo da enzima Dnase foi avaliada a partir da semeadura em forma
circular e densa (spot) em placas de Petri contendo meio agar Dnase (BD), as placas
foram incubadas a 28°C + 2°C + 2°C por 48h. Para revelar a reacdo, foi acrescido a
cultura uma solucédo de HCI 1N (Reagen) em quantidade suficiente para cobrir toda a
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superficie do meio. A presenca nitida de um halo transparente ao redor da coldnia foi
indicativo da producgdo da enzima. Controle positivo: ATCC 7966 (A. hydrophila);
Controle negativo: ATCC 70063 (K. pneumoniae).

2.4.7 Teste da catalase

Em uma lamina de vidro, contendo uma gota de H2O; [peroxido de hidrogénio
(Reagen)] a 3% foi adicionada uma colonia bacteriana de crescimento recente. A
formacdo imediata de bolhas foi indicativo de reacdo positiva para a produgdo da
enzima catalase, como observado na cepa controle positivo ATCC 7966 (A.

hydrophila).

2.5 ldentificacdo fisiologica em nivel de espécie (JANDA & ABBOTT, 2010;
MACFADDIN, 1980)

Diferencas fisioldgicas distinguem as espécies do género Aeromonas. Para
identificacdo em nivel de espécie foram realizados os testes de descarboxilacdo e
deidrolacdo de aminoécidos, teste de producédo de acidos a partir da arabinose, teste de
producdo de acetoina ou VVoges Proskauer, teste de producdo de gas a partir de glicose,
teste de hidrélise de esculina, teste de utilizacdo do citrato, teste de producéo de indol,
motilidade e H>S. Os testes foram feitos a partir de cultura recente (28°C + 2°C /24h)

obtida em agar Nutriente (Oxoid).

2.5.1 Teste de descarboxilacdo e deidrolacdo de aminodacidos

Os testes de descarboxilagéo da lisina e ornitina e deidrolagéo da arginina foram
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realizados em base de Moeller (Merck) acrescido do aminoécido correspondente na
concentragdo de 1%. A cultura foi inoculada nos trés tubos contendo cada aminoacido
individualmente e em um quarto tubo contendo apenas a base de Mdoeller, isento de
aminoacido, utilizado como controle. Em cada tubo foi colocado aproximadamente 0,5
de o6leo mineral (Sigma), pois a reacdo ocorre em anaerobiose. Os tubos foram
incubados por até cinco dias a 28° C, com observacao diéria. A mudanca de cor do meio
de amarelo para purpura € indicativo da descarboxila¢do ou deidrolacdo do aminoacido.
O tubo controle de aspecto turvo e de cor amarela, demonstra que 0 micro-organismo
era viavel e que o pH do meio acidificou o suficiente para ativar as enzimas
descarboxilases. Controle positivo para lisina: ATCC 70063 (K. pneumoniae); Controle
negativo para lisina: ATCC 15468 (A. caviae); Controle positivo para arginina: ATCC
7966 (A. hydrohila); Controle negativo para arginina: ATCC 35624 (A. veronii);
Controle positivo para ornitina: ATCC 35624 (A. veronii); Controle negativo para
ornitina: ATCC 7966 (A. hydrohila).

2.5.2 Teste de producdo de 4cidos a partir da Arabinose

O teste de producdo de acidos a partir da arabinose foi realizado em meio de
cultura para a fermentacdo de carboidratos como descrito no item 3.3.5. A arabinose
(VETEC) foi utilizada na concentracdo de 1%. A cultura foi inoculada no tubo contendo
o carboidrato com o auxilio de alca bacterioldgica esterilizada e incubado por até cinco
dias a 28°C + 2°C. Nos tubos onde a cor rosa intensificou, foi considerada positiva para
a fermentacdo do aclcar. Controle positivo: ATCC 15468 (A. caviae); Controle
negativo: ATCC 35624 (A. veronii).

2.5.3 Teste de producdo de acetoina

A deteccdo de acetilmetilcarbinol (acetoina) ou teste de Voges-Proskauer, foi

realizada inoculando-se a cepa teste em meio MR-VP (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil). O
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tubo foi incubado por 48h a 28°C + 2°C e apds este periodo 0,6 mL do reagente Barrit |
[solucdo alcoodlica de a-naftol (Merck) a 5%] e 0,2 mL do reagente Barrit Il [solucéo
aquosa de KOH a 40% (Merck)] foram adicionados, seguidos de agitacdo rapida do
tubo para a introducdo de oxigénio atmosférico e possivel oxidacdo da acetoina. A
leitura do teste foi realizada 15 a 30 minutos ap6s a adicéo dos reagentes. O surgimento
de um anel de coloracdo vermelho-cereja na superficie do meio foi indicativo de reagdo
positiva. Controle positivo: ATCC 7966 (A. hydrophila); Controle negativo: ATCC
15468 (A. caviae).

2.5.4 Teste de producdo de gas a partir da glicose

Este teste foi realizado no meio de cultura para a fermentacdo de carboidratos
como descrito no item 2.4.5., suplementado com glicose (Reagen) na concentracdo de
1%. Um tubo de Durham invertido foi acrescentado ao meio. Os tubos foram semeados
e incubados por 48h a 28°C + 2°C. A formacé&o de bolhas no interior do tubo de Durham
foi indicativo da producdo de gas a partir da fermentacdo da glicose. Controle positivo:
ATCC 7966 (A. hydrophila); Controle negativo: ATCC 15468 (A. caviae).

2.5.5 Teste de hidrolise de esculina

A partir de um cultivo recente foram realizados in6culos com agulha
bacterioldgica, descartavel e esterilizada, através de picada até o fundo do tubo seguida
de semeadura na superficie inclinada do agar esculina [4% de agar Columbia (Oxoid);
0,1% de esculina (Merck); 0,05 de citrato férrico (Reagen), pH 7,0 £ 0,2]. Os tubos
foram incubados por até cinco dias a 28°C + 2°C. A reacdo foi considerada positiva
quando o meio de cultura passou a apresentar coloracdo marrom. Controle positivo:
ATCC 7966 (A. hydrophila); Controle negativo: ATCC 27853 (P. aeruginosa).
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2.5.6 Teste de utilizacdo do citrato

A semeadura foi realizada no bisel do meio de cultura agar citrato de Simmons
(Himedia, Mumbai, India) com o auxilio de alca bacteriol6gica, descartavel e
esterilizada. Apos a inoculagdo, o tubo foi incubado por até cinco dias a 28°C + 2°C. A
mudanca da cor do meio de verde para azul foi indicativa da utilizacdo do citrato como
Unica fonte de carbono. Controle positivo: ATCC 70063 (K. pneumoniae); Controle
negativo: ATCC25922 (E.coli).

2.5.7 Teste de producdo de indol, motilidade e H»S

Estes testes foram realizados em conjunto, utilizando-se o meio SIM (KASVI,
Parand, Brasil). A cepa foi inoculada no meio de cultura com auxilio de agulha
bacterioldgica até um terco da coluna de meio. A incubacdo foi realizada por 48h a 28°C
+ 2°C. A observacdo da producéo de indol foi feita a partir da adicdo de cinco gotas do
reativo de Kovacs (Newprov, Parand, Brasil) e a formagdo de um anel avermelhado na
superficie do meio foi indicativo de reagdo positiva. O crescimento da cultura em toda a
coluna do meio, e ndo apenas na area de inoculacéo, foi o critério utilizado para avaliar
a motilidade do micro-organismo. A producdo de H,S foi identificada pelo
escurecimento do meio. Controle positivo para indol e motilidade: ATCC 7966 (A.
hydrophila); Controle negativo para H.S, indol e motilidade, ATCC 70063 (K.

pneumoniae).

2.6 Determinacédo da susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de Aeromonas
spp. por teste de disco-difusdo (CLSI, 2010, 2015)

2.6.1 Preparo do inéculo
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Cerca de quatro a cinco colbnias de cultura pura foram suspensas em solugéo
salina estéril [NaCl (Reagen) 0,9%] até se obter densidade Otica correspondente ao
padrdo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). A densidade 6tica foi obtida
através do colorimetro WPA modelo CO-7500 (Biochrom, Cambourne, Reino Unido).
As colbnias foram provenientes de cultivo recente em agar Nutriente (Oxoid), ap6s
incubacgéo por 24h a 28°C + 2°C.

2.6.2 Teste de disco-difusio (TDD)

Um swab (Copam, Murrieta, USA) esterilizado foi embebido na suspensao
bacteriana preparada anteriormente, o excesso foi retirado na parede do proprio tubo.
Em seguida, a suspensdo foi semeada por toda a superficie da placa contendo o meio de
cultura agar Mueller Hinton (BD), em trés planos, de maneira uniforme, para obtencgdo
de crescimento confluente. . Os discos contendo os antimicrobianos foram colocados

sobre a superficie do meio com o auxilio de uma pinca flambada e resfriada.

Antes da realizacdo da prova, as placas e os discos de antimicrobianos foram
mantidos fora da refrigeracdo por aproximadamente 1h, até atingirem a temperatura
ambiente. As placas foram incubadas a 35 £ 2°C por 16 as 18h e os halos de inibicdo
medidos e comparados com a tabela de referéncia do CLSI (2006) e classificados como
sensiveis, intermediarios ou resistentes. As cepas que apresentaram halo de inibicdo na
categoria intermediaria aos antimicrobianos foram consideradas resistentes. As estirpes
que demonstraram resisténcia trés classes de antimicrobianos a trés classes , foram
denominadas multirresistentes (MAGIORAKOS et al., 2012).

As cepas ATCC25922 (Escherichia coli), ATCC35218 (E. coli) e ATCC 27853
(Pseudomonas aeruginosa) foram utilizadas como controle da concentragcdo das drogas
nos discos de antimicrobianos, beta-lactdmico/inibidor de beta-lactamases e

carbapenemas, respectivamente.

2.6.3 Antimicrobianos
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A susceptibilidade das cepas de Aeromonas spp. aos antimicrobianos (Oxoid) foi
determinada pela medida do halo de inibicdo do crescimento em torno dos discos
contendo: Amoxacilina/acido clavulanico (20/10ug), Ampicilina/Sulbactam (10/10pg),
Piperaciclina/Tazobactam (100/10ug), Cefepime (30 pg), Cefotaxima (30ug),
Cefoxitina (30upg), Ceftazidima (30upg), Ceftriaxona (30ug), Ertapanem (10ug),
Imipenem (10 pg) (IPM), Meropenem (10ug) Aztreonam (30 pg), Amicacina (30ug),
Gentamicina (10ug), Tetraciclina (30ug), Sulfametoxazol/Trimetropim (1,25/23,15ug),
Ciprofloxacina (5ug), Norfloxacina (10 pg) e Cloranfenicol (30 pg). Esses

antimicrobianos séo os preconizados pelo CLSI (2010).

2.7 Deteccao fenotipica de beta-lactamases de espectro ampliado (ESBLS)

N&o h& padronizacdo para a pesquisa de ESBLs em Aeromonas spp. O teste foi
realizado segundo as recomendacOes estabelecidas pelo CLSI (2015) para
enterobactérias (K.pneumoniae, Klebsiela oxytoca e E.coli). As cepas que apresentaram
triagem positiva para produgdo de ESPL, isto ¢, halo de inibi¢do < 22 mm para
ceftazidima (30ug) e/ou 27 mm para aztreonam (30ug) e/ou < 27 mm para cefotaxima
(30pg) e/ou < 25 para ceftriaxona (30pg) no teste de disco-difusdodisco-difuséo, foram
submetidas ao teste de deteccdo fenotipica da producdo de ESPLs. A expressdo de
ESBLs foi demonstrada pelo teste de sinergismo do duplo disco (DDST) (JARLIER et
al., 1988) em placas contendo agar Mueller-Hinton (BD) e aplicando discos (OXOID)
contendo cefotaxima (30ug), ceftazidima (30ug), ceftriaxona (30 pg) e aztreonam
(30ug) distantes 25mm (centro a centro) de um disco contendo amoxacilina/acido
clavulanico (20/10ug ). O preparo do indculo e a execucdo do teste foram realizados de
acordo com os procedimentos descritos nos itens 2.5.1 e 2.5.2.

As cepas ATCC25922 (E. coli) e ATCC 70063 (Klebsiela pneumoniae) foram

utilizadas como controle do teste.



50

2.8 Determinacgéo da concentracdo inibitoria minima (CLSI 2015)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antimicrobianos ceftazidima
(Sigma) e cefotaxima (Sigma) foi determinada pela técnica de microdiluicdo em caldo,
de acordo com as recomendacdes do CLSI (2015) para as cepas que apresentaram
triagem positiva para a produgdo de ESBLs no TDD. Ou seja, a determinagdo da CIM de
ceftazidima foi realizada para as cepas que apresentaram halo de inibigdo < 22 mm no
TDD para ceftazidima. Para cefotaxima, foram selecionadas as que apresentaram halo

<27 mm para o respectivo antimicrobiano

2.8.1 Solucoes estogue dos sais de antimicrobianos

As solugdes estoque foram preparadas de acordo com as normas estabelecidas

pelo CLSI (2015), aplicando-se a seguinte formula:

Peso (mg) = Volume (mL) x Concentragdo (Ug/mML) .o 1)

Poténcia (Lg/mg)

2.8.2 Preparo da suspensao bacteriana

A suspensdo bacteriana foi preparada em solucdo salina estéril 0,9% [NaCl
(Reagen)] a partir de uma cultura de crescimento em 24h a 35°C + 2°C em &gar
Nutriente (Oxoid). A turbidez da solucdo foi comparada ao padrdo 0,5 da escala de
MacFarland (1 x 108 UFC/mL). Em seguida, 100uL da suspenséo foram diluidos em
900 pL de solucéo salina 0,9%.
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2.8.3 Diluicdo do antimicrobiano

Em um tubo estéril de 16x100 mm foram adicionados 5mL de caldo Mueller
Hinton (Oxoid), previamente ajustado com os cations Mg** e Ca** (CAMHB), e 128 uL
da solucdo estoque do antimicrobiano. Em seguida, 200 pL dessa solugdo foram
transferidos para os pocos da primeira coluna de uma placa de microdiluicdo, nas
demais colunas, foram adicionados apenas 100 pL de caldo Mueller Hinton.

Para a diluicdo seriada, 100 pL dos pocos da primeira coluna foram transferidos
para a coluna posterior e assim sucessivamente, exceto para a Ultima coluna que
continha apenas o caldo, utilizada como controle do crescimento microbiano. Foram
utilizadas as seguintes concentragdes decrescentes de antimicrobiano: 256 pg/mL, 128
pug/mL, 64pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5
pg/mL e 0,25 pg/mL.

2.8.4 Inoculacdo em placas para microdiluicdo

Em cada pogo da microplaca foram adicionados 5 pL de suspensdo bacteriana
1:10. . As placas foram incubadas em 35+ 2°C por 18h as 24h e a leitura foi realizada
considerando o primeiro pogo onde ndo houve crescimento. Os critérios de leitura e
interpretacdo obedeceram as orientacdes descritas no CLSI (2015). O teste foi aplicado
em duplicata e o resultado foi a meédia aritmética dos valores obtidos.

2.9 Deteccéo de genes de resisténcia

A presenca dos genes de resisténcia foi revelada pela aplicacdo da técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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2.9.1 Extracdo do DNA por lise térmica

O DNA bacteriano foi extraido por lise térmica. As amostras de Aeromonas spp.
foram semeadas em &agar Nutriente (Oxoid) e incubadas por 24h a 28°C * 2°C.
Suspensdes bacterianas foram preparadas em 100 pL de dgua mili-Q estéril. Em seguida
foram submetidas a uma temperatura de 95°C durante 10 minutos e apds esse tempo
foram imediatamente congeladas a -20°C por 10 minutos. Para a amplificacdo dos
genes, os lisados foram descongelados, homogeneizados e centrifugados. Apenas o

sobrenadante foi utilizado.

2.9.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para as cepas que apresentaram triagem positiva de producéo de ESBLs no TSA,
foram pesquisados 0s genes blatem, blashy, blaoxa-1-Like, DlacTx-m grupos 1, 2, 9 e 8/25,
blaves, blarer € blages (DALLENE et al., 2010). Os genes gnrA, gnrB, gnrS e gepA
foram investigados nas cepas resistentes as quinolonas e fluoroquinolonas (CATTOIR
et al., 2007; MINARINI et al., 2008), os tetA, tetB e tetG para resisténcia a tetraciclina e
0s genes catA, cmLA e floR para o clorafenicol. A presenca dos genes sull, sul 2 e
integrase de classe 1 (intll) (ANTUNES; MACHADO; PEIXE, 2006) foi avaliada nas
cepas resistentes aos antimicrobianos inibidores da via do folato (sulfametoxazol/
trimetroprim). Para as cepas que apresentaram o gene da integrase classe 1 (intll) foi
realizada a pesquisa de integrons de classe 1 (ANTUNES; MACHADO; PEIXE, 2006).
Como controle das reacbes foram utilizadas cepas previamente sequenciadas
pertencentes a DIMI/FCM - UERJ.

2.9.3 Eletroforese em gel de agarose 2%

Os produtos da PCR obtidos foram aplicados em gel de agarose a 2% (Invitrogen)
cobertos com tampao TBE [Tris/Borato/EDTA (Tris, Califérnia, USA)], acido bdrico
(Reagen, Rio de Janeiro), EDTA (Invitrogen) pH 8,0] e submetidos a corrida
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eletroforética por 1h a 100v. O marcador de peso molecular utilizado foi 0 100bp DNA
Ladder (Invitrogen). Os géis foram visualizados por transiluminacdo UV (UVP, Upland,
California) e as imagens foram captadas por uma camera digital (Canon, Tdéquio,

Japdo).

2.10 Tipagem baseada nos replicons dos principais grupos de incompatibilidade de

plasmideos em enterobactérias

As cepas de Aeromonas spp. que apresentaram genes de resisténcia na PCR
foram submetidas ao ensaio de PCR para a tipagem baseada nos replicons dos principais
grupos de incompatibilidade de plasmideos em enterobactérias: (CARATTOLI et al.,
2005). O DNA extraido foi submetido a amplificacdo em um termociclador PCT-100 ®
(Thermal Cycler Operations Manual, MJ Research, Inc. USA). As reagOes foram
realizadas em microtubos de 200 pL e nestes, foram adicionados tampdo de reagéo
[Green GoTag® Flexi Buffer 5X (Promega, Wisconsin, USA)], cloreto de magnésio
[MgClI2mgci22 Solution 25mM (Promega)], desoxiribonucleotideos [dNTP 100 mM
(Promega)], oligonucleotideos [100 Mm (Invitrogen, Califérnia, USA)], tag DNA
polimerase [GoTag® DNA Polymerase 5u/pL (Promega)] e agua mili-Q estéril. A
guantidade de reagentes foi definida para um volume de 50 pL e ajustada para a
concentracdo final desejada em cada reacdo (Quadro 5).

Como controles positivos foram utilizadas cepas previamente sequenciadas para
os replicons em estudo, pertencentes a DIMI da FCM — UERJ. Como controle negativo,
foi utilizada agua mili-Q estéril.

Os geis foram visualizados como descrito no item 2.9.3.
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Quadro 5 — Descricdo dos iniciadores, sequéncias nucleotidicas, reagentes, condi¢es de amplificacdo e tamanho do produto esperado nas
diferentes PCR. (continua)

Tamanho
Obijetivo Iniciadores Prg(;)u o Sequéncias 5' -3' Reagentes g\%]gjlli?‘?ceasggg
(pb)
TEM incluindo variantes 800 F CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC
TEM-1 e TEM-2 R CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
SHV incluindo variantes 713 F AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC
SHV-1 R ATCCCGCAGATAAATCACCAC
OXA-L, OXA-4 EOXA-30| 564 | COCACCAGATTCAACTTTCAAG Tampio:ix |+ -10min
pesquisa de genes de ’ R GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG Vool 5 mv | G ciclo)
resisténcia aos - CTX-M grupo 1 incluindo - F TTAGGAARTGTGCCGCTGYAD 8N4Tp;2(l)/o tmél 23(% :38:
zaél/?LHCEOISNE et al., ke MLCI\-I;I>1<5N|3 eeT R CGATATCGTTGGTGGTRCCAT® c:’aldzf ?r]\?cigdore Zszooilclir;m
2010) CTX-M grupo 1 incluindo F CGTTAACGGCACGATGAC Taq:1u 729C - 7min
CTX-M2 404 R CGATATCGTTGGTGGTRCCAT?® DNA 2 pL (1 ciclo)
CTX-M grupo 9 incluindo 561 F TCAAGCCTGCCGATCTGGT
CTX-M9e CTX-M14 R TGATTCTCGCCGCTGAAG
F AACRCRCAGACGCTCTAC®
CTX-M grupo 8/25 30 IR TCGAGCCGGAASGTGTYAT?
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Quadro 5— Descricao dos iniciadores, sequéncias nucleotidicas, reagentes, condi¢des de amplificacdo e tamanho do produto esperado nas
diferentes PCR. (continuacéo)

Tamanho
- . do Ay o Condicoes de
Objetivo Iniciadores Produto Sequéncias 5' -3 Reagentes Amplificacio
(pb)
F AGTCGGCTAGACCGGAAAG Tampéo:1x 94°C -10min
GES -1 AGES-9e GES 11| 399 .
Pesquisa de R TTTGTCCGTGCTCAGGAT MgCl: 1,5 (1 ciclo);
istanci F GCTCCGATAATGAAAGCGT mM 94°C - 40s
genes de resistencia aos PER-1 e PER 3 520 dNTP: 200 pM |69°C - 40s
B-lactamicos R TTCGGCTTGACTCGGCTGA 0 :
(DALLENNE et al 0,3 pmol/uL de | 72°C-1min
2010) " VEB-1 a VEB-6 648 F CATTTCCCGATGCAAAGCGT cada iniciador (30 CiC|OS);
R CGAAGTTTCTTTGGACTCTG Tag:1U 72°C-7min
DNA 2 uL (1 ciclo)
nrAL & anrAG 580 F AGAGGATTTCTCACGCCAGG i . _
a a R TGCCAGGCACAGATCTTGAC Llag”épﬁoilg‘ ?fci(;;?m'”
2' ) )
Pesquisa de genes de gnrB1 a gqnrB6 264 F GGMATHGAAATTCGCCACTG mM 95°C-1min
resisténcia as quinolonas R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAAC dNTP: 200 pM | 54°C-1min
(CATTOIR et al, 2007, F GCAAGTTCATTGAACAGGGT 20 pmol de 72°C-1min
MINARINI et al., 2008) qnrS1aqgnrs2 428 R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG cada iniciador (35 CiClOS);
. o H
F CGTGTTGCTGGAGTTCTTC Taq: 2,5U 72°C-10min
gepA 403 DNA 2 uL (1 ciclo)
R CTGCAGGTACTGCGTCATG
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Quadro 5— Descricao dos iniciadores, sequéncias nucleotidicas, reagentes, condi¢des de amplificacdo e tamanho do produto esperado nas
diferentes PCR. (continuacéo)

Tamanho
- . do Ay o Condicoes de
Objetivo Iniciadores produto Sequéncias 5' -3 Reagentes Amplificacio
(pb)
F CGGCGTGGGCTACCTGAACG 94°C -5min
: sull 433 Tampdo:1x .
Pesquisa de genes de R GCCGATCGCGTGAAGTTCCG MgCl,:1.5 mM (Iciclo);

resisténcia as F GCGCTCAAGGCAGATGGCATT dNTP: 200uM | 24 C-305,

sulfonaminidas sul2 293 ; 69°C-30s,
(ANTUNES: R GCGTTTGATACCCGCACCCGT 02uM de cada 290C-1min
MACHADO: PEIXE, F GCCACTGCGCCGTTACCACC !P{;IICI'aSOSrU (30 ciclos);
2006) intll 898 R GGCCGAGCAGATCCTGCACG DI\?A ’2 L 72°C-8 min

< H (1 ciclo)
5 GGCATCCAAGCAGCAGCAAG N 94°C -5min
Tampao:1x 1ciclo):
o 3 AAGCAGACTTGACCTGA MgCl:1,5 mm | (Ciclo);
Pesquisa de integron de INTP: 2’00 M 94°C- 1min,
classe 1 (ANTUNES: cs Varidvel 0.3UM “d 53°C- 1min,
MACHADO; PEIXE, ariave o [72°C-6min
2006) Tag-lU (35 ciclos);
g 72°C-16min
DNA 2 pL

(1 ciclo)
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Quadro 5— Descricao dos iniciadores, sequéncias nucleotidicas, reagentes, condi¢des de amplificacdo e tamanho do produto esperado nas
diferentes PCR. (continuacéo)

Tamanho
_ - do A ot o Condigdes de
Objetivo Iniciadores Produto Sequéncias 5' -3 Reagentes Amplificacio
(pb)
o Emi
Tampéo:1x gé gicl?)r;'m
Pesquisa de genes de A 210 F GCTACATCCTGCTTGCCT MgCl:1,5mM | ooy " 7ooe
resisténcia a tetraciclina R CATAGATCGCCGTGAAGA dNT: 200uM :

) 55°C-30s,
I(\AAANCISES%_ DEIXE - s00 |F TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG .0’.2*."\3 de cada | 726 1min
2006) ! ! R GTAATGGGCCAATAACACCG #‘;‘;{ao%ru (30 ciclos);

F GCTCGGTGGTATCTCTGC DNA 2 L 72°C-8 min
tetG 500 (1 ciclo)
R AGCAACAGAATCGGGAAC
F CCACCGTTGATATATCCC
catA %23 IR CCTGCCACTCATCGCAGT Tampéo:1 94°C -Smin
Pesquisa de genes de ampa.o. X (1 ciclo);
Uy MgCl:1,5mM | =
resisténcia ao dNT-200uM 95°C-30s,
cloranfenicol emlA 435 F TGTCATTTACGCCATACTCG 02N délcada 550C-30s,
(ANTUNES; R ATCAGGCATCCCATTCCCAT - 72°C-1min
MACHADO:PEIXE iniciador 30 ciclos);
s :PEIXE, oR eeg |F CACGTTGAGCCTCTATAT Tag: 0,5U gzo 8'205?1
) R ATGCAGAAGTAGAACGCG DNA 2 pL -6 min

(1 ciclo)
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Quadro 5— Descricdo dos iniciadores, sequéncias nucleotidicas, reagentes, condi¢des de amplificacdo e tamanho do produto esperado nas

diferentes PCR. (continuacéo)

Tamanho
- . do Ay o Condices de
Objetivo Iniciadores Produto Sequéncias 5' -3 Reagentes Amplificacio
(pb)
I 471 F GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC
R TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
F TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC
HI2 644 Tampédo:1x
Tipagem baseada nos R GGCTCACTACCGTTGTCATCCT MaCl: 1 5 94°C -5min
replicons dos principais 1 139 F CGAAAGCCGGACGGCAGAA ml?/l 2 (1 ciclo);
grupos de R TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT dNTP: 200 |24°C-1min
incompatibilidade em M ' 60°C-30s
plasmideos em lzlo mol de 72°C-1min
enterobactérias X 376 F AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT ca(?a i o (30 ciclos);
(CARATTOLI et al., R TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC Tag: 2,50 72°C-5 min
2005) LM g5 |F GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG DNA2puL | (Lciclo)
R TGCAGGGGCGATTCTTTAGG
N 559 F GTCTAACGAGCTTACCGAAG
R GTTTCAACTCTGCCAAGTTC
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Quadro 5 —Descricao dos iniciadores, sequéncias nucleotidicas, reagentes, condi¢des de amplificacdo e tamanho do produto esperado nas
diferentes PCR. (continuacéo)

Tamanho
- - do A ey o Condigdes de
Objetivo Iniciadores Produto Sequéncias 5' -3 Reagentes Amplificacio
(pb)
FIA 462 F CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG
R GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
FIB 202 F GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG
: o .
Tipagem baseada nos R CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT Tampao:lx |4 ¢ -omin
replicons dos principais (1 ciclo);
F CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG MgCl:1,5mM |~ ~ 7
grupos de W 242 dNTP: 200 UM 94°C-1min
incompatibilidade em R GGTGCGCGGCATAGAACCGT 20 mélde 60°C-30s
plasmideos em caga iniciador 72°C-1min
enterobacterias F AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG |[Tag:2,5u0 (30 ciclos);
(CARATTOLI et al., Y 765 i 72°C-5 min
2005) R GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT |[DNA 2 uL (1 ciclo)
P 534 F CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA
R TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
FIC 262 F GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG
R TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
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Quadro 5— Descricao dos iniciadores, sequéncias nucleotidicas, reagentes, condi¢des de amplificacdo e tamanho do produto esperado nas
diferentes PCR (concluséo)

Tamanho
- - do A et o Condicoes de
Objetivo Iniciadores Produto Sequéncias 5' -3 Reagentes Amplificacio
(pb)
AIC 465 F GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA
R ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT
Tipagem baseada nos F TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT . 94°C -5min
. N T 750 Tampao 1x .
replicons dos principais R CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC MgCI2 1,5 mM (1 ciclo);
grupos de F CTGTCGTAAGCTGATGGC ’ 94°C-1min
incompatibilidade em Flls 270 dNTP 200 M 60°C-30s
¢ R CTCTGCCACAAACTTCAGC 20pmol de 0 .
plasmideos em cada iniciador 72°C-1min
enterobactérias FrepB 270 F TGATCGTTTAAGGAATTTTG Tag 25U (30 ciclos);
(CARATTOLI et al., R GAAGATCAGTCACACCATCC g 72°C-5 min
DNA 2 uL :
2005) " 160 |F GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC (1 ciclo)
R TCTTTCACGAGCCCGCCAAA
B/O 159 |R TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA

Legenda:M=adenina ou citosina; H=adenina ou citosina ou timina; Y= citosina ou timina; R=adenina ou guanina; k=guanina ou timina; S=guanina ou citosina.

Fonte:A autora, 2016
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3 RESULTADOS

3.1 Identificacéo

As cepas selecionadas foram confirmadas como sendo do género Aeromonas. Das 46
cepas avaliadas, 30 foram identificadas como A. caviae (n=13, origem humana; n=1, peixes;
n=6, agua; n=7, queijo e n=3, vegetais), 14 foram classificadas como sendo da espécie A.
hydrophila (n=6, origem humana; n=2, peixes, n=3, agua;, n=1, queijo; n=2, vegetais) e
apenas 2 cepas foram identificadas como A. veronii bv sobria, ambas de origem aquatica

(n=2, agua). O resultado da caracterizacéo fisiologica das cepas esta descrito no Quadro 6.

3.2 Teste de disco-difusdo e deteccao fenotipica de ESBLs

O maior percentual de resisténcia, incluida a categoria intermediaria, foi observado
para a ampicilina/sulbactam (71,7%), seguido pela cefoxitina (32,6%), amoxacilina/acido
clavulanico (30,4%), cefotaxima (21,7,%), ceftazidima (19,6%) e tetraciclina (19,6%)
(Gréafico 1). Todas as cepas foram susceptiveis a ciprofloxacina, gentamicina, amicacina,
cefepime e aztreonam (Grafico 1). Doze cepas (26,1%) apresentaram resisténcia, incluida a
categoria intermediaria, a pelo menos trés classes de antimicrobianos, sendo consideradas
multirresistentes. Uma cepa (Ac559), de origem clinica, foi resistente a todos 0s

carbapanémicos (Grafico 1).



Quadro 6 — Resultado dos testes de caracterizacdo fisiologica das 46 cepas de Aeromonas spp.(continua)

Testes
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OF Oxi Cat Ino NaCl

Gas LDC ADC ODC Esc H2S

Ind Mot Cit Arab VP
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Quadro 6 — Resultado dos testes de caracterizacdo fisiologica das 46 cepas de Aeromonas spp.(concluséo)

Testes

Cepas OF Oxi Cat Ino NaCl G& LDC ADC ODC Esc H,S Ind Mot Cit Arab VP Identificacéo
26 AcVS2 F + + - - - - + - + -+ + + o+ - A. caviae
27 AcVS4 F + + - - - - + - + -+ + + o+ - A. caviae
28 AcVS5 F + + - - - - + - + -+ + o+ 4+ - A. caviae
29 AhC2 F + + - - + + + - + -+ + -+ o+ A.hydrophila
30 ARC3 F + + - - + o+ + - + -+ + -+ o+ A.hydrophila
31 AhVP2 F + + - - + + + - + -+ + -+ 4 A. hydrophila
32 AwsVP4 F + + - - + + + - - -+ + - - +  A.veronii bv sobria
33 AvsVP5 F + + - - + + + - - - + o+ - - +  A. veronii bv sobria
34  AcAQ28 F + + - - - - + - + - + o+ - + - A. caviae
35 AcAQ36 F + + - - - - + - + - - + o+ + - A. caviae
36  AcAQ37 F + + - - - + + - + - + + 0+ + - A. caviae
37 AcAQ30 F + + - - - + + - + - + o+ - + - A. caviae
38  AcAQ31 F + + - - - - + - + - + + 0+ + - A. caviae
39 AcAQ38 F + + - - - - + - + - + + 0+ + - A. caviae
40 AcAQ34 F + + - - - - + - + - + + 0+ + - A. caviae
41 AhAQ7 F + + - - + + + - + - + + - - + A.hydrophila
42  AcAV49 F + + - - - - + - + - + + - + - A. caviae
43  AcAV60 F + + - - - - + - + - + + 4+ + - A. caviae
44  AcAV27 F + + - - - - + - + - + + 0+ + - A. caviae
45  AhAV110 F + + - - + + + - + -+ o+ - + + A.hydrophila
46  AhAV48 F + + - - + + + - + - + + - + + A.hydrophila

Legenda: OF-fermentacdo da glicose; Oxi-Oxidase; Cat-Catalase; Ino-inositol; NaCl- halotolerancia; Gas-producéo de gas a partir da glicose; LDC- lisina
descarboxilase; ADC-Arginina diidrolase; ODC-Ornitina descarboxilase; Esc- hidrolise da esculina; H,S-Produgdo de H,S; Ind-indol; Mot-Motilidade;
Cit-Citrato de Simmons; Arab-Fermentacao da arabinose; VP- VVoges Proskauer;; F-fermentador; -Aeromonas caviae; Ah- Aeromonas hydrophila;

Avs- Aeromonas veronii bv. sobria.

Fonte: A autora, 2016
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Percentual de susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas de Aeromonas spp. isoladas de diferentes origens

Gréfico 1
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FEP CTX FOX CAZ CRO ETP

AMC SAM TZP

Antimicrobianos

CRO-Ceftriaxona, ETP- Ertapanem, IPM- Imipenem, MEM- Meropenem, AZT -Aztreonam, AK- Amicacina, CN-Gentamicina, TE- Tetraciclina,

Legenda: AMC -Amoxaxilina/acido clavulanico, SAM -Ampicilina/Sulbactam, TZP- Piperaciclina/Tazobactam, , FEP- Cefepime, CTX-Cefotaxima, FOX- Cefoxitina,

CAZ- Ceftazidima,
STX- Sulfametoxazol/Trimetropim, CIP- Ciprofloxacina, NOR- Norfloxacina, C- Cloranfenicol.

Fonte: A autora, 2016
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Todas as espécies de Aeromonas spp. apresentaram maior frequéncia de resisténcia
para a ampicilina/sulbactam, sendo o maior percentual de resisténcia observado nas cepas de
A. veronii bv. sobria em que 100% (n= 2) das cepas foram resistentes a esse antimicrobiano,
sequido por A. hydrophila (92,9%; n=13) e A. caviae (60%; n= 18) (Tabela 1). A taxa de
resisténcia apresentada por A. hydrophila aos antimicrobianos cefoxitina (42,9%), ceftazidima
(28,6%) e ceftriaxona (14,3%) foi maior do que as observadas em A. caviae e A. veronii bv.
sobria (Tabela 1). Para a cefalosporina de 32 geragéo, cefotaxima, a maior taxa de resisténcia
foi encontrada em A. caviae. A espécie também foi a Unica a apresentar resisténcia para 0s
carbapenémicos e para a norfloxacina. Todas as cepas de A. hydrophila foram susceptiveis ao
sulfametoxazol/trimetropim (Tabela 1). As cepas de A. veronii bv. sobria (n=2) apresentaram
resisténcia, incluida a categoria intermedidria, apenas para 0s antimicrobianos
ampilicina/sulbactam, amoxacilina/acido clavulénico e sulfametaxazol/trimetoprim (Tabela
1).

Comparando as taxas de resisténcia, incluida a categoria intermediaria, entre cepas de
diferentes origens, foi observado que o percentual de resisténcia para ampicilina/sulbactam e
amoxacilina/acido clavulanico foi semelhante entre todas as origens (Tabela2). Apenas as
cepas de origem clinica apresentaram resisténcia, incluida a categoria intermediaria, aos
antimicrobianos piperaciclina/tazobactam, ceftriaxone, ertapenem, imipenem e meropenem
(Tabela 2). As cepas de origem clinica apresentaram o maior namero de marcadores de
resisténcia (13 antimicrobianos em 19 testados) (Tabela 2). A resisténcia, incluida a categoria
intermedidria, para a norfloxacina foi identificada em apenas uma cepa (AV49), proveniente
de alimento (Tabela 2).

Foi observada uma grande diversidade de perfis de resisténcia, 27 perfis em 46 cepas
testadas (Tabela 3). As cepas Ah650 e Ah8 de origem clinica de dois hospitais diferentes
apresentaram resisténcia concomitante a sete marcadores, de duas classes distintas, [-
lactamicos e tetraciclina (Tabela 3). Os perfis de resisténcia que agregaram cepas foram:
AMC, SAM, FOX, CAZ (n=3; 6,5%), que reuniu cepas de A. hydrophila isoladas de
espécime clinico e peixes comercializados em feira livre; SAM, CTX (n=2; 4,3%), que
incluiu cepas de A. caviae isoladas de queijo minas frescal; SAM, TE (n=2; 4,3%), perfil
exibido por cepas de A. caviae isoladas de aguas superficiais da Lagoa Rodrigo de Freitas e de
vegetais ndo processados comercializados em feira livre; FOX (n=2; 4,3%), reuniu cepas de
A. caviae de origem clinica e SAM, perfil mais frequente (n=10; 21,7%), que incluiu cepas
das trés espécies, com a seguinte distribuicdo: A. hydrophila isoladas de aguas superficiais,

queijo minas frescal e vegetais ndo processados (ambiente e alimentos); A. caviae isoladas de
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espécime clinico e queijo minas frescal; A.veronii bv sobria isolada de aguas superficiais
(Tabela 3).
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Tabela 1 — Percentuais de susceptibilidade e ndo susceptibilidade aos
antimicrobianos em cepas de Aeromonas spp. de acordo com a espécie

Antim
icrobianos A. caviae A. hydrophila A.veronii bv. Sobria
(N=30) (N=14) (N=2)
R(%) 1(%) S (%) R(%) 1(%) S(%) R (%) 1(%) S (%)
AMC 13,3 133 733 21,4 14,3 64,3 50 - 50
SAM 46,7 13,3 40 786 143 71 50 50 -
TZP 3,3 - 96,7 - 7,1 92,9 - - 100
FEP - - 100 - - 100 - - 100
CTX 20 6,7 73,3 143 - 85,7 - - 100
FOX 23,3 6,7 70 42,9 - 57,1 - - 100
CAZ 6,7 - 93,3 286 21,4 50 - - 100
CRO - 3,3 96,7 143 - 85,7 - - 100
ETP 3,3 - 96,7 7,1 - 92,9 - - 100
IPM 3,3 - 96,7 - - 100 - - 100
MEM 3,3 - 96,7 - - 100 - - 100
ATM - - 100 - - 100 - - 100
AK - - 100 - - 100 - - 100
CN - - 100 - - 100 - - 100
TE 10 10 80 143 7,1 78,6 - - 100
STX 6,7 3,3 90 - - 100 - 50 50
CIP - - 100 - - 100 - - 100
NOR - 3,3 96,7 - - 100 - - 100
C 3,3 6,7 90 - 7,1 92,9 - - 100

Legenda: R-resistente; I- intermediaria; S-Sensivel; AMC -Amoxaxilina/acido clavulanico, SAM-
Ampicilina/Sulbactam, TZP- Piperaciclina/Tazobactam, , FEP- Cefepime, CTX-Cefotaxima, FOX-
Cefoxitina,CAZ-ceftazidima, CRO-Ceftriaxona, ETP- Ertapanem, IPM- Imipenem, MEM-
Meropenem, AZT-Aztreonam, AK- Amicacina, CN-Gentamicina, TE- Tetraciclina, STX-
Sulfametoxazol/Trimetropim , CIP- Ciprofloxacina, NOR- Norfloxacina, C- Cloranfenicol.

Fonte: A autora, 2016.
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Gréfico 2 — Percentuais de ndo susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas de
Aeromonas caviae

NOR; 3,3/-(:‘ 10,0

STX; 10,0

MEM; 3,3
TE; 20,0

IPM; 3,3

ETP; 3,3
CRO; 3,3

CAZ; 6,7

TZP; 3,3

Legenda: AMC -Amoxaxilina/acido clavulanico, SAM-Ampicilina/Sulbactam, TZP-
Piperaciclina/Tazobactam, CTX-Cefotaxima, FOX- Cefoxitina, CAZ-ceftazidima, CRO-Ceftriaxona,
ETP- Ertapanem, IPM- Imipenem, MEM- Meropenem, TE- Tetraciclina, STX-
Sulfametoxazol/Trimetropim , NOR- Norfloxacina, C- Cloranfenicol.

Fonte: A autora, 2016

Gréfico 3 — Percentuais de ndo susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas de
Aeromonas hydrophila

G71

ETP; 7,1
CRO; 14,3

TZP; 7,1

CTX; 14,3

Legenda: AMC -Amoxaxilina/acido clavulanico, SAM-Ampicilina/Sulbactam, TZP-
Piperaciclina/Tazobactam, CTX-Cefotaxima, FOX- Cefoxitina, CAZ-ceftazidima, CRO-Ceftriaxona,
ETP- Ertapanem, TE- Tetraciclina, C- Cloranfenicol.

Fonte: A autora, 2016



Gréfico 4 — Percentuais de ndo susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas de
Aeromonas veronii bv sobria

Legenda: AMC -Amoxaxilina/acido clavulanico, SAM-Ampicilina/Sulbactam, STX-
Sulfametoxazol/Trimetropim.
Fonte: A autora, 2016.
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Tabela 2 — Percentuais de susceptibilidade e ndo susceptibilidade aos antimicrobianos
em cepas de Aeromonas spp. de acordo com a origem de isolamento

Antimicrobianos Cepas clinicas Cepas de ambiente Cepas de alimentos
N=16 N=11 N=19

R%) 1(%) S(%) R(%) (%) S(%) R®%) (%) S(%)

AMC 18,8 37,5 43,8 18,2 - 81,8 158 - 84,2
SAM 62,5 25,0 125 545 18,2 273 52,6 53 42,1
TZP 6,3 6,3 87,5 - - 100 - - 100
FEP - - 100 - - 100 - - 100
CTX 25,0 - 75,0 9,1 91 81,8 158 5,3 78,9
FOX 56,3 6,3 37,5 18,2 9,1 72,7 105 - 89,5
CAZ 125 250 625 9,1 - 90,9 158 - 84,2
CRO 125 6,3 81,3 - - 100 - - 100
ETP 125 - 87,5 - - 100 - - 100
IPM 6,3 - 93,8 - - 100 - - 100
MEM 6,3 - 93,8 - - 100 - - 100
ATM - - 100 - - 100 - - 100
AK - - 100 - - 100 - - 100
CN - - 100 - - 100 - - 100
TE 18,8 18,8 62,5 - 9,1 90,9 105 - 89,5
STX 125 - 87,5 - 18,2 81,8 - - 100
CIP - - 100 - - 100 - - 100
NOR - - 100 - - 100 - 53 94,7

C - 18,8 81,3 - - 100 53 - 94,7

Legenda: R-resistente; I- intermediaria; S-Sensivel; AMC -Amoxaxilina/acido clavulanico,SAM
Ampicilina/Sulbactam, TZP- Piperaciclina/Tazobactam, , FEP- Cefepime, CTX-Cefotaxima, FOX-
Cefoxitina, CAZ- Ceftazidima, CRO-Ceftriaxona, ETP- Ertapanem, IPM- Imipenem, MEM-
Meropenem,AZT Aztreonam, AK- Amicacina, CN-Gentamicina, TE- Tetraciclina, STX-
Sulfametoxazol /Trimetroprim, CIP- Ciprofloxacina, NOR- Norfloxacina, C- Cloranfenicol.

Fonte: A autora, 2016.
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Grafico 5 — Percentuais de ndo susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas clinicas

sTx; 12,5 188

MEM; 6,3
IPM; 6,3
ETP; 12,5

CRO; 18,8

TZP; 12,6

Legenda: AMC -Amoxacilina/acido clavulanico, SAM Ampicilina/Sulbactam, TZP-
Piperaciclina/Tazobactam, CTX-Cefotaxima, FOX- Cefoxitina, CAZ- Ceftazidima, CRO-Ceftriaxona,
ETP- Ertapanem, IPM- Imipenem, MEM- Meropenem, TE- Tetraciclina, STX- Sulfametoxazol
/Trimetroprim, C- Cloranfenicol.

Fonte: A autora, 2016.

Grafico 6 — Percentuais de ndo susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas
ambientais

TE; 9,1

CAZ; 9,1

Legenda: AMC-Amoxacilina/acido clavulanico, SAM Ampicilina/Sulbactam, CTX-Cefotaxima, FOX-
Cefoxitina, CAZ- Ceftazidima, TE- Tetraciclina, STX- Sulfametoxazol /Trimetroprim.
Fonte: A autora, 2016.
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Grafico 7 — Percentuais de ndo susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas isoladas
de alimentos

G53

NOR; 5,3

Legenda: AMC-Amoxacilina/acido clavulanico, SAM Ampicilina/Sulbactam, CTX-Cefotaxima, FOX-
Cefoxitina, CAZ- Ceftazidima, TE- Tetraciclina, NOR- Norfloxacina, C- Cloranfenicol.
Fonte: A autora, 2016
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Tabela 3 — Perfis de resisténcia aos antimicrobianos em cepas de Aeromonas spp.

isoladas de diferentes origens

Perfil de resisténcia Cepas Percentual
(%)
n=46
SAM, CTX, FOX, CAZ, CRO, ETP, TE Ah650 2,17
AMC, SAM, CTX, FOX, CAZ, CRO, TE Ah8 2,17
AMC, CTX, FOX, CAZ, STX REB 2,17
AMC, SAM, FOX, CAZ, TE Ah149 2,17
AMC, SAM, FOX, CRO, TE Ac314 2,17
SAM, CTX, ETP, IPM, MEM Ac559 2,17
AMC, SAM, CAZ, C Ah10 2,17
AMC, SAM, FOX, CAZ Ah644, Th3, Tb4 6,52
AMC, SAM, FOX, TE Ac289 2,17
AMC, SAM, STX, C Ac81 2,17
SAM, TZP, FOX, STX AcC765 2,17
AMC, SAM, C Ac943 2,17
AMC, SAM, CTX AcC16 2,17
AMC, SAM, FOX Ac354 2,17
AMC, SAM, STX VP4 2,17
CTX,NOR, C AV49 2,17
SAM, CTX, FOX VS5 2,17
SAM, CTX, TE AQ38 2,17
AMC, SAM AV27 2,17
SAM, CAZ Ti3 2,17
SAM, CTX AQ28, AQ31 4,35
SAM, FOX PIR2 2,17
SAM, TE PIR3, AV60 4,35
CAz Ah9 2,17
FOX Ac390, Ac56 4,35
SAM Ac62, C2, C3, VP5, AQ36, 21,73

AQ37, AQ7, AV110, AQ30,
AV48

TE Ac335 2,17

Legenda: AMC -Amoxacilina/acido clavulanico, SAM -Ampicilina/Sulbactam, TZP-

Piperaciclina/ Tazobactam, FEP- Cefepime, CTX-Cefotaxima, FOX- Cefoxitina, CAZ- Ceftazidima,
CRO-Ceftriaxona, ETP- Ertapanem, IPM- Imipenem, MEM- Meropenem, AZT -Aztreonam, AK-
Amicacina, CN-Gentamicina, TE- Tetraciclina, STX- Sulfametoxazol /Trimetropim, CIP- Ciprofloxacina,

NOR- Norfloxacina, C- Cloranfenicol.
Fonte: A autora, 2016

O teste fenotipico de sinergismo do duplo disco (DDST) foi realizado em 20

cepas que apresentaram diametro de halo de inibicdo presuntivo para a pesquisa de

ESBLs para os antimicrobianos ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona e aztreonam

(CLSI, 2015). Apenas uma cepa apresentou fendtipo positivo para a producéo de ESBL
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(A. caviae - AcC16, origem clinica), que apresentou resisténcia a cefotaxima no TDD e
na CIM.

3.3 Determinagdo da concentracgdo inibitéria minima (CIM)

As cepas selecionadas para a determinacdo da CIM de cefotaxima e ceftazidima
foram as vinte cepas que apresentaram no TDD halos sugestivos para a producdo de
ESBLs (CLSI, 2015). Houve divergéncia entre os resultados do teste de disco-difuséo e
da concentragdo inibitéria minima em relagdo a cefotaxima. Dentre as oito cepas que
apresentaram resisténcia no TDD, quatro apresentaram CIM de susceptibilidade e uma
CIM de intermediaria, apenas em trés cepas foram observados resultados coincidentes
(Tabela 4).

Tabela 4— Determinacdo da CIM para cefotaxima em cepas de
Aeromonas spp. (CLSI, 2015)

Cepas CIM TDD
(Mg/mL) (mm)
AC765 0,5 Sensivel 26 Sensivel
Ac559 2 Intermediaria 21 Resistente
AcC16 16 Resistente 18 Resistente
Ah8 64 Resistente 12 Resistente
Ah650 64 Resistente 64 Resistente
AcTb4 1 Sensivel 26 Sensivel
REB 4 Resistente 25 Intermediaria
VS5 1 Sensivel 21 Resistente
AQ28 0,06 Sensivel 16 Resistente
AQ31 0,06 Sensivel 16 Resistente
AQ38 1 Sensivel 24 Intermediéaria
AV49 0,5 Sensivel 16 Resistente

Legenda: CIM - concentracdo inibitdria minima; TDD — teste de disco-
difusdo
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Tabela 5 — Determinacdo da CIM para ceftazidima em cepas de
Aeromonas spp. (CLSI, 2015)

Cepas CIM TDD
(Mg/mL) (mm)

Ah10 1 Sensivel 10 Resistente
Ah149 0,5 Sensivel 18 Intermediaria
Ah644 0,5 Sensivel 16 Resistente

Ah8 64 Resistente 9 Resistente
Ah9 0,5 Sensivel 20 Intermediaria
Ah650 128 Resistente 14 Resistente

AcCTi3 0,5 Sensivel 16 Resistente
AhTDb3 4 Sensivel 15 Resistente
AcTh4 1 Sensivel 11 Resistente

REB 0,5 Sensivel 12 Resistente

Legenda: CIM - concentragdo inibitoria minima; TDD - teste de disco-difusdo

Quanto aos resultados obtidos para ceftazidima, observamos que somente duas
cepas apresentaram resultados coincidentes quanto a resisténcia no TDD e na
determinacédo da CIM (Tabela 5).

3.4 Deteccao de genes de resisténcia

As cepas incluidas nos critérios de triagem determinados pelo CLSI (2015) para
a deteccdo de ESPBLs, por teste de disco-difusdo ou CIM, foram submetidas a PCR para
a pesquisa de genes que mais freglientemente codificam estas enzimas. Foi avaliada a
presenca dos genes TEM, SHV, OXA-1-Like, CTX-M grupos 1, 9 e 8/25, VEB, e PER
E GES (DALLENNE et al., 2010) para as cepas Ac765, Ac559, AcC16, Ah8, Ah650,
Th4, REB, VS5, AQ28, AQ31, AQ38, AV49 Ac390, Ahl10, Ahl149, Ah644, Ah9, Ti3,
Th3 e Ac314.

Os genes TEM, SHV, OXA-1-Like, CTX-M grupos 1, 9 e 8/25, VEB, e PER
ndo foram encontrados nas cepas em estudo. Uma cepa de A. caviae (AcC16), de
origem clinica, apresentou resultado positivo para o gene CTX-M2 (Figura 1),
resultado compativel com o teste fenotipico confirmatorio para a detec¢do de ESPBLSs.

Outras duas estirpes, uma A. caviae (Ti3) e uma A. hydrophila (Tb3), ambas isoladas de
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peixes, foram positivas para o gene GES (Figura 2). A cepa AhTb3 (Tabela 5) foi
resistente no TDD e sensivel na CIM, assim como a cepa AcTi3 (Tabela 5). As cepas

ndo apresentaram resultado fenotipico positivo para a producao de ESBLs (DDST).

Figura 1— Eletroforese de DNA em gel de agarose 2% (p/v) de produtos da PCR para

pesquisa dos genes blactx-m2 € blacTx-mo

M 1 2

(V5]
4

CTX.M9 361pb
— >

Em—
CTX-M2 404 pb

Legenda: M-marcador de peso molecular 100pb; Linha 1- A. caviae AcC16 (cepa positiva); Linha 2-
Controle positivo para CTX-M9 (E. coli C049), Linha 3- Controle positivo para CTX-M2 (E. coli
PR2001); 4- Controle negativo (Mistura da reagéo).

Fonte: A autora, 2016
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Figura 2 — Eletroforese de DNA em gel de agarose 2% (p/v) de produtos da PCR para
a pesquisa do gene blaces

M 123456 78 910111213 14151617 1819 202122

399 pb
GES

Legenda: M- Marcador de peso molecular 100 pb, Linhas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 19 - cepas negativas (A. caviae Ac765; A. hydrophila Ah8; A. hydrophila Th4 -; A.
caviae REB; A. caviae VS5; A. caviae Ac559; A. caviae AQ28; A. caviae AQ31; A. caviae AQ38;
A. caviae Av49; A. hydrophila Ah650; A. caviae Ac390; A. caviae C16; A. hydrophila Ah10; A.
hydrophila Ah149; A. hydrophila Ah644; A. hydrophila Ah9; A. caviae Ac314, respectivamente;
Linhas 18, 20 e 21 - cepas positivas (A. caviae Ti3; A. hydrophila Th3; A. hydrophila Th3,
respectivamente; Linha 22- Mistura da reagdo (Controle negativo).

Fonte: A autora, 2016.

Para a pesquisa dos genes de resisténcia relacionados as demais classes de
antimicrobianos, foram consideradas as cepas que apresentaram resisténcia, incluida a
categoria intermediaria, no teste de disco-difuséo.

A cepa AV49 foi avaliada para os genes de resisténcia a quinolonas. Os genes
gnrA, gnrB, gnrS e gepA ndo foram detectados.

Das quatro cepas (VP4, Ac765, REB e Ac81) submetidas a PCR para a pesquisa
dos genes de resisténcia as sulfonaminas e integrase de classe 1 (sull, sul2 e intl), trés
(VP4, Ac765 e Ac8l1) apresentaram o gene sull e duas (Ac81 e Ac765) o gene intll
(Figuras 3 e 4). Assim, as cepas Ac81 e Ac765 foram avaliadas para a presenca de
integron de classe 1. O resultado pode ser observado na Figura 5. A cepa Ac8l
apresentou integron de peso molecular de aproximadamente 700 pb e a cepa Ac765, de
1000 pb (Figurab).
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Figura 3 — Eletroforese de DNA em gel de agarose 2% (p/v) de produtos da PCR para
a pesquisa do gene sull

433 pb
Sull

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb, Linha 1- E. coli C049 (Controle positivo), Linha 2-
Mistura da reacdo (Controle negativo), Linhas 3, 4 e 6 - cepas positivas (A. veronii bv sobria VP4; A.
caviae Ac765; A. caviae Ac81, respectivamente; Linha 5- cepa negativa (A. caviae REB)

Fonte: A autora, 2016
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Figura 4 — Eletroforese de DNA em gel de agarose 2% (p/v) de produtos da PCR para
a pesquisa do gene integrase de classe 1

M 1 2 3 4 5 6

898 pb

Integrase de classe 1
—_—

Legenda: M-marcador de peso molecular 100 pb, Linha 1- Salmonella Tiphymurium SO01 (Controle
positivo); Linha 2- Mistura da reacdo (Controle negativo), Linhas 3 e 6 - cepas positivas (A. caviae AC81,
A. caviae Ac 765, respectivamente); Linhas 4 e 5 - cepas negativas (A. caviae REB, A. veronii bv sobria
VP4, respectivamente).

Fonte: A autora, 2016
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Figura 5 — Eletroforese de DNA em gel de agarose 2% (p/v) de produtos de PCR para
a pesquisa de integron classe 1

M 1 2 3 4

«— 1500 pb

“— 700pb

Integron de classe 1
variavel (pb)

Legenda: M-marcador de peso molecular 100pb;, Linha 1- Mistura da reagéo (controle negativo); Linha
2- Salmonella Tiphymurium S01(controle positivo); Linha 3- A. caviae Ac81 (positiva); Linha 4- A.
caviae Ac765 (positiva).

Fonte: A autora, 2016.



81

Dentre as cepas que apresentaram resisténcia (AV49) ou resisténcia
intermediaria (Ah10, Ac81 e Ac943) para o cloranfenicol no TDD, uma (Ac81) foi

positiva para o gene catA e nenhuma delas apresentou os genes cmlA e floR (Figura 6).

Figura 6 — Eletroforese de DNA em gel de agarose 2% (p/v) de produtos
da PCR para a pesquisa do gene catA
M ¥ 2 3 % B 6

catA
623 pb

Legenda: M-marcador de peso molecular, Linha 1- A. caviae Ac81 (positiva), Linhas
2, 3 e 4 - cepas negativas (A. hydrophila Ah10, A. caviae AV49, A. caviae Ac943,
respectivamente); Linha 5- Mistura da reacéo (controle negativo); Linha 6- E.coli
C049 (controle positivo).

Fonte: A autora, 2016.
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Como podemos observar na Figura 7, nove cepas (AQ38, AV60, Ac289,
Ac314, Ah8, PIR3, Ac335, Acl149 e Ah650) foram avaliadas para a presenca dos genes
tetA , tetB e tetG e cinco cepas (AQ38, AV60, Ac289, Ac314 e Ac335) foram positivas
para a amplificacdo do gene tetB. Estas cepas foram provenientes de queijo, vegetais e

humanos (Figura 7). Nenhuma das cepas foi positiva para os genes tetA e tetG.

Figura 7— Eletroforese de DNA em gel de agarose 2% (p/v) de produtos da PCR para
0S genes tetA e tetB

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

600 pb
tetB

210 pb
tetA

Legenda: M-marcador de peso molecular 100pb, Linhas 1, 2, 3, 4 e 7 - cepas positivas para o gene tetB
(A. caviae AQ38, A. caviae AV60, A. caviae Ac289, A. caviae Ac3l4, A. caviae Ac335,
respectivamente); Linhas 5 6, 8 e 9 - cepas negativas A. hydrophila Ah8 , A. caviae PIR3, A. hydrophila
Ah149, A. hydrophila Ah650, respectivamente); Linha 10 E.coli 11 (controle positivo para os genes tetA
e tetB), Linha 11- E.coli 94 (controle positivo para os genes tetA e tetB); Linha 12- Salmonella
Tiphymurium S10 (controle positivo para tetB) e Linha 13- Mistura da reagéo (controle negativo).

Todas as cepas que foram positivas para a amplificacdo de algum dos genes de
resisténcia para os B-lactamicos (AcC16, Ti3 e Tbh3), sulfonamidas (VP4, Ac765 e
Ac81) clorafenicol (Ac81) e tetraciclinas (AQ38, AV60, Ac289, Ac314 e Ac335) foram
avaliadas quanto a tipagem de replicons de grupos de incompatibilidade de plasmideos
(Incs) de enterobactérias: FIA, FIB, FIC, HI1, HI2, I1, L/M, N, P,W, T, A/C, K, B/O, X,
Y, F, e FIl (CARATTOLI et al., 2005). Apenas cepas de origem clinica foram positivas

para a amplificacdo desses marcadores. A cepa Ac314 que apresentou amplificacédo para
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os replicons FIA e FIB (Figura 8) possui fenétipo de resisténcia para AMC, SAM,
FOX, CRO e TE e foi positiva para a amplificacdo do gene tetB. O mesmo gene foi
encontrado na cepa Ac 289 que apresentou amplificacdo positiva para o replicon B/0 e
resisténcia aos antimicrobianos AMC, SAM, FOX, TE (Figura 9). Nenhuma das cepas
que apresentou genes de resisténcia para as classes de B-lactdmicos, sulfonamidas e

cloranfenicol foram positivas para a tipagem de replicons.

Figura 8 — Eletroforese de DNA em gel de agarose 2% (p/v) de produtos da PCR para
a pesquisa dos replicons FIA, FIB e W

M 1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 11 12 13

702 pb
FIB
462 pb

242pb
W —

Legenda: M- marcador de peso molecular 100pb, Linha 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9 e 10 - cepas negativas (A.
caviae AcC16, A. caviae Ac8l, A. caviae Ac765 ,A. caviae AQ38, A. caviae AV60, A. veronii bv.
sobria VP4, A. caviae Ac289, A. hydrophila Th3 , A. hydrophilaTi3, respectivamente); Linha 7 - cepa
positiva (A. caviae Ac314); Linha 11- E.coli C036 (Controle positivo para FIB, FIA e W), Linha12 — E.
coli 11 (Controle positivo para FIB), Linha 13- Mistura da reag&o (controle negativo).
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Figura 9 — Eletroforese de DNA em gel de agarose 2% (p/v) de produtos de PCR para
a pesquisa do replicon B/0

6 7 8 9 10 11 12

[ 3]
(V5]
e
n

M 1

159 pb
Inc B/0

Legenda: M- marcador de peso molecular 100pb, Linhas 1, 2, 3,4,5,6,7,9 e 10 cepas negativas (A. caviae
AcC16, A. caviae Ac81, A. caviae Ac765, A. caviae AQ38, A. caviae AVE0, A. veronii bv. sobria VP4A.
caviae Ac314, A. hydrophila Th3, A. hydrophila Ti3, respectivamente); Linhas 8 e 11 - cepas positivas
(A. caviae Ac289 e A. caviae Ac289, respectivamente); Linha 12 - Mistura da reag8o (controle negativo).

Quadro 7- Perfil de resisténcia aos antimicrobianos, genes de resisténcia, presenca de
integrons e grupos de incompatibilidade (Incs) de plasmideos de enterobactérias em
cepas de Aeromonas spp. isoladas de origens diversas

Cepas Perfil de Resisténcia Genes de Integrase Integron Tipagem
resisténcia de
replicoms
(Incs)
AcC16 AMC, SAM, CTX blacTx-m2 NI NI -
AcTi3 SAM,CAZ blages NI NI -
AhTb3 AMC,SAM,FOX e CAZ blages NI NI -
AvsVP4 AMC,SAM,STX sull - - -
Ac765 SAM,TZP, FOX, STX sull + + -
Ac8l AMC,SAM,STX,C sull,catA + + -
AQ38 SAM,CTX, TE tetB NI NI -
AV60 SAM, TE tetB NI NI -
Ac289 AMC,SAM,FOX,TE tetB NI NI B/O
Ac314 AMC,SAM,FOX,CRO,TE tetB NI NI FIA/FIB
Ac335 TE tetB NI NI -

Legenda: NI=Nao investigado




85

4 DISCUSSAO

A ameagca a satde publica devido ao crescimento da resisténcia antimicrobiana é
impulsionada pelo uso adequado e inadequado de medicamentos anti-infecciosos
utilizados na saude humana, animal, producdo de alimentos e, ainda, por medidas
inapropriadas para controlar a disseminacdo de infeccbes (OMS, 2012). Ha evidéncias
de que os antibidticos utilizados na agricultura e no tratamento de animais para
consumo humano torne seus produtos e derivados fontes de resisténcia antimicrobiana
para a espécie humana.

Outro fator importante é a questdo de saneamento e tratamento de esgoto
hospitalar. Alguns antimicrobianos sdo usados apenas em hospitais, outros apenas
prescritos para uso doméstico. Caso ndo haja um sistema de tratamento especifico, o0s
hospitais podem ser grandes fontes de descarga de bactérias patogénicas e de
antimicrobianos no ambiente (ABREU et al, 2010). A contaminagdo por
antimicrobianos na agua contribui com a manutencdo e disseminacdo dos genes de
resisténcia, permitindo a perpetuacdo desses genes tanto em ambiente mais limpo como
nos mais poluidos (HUDDLESTON; ZAK; JETER, 2006). Na natureza, estes patdgenos
entram em contato com outros micro-organismos potencializando seus mecanismos de
resisténcia. Através do contato do homem com d&gua e alimentos contaminados no
ambiente, esses micro-organismos retornam ao meio hospitalar, criando um ciclo
constante de disseminagéo de resisténcia.

Aeromonas sdo bactérias ubiquitarias. Assim como este estudo, diversos outros
autores tém demonstrado a presenca desses micro-organismos em ambientes aquaticos,
leite, vegetais, peixes e outros animais. (JANDA &ABBOTT, 2010). Como essas
bactérias estdo no ambiente, podem contaminar o homem através da ingestdo de agua e
de alimentos contaminados e também através de feridas ( PALU et al., 2006;
MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2015) Desde o0s primeiros  estudos
publicados sobre o perfil de susceptibilidade de Aeromonas spp. (VON GRAEVENITZ;
MENSCH, 1968; THORNSBERRY et al., 1975 FASS; BARNISHAN, 1981) ja foi
possivel observar a resisténcia dessas bactérias aos B-lactamicos penicilina, ampicilina e
carbenicilina. A espécie A. trota € uma excecdo por ser suscetivel a ampicilina e a

carbenicilina (CARNAHAN et al., 1991). Essa caracteristica é atualmente reconhecida
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como resisténcia intrinseca deste género e esta associada a expressdo cromossémica de
B-lactamases e bombas de efluxo (GASTALHO et al., 2014).

Em nosso estudo, o sulbactam, inibidor de p-lactamases, combinado a ampicilina
se mostrou pouco efetivo. Mais de 70 % das cepas estudadas foram resistentes a
ampicilina-sulbactam. YANO et al. (2015) e YANG et al. (2016) obtiveram resultados
semelhantes ao nosso trabalho. Todas as cepas estudadas por IGBINOSA & OKOH
(2012) e STRATEV; DASKALOV & VASHIN (2015) foram resistentes a ampicilina-
sulbactam.

Dentre as penicilinas combinadas a inibidores de B-lactamases, a piperacilina-
tazobactam demonstrou ser mais eficaz (95,7% de cepas susceptiveis) do que as outras
penicilinas [amoxacilina-sulbactam (69,6% de susceptibilidade) e ampicilina-sulbactam
(95,7% de susceptibilidade)]. As cepas de Aeromonas spp. estudadas por et al. (2002) e
ARAVENA-ROMAN et al. (2012) apresentaram respectivamente 96% e 97% de
susceptibilidade a piperaciclina-tazobactam, resultados compativeis com os encontrados
neste trabalho.

A resisténcia aos carbapenens em Aeromonas spp. esta relacionada a presenca da
B-lactamases CphA, a principal MBL cromossomal encontrada nesses micro-
organismos. A CphA ¢ relatada nas espécies A. hydrophila, A.veronii bv. sobria e
A.veronii bv veronii, A. jandaei, A. dhakensis e A. salmonicida, mas ndo é descrita em
cepas de A. caviae (ROSSOLINI et al., 1995; MARTIN TALAVERA et al., 2006;; WU
et al.; 2012). WU e colaboradores (2012) compararam diversos métodos de
determinacdo de susceptibilidade (disco-difusdo com diferentes padrdes de inoculo,
Etest® e diluicdo em &gar) para verificar qual é a metodologia mais eficaz para detectar
cepas de Aeromonas ndo susceptiveis ao imipenem e correlacionar a resisténcia a este
antimicrobiano com a presenca de genes cpha. Eles sugeriram que o teste de disco-
difusdo ndo € eficaz na deteccdo de resisténcia ao imipenem em Aeromonas spp., sendo
a diluicdo em &gar o metodo mais indicado para este objetivo.

Em nosso estudo apenas uma cepa (A. caviae) apresentou resisténcia a todos 0s
carbapenens testados (meropenem , ertapenem e imipenem) e outra estirpe de A.
hydrophila foi intermediaria para o ertapenem. Considerando que utilizamos a
metodologia de disco-difusdo para a determinacdo da susceptibilidade ao imipenem,
nossos resultados, quanto a presenca de resisténcia aos carbapenens podem estar

subestimados.
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Devido a alta prevaléncia de enzimas AmpCs, codificadas cromossomicamente
em Aeromonas spp., estar bem caracterizada na literatura, optamos por ndo incluir esta
pesquisa em nossos estudos. Entretanto, diante dos resultados encontrados para uma
cepa de origem clinica da espécie de A. caviae (Ac559), consideramos importante dar
continuidade a investigacdo dos mecanismos de resisténcia adquirido por esta cepa.
Outras MBLs ja identificadas em Aeromonas incluem IMIS (WALSH et al., 1998),
IMP-19 (NEUWIRTH et al., 2007) e VIM (LIBISCH et al., 2008).

A resisténcia de Aeromonas spp. para as cefalosporinas de 12, 22 e 32 geracgdo é
variavel. Ja para as cefalosporinas de 42 geracdo, a maioria das cepas sdo susceptiveis
(MCADAM, 2015). Alguns autores relataram um alto percentual de resisténcia a essa
classe de antimicrobianos, como IGBINOSA & OKOH (2012) que demonstraram que
55,6 % das cepas de Aeromonas spp., isoladas de aguas residuais do tratamento de
plantas, foram resistentes a cefotaxima. Outros autores, como VILA et al., (2002) e
NAGAR; SHASHIDHAR & BANDEKAR (2011) descreveram que todas as cepas
estudadas foram susceptiveis as cefalosporinas testadas. No presente trabalho
observamos resisténcia para cefoxitina (32,6%), cefotaxima (21,7%) e ceftazidima
(19,6%). A ceftriaxona foi a cefalosporina de 3° geracdo mais ativa, com mais de 90%
das cepas apresentando susceptibilidade a esta droga. Para a cefepima, cefalosporina de
48 geracdo, todas as estirpes de Aeromonas foram susceptiveis.

Alguns estudos sugerem que a resisténcia de Aeromonas spp. pode ser espécie-
especifica (BURGOS et al., 1990). MOTYL, MCKINLEY & JANDA (1985)
evidenciaram que A. hydrophila apresentava maior taxa de resisténcia as cefalosporinas
do que A. caviae e A. veronii bv. sobria. Obtivemos resultados compativeis com o
estudo citado, para a maioria das cefalosporinas. As cepas de A. hydrophila foram mais
resistentes a cefoxitina, ceftazidima e ceftriaxona, enquanto as cepas de A. caviae
apresentaram o maior percentual de resisténcia para a cefotaxima. E importante
considerar que nos Ultimos anos ocorreram muitas mudancgas em relacdo a resisténcia
bacteriana.

O aumento da resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo associada a
produgdo de B-lactamases de amplo espectro tem sido observado nos ultimos anos
(BHASKAR; DINOOP; MANDAL, 2015). Como ndo ha padronizacdo de teste de
triagem para a deteccdo de ESBLs em Aeromonas, seguimos as recomendacdes do CLSI

(2015) para a deteccdo de ESBLs em enterobacterias.
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O teste sinérgico de duplo disco foi atil na deteccdo de uma cepa CTX-M
positiva, mas ndo foi efetivo em detectar a producdo de ESPLs em outras duas cepas
que posteriormente foram positivas para a amplificacdo do gene GES, apesar de nédo
termos controle positivo para e PCR e ndo ter sido possivel a realizacdo do
sequenciamento. Estudos que mostraram boa relacdo entre o teste fenotipico e
genotipico para a deteccio de p-lactamases em Aeromonas spp. (MARAVIC et al.2013,
WU et al. 2011) utilizaram ETEST® para o teste fenotipico confirmatério. KOKSAL et
al., (2006), utilizando a mesma metodologia que o presente estudo, ndo encontraram
cepas produtoras de ESBLs, mas como nao realizaram testes de deteccdo genotipica, ndo
foi possivel correlacionar com nossos achados.

CHEN, KO & WU (2012) sugeriram que pode ser dificil detectar ESBLs usando
cefalosporinas de terceira geracdo como substrato entre bactérias produtoras de AmpC.
E possivel que o antagonismo pelo clavulanato em produtores de ESPLs sejam
mascarados pela coexisténcia de AmpC B-lactamases em cepas de A. hydrophila e A.
caviae. Como as AmpCs ndo hidrolisam o cefepime, testes baseados em disco de
cefepime e de cefepime combinado ao clavulanato podem representar uma alternativa
para a deteccdo de Aeromonas produtoras de ESBLs. WU et al. (2011) compararam as
duas tecnicas mencionadas acima para a deteccdo de ESPLs e encontraram
compatibilidade entre os testes realizados com cefalosporinas de terceira geracéo e os
que utilizaram o cefepime como substrato. No entanto, o ndmero limitado de cepas
produtoras de ESBLs (n=4) no estudo torna incerto que o desempenho dos métodos de
disco combinacdo a base de ceftazidima ou a base de cefotaxima seria idéntico a do
teste a base de sinergia utilizando cefepima.

Encontramos discrepancias entre a determinagdo da CIM e o teste de disco
difusdo para ceftazidima e cefotaxima. OVERMAN (1980) comparou trés métodos para
a determinacdo da susceptibilidade de cepas de Aeromonas: Determinacdo da
concentracdo inibitoria minima, disco difusdo e Autobac 1. Metade das cepas de A.
hydrophila apresentaram divergéncias na determinagdo de susceptibilidade aos [-
lactdmicos utilizando essas metodologias. LAMY et al. (2012) correlacionaram o teste
de diluicdo em &gar com teste de disco difusdo e encontraram discrepancias para alguns
antimicrobianos, mas taxas razoaveis de correlacdo para as cefalosporinas, cefalotina
(87,7%), cefoxitina (76%), cefotaxima (99,3%) e cefepima (100%) foram encontradas.

Os relatos sobre a presenca ESBLs em cepas de origem clinica e ambiental de

Aeromonas tém aumentado em todo o mundo. Os fendtipos de ESPLs j& descritos
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incluem as enzimas TEM-1, TEM-24, CTX-M-1, CTX-M-3, CTX-M-15, PER-1, PER-
3, PER-6, SHV-12, VEB-1a, TLA-2 e GES-7 (MARCHANDIN et al., 2003; YE; XU;
LI, 2010; GIRLICH; POIREL; NORDMANN, 2011; GOMEZ-GARCES et al., 2011;
PARKER; SHAW, 2011; WU et al., 2011; MARAVIC et al., 2013 ).

Em nossa investigacdo, a cepa AC16 (A. caviae), de origem clinica, apresentou
amplificacdo positiva para o gene que codifica a enzima CTX-M2. A ampla
disseminacdo de CTX-Ms em todo o mundo tem sido relatada como uma pandemia
(CANTON; GONZALEZ-ALBA; GALAN, 2012). O sucesso da disseminacio desses
genes depende da combinacdo de varios fatores, incluindo a captura e dispersao
eficiente do gene blactx-m por elementos genéticos moveis, associacdo desses elementos
com clones bacterianos altamente bem sucedidos e alta presséo seletiva gerada pelo uso
macico de cefalosporinas de espectro ampliado (D’ANDREA et al., 2013).

No Brasil existem poucos estudos publicados sobre a presenca de ESBLs em
Aeromonas. BALSALOBRE et al. (2010) investigaram a presenca dos genes blasny,
blatem € blactx-m em cepas ambientais brasileiras de A hydrophila e A. jandaei. Uma
alta frequéncia do gene blarem-116 foi encontrada. O blarem.116€ uma variante
intimamente relacionada com blarem-1, mas ndo apresenta atividade ESBL.

Outras duas cepas isoladas de peixe, Ti3 (A. caviae) e Tb3 (A. hydrophila)
apresentaram amplificagdo positiva para o gene que codifica a f-lactamase GES. ESBLs
do tipo GES sdo relatadas principalmente em cepas clinicas de P. aeruginosa, mas
também ja foram descritas em cepas de K. pneumoniae. A presenca de genes blages
presentes em integrons pode ter contribuido para a aquisicdo desses determinantes por
bactérias Gram-negativas (POIREL et al., 2005)Posteriormente realizaremos PFGE
(Pulsed Field Gel Eletrophoresis) para verificar se existe alguma relagdo clonal entre
essas cepas.

Aeromonas geralmente sdo sensiveis as celafosporinas de 42 geracdo,
aminoglicosideos, tetraciclinas, fluoroquinolonas, sulfametoxazol-tripetoprim e
aztreonam ( KO et al., 2003; CHUANG et al., 2011; ARAVENA-ROMAN et al., 2012).
No entanto, nos ultimos anos diversos autores publicaram relatos sobre estirpes
resistentes ao sulfametoxazol-trimetoprim, tetraciclinas, fluoroquinolonas e em menor
nimero aos aminoglicosideos e aztreonam (CASTRO-ESCARPULLI et al., 2003;
DAOOD, 2012; GAO et al., 2012 ;SKWOR et al., 2014; OSINSKA; HARNISZ, 2016;
VAN ALPHEN et al, 2016). O aparecimento de estirpes resistentes a esses
antimicrobianos também foi observado em nosso trabalho, no qual 8% das cepas
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apresentaram resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim, 19,6% a tetraciclina e 2,2% as
fluoroguinolonas. N&o observamos resisténcia aos aminoglicosideos e ao aztreonam.

YANO et al. (2015) estudando cepas isoladas de camardo encontraram
resultados semelhantes aos nossos, relatando um percentual de 18% de amostras
resistentes a tetraciclina. No estudo realizado por ARAVENA-ROMAN et al. (2012) a
resisténcia para esta classe de antimicrobianos ndo foi observada. Nés observamos
resisténcia a tetraciclina em cepas de diferentes origens: clinica, ambiental e em
alimentos. A tetraciclina é uma droga de amplo espectro muito utilizada na veterinaria,
na agricultura e na area clinica. Um dos mecanismos de resisténcia a esta droga é
codificado por genes tet que podem ser mobilizados por plasmideos, transposons e
integrons (TENDENCIA; DELA PENA, 2002; BALASSIANO et al., 2007).

BALASSIANO et al. (2007) investigando a presenca dos genes tetA e tetE
demonstraram uma alta prevaléncia de genes tetA (37,5%) e tetE (37,5%) em cepas de
Aeromonas spp., oriundas de espécimes clinicos e alimentos, isoladas no Brasil, assim
como HAN et al. (2012) que estudando a presenca dos genes tetA, tetB, tetC, tetD e
tetE em 34 amostras isoladas de peixe e agua verificaram que a maior frequéncia de
genes de resisténcia para a tetraciclina em suas cepas era para 0s genes tetE (9/34),
seguida pelo gene tetA (6/34) tetD e tetC (1/34.). No TSA, observamos 19,6% (n=9) de
cepas resistentes a tetraciclina, entretanto, verificamos que na PCR cinco cepas
apresentaram o amplicon para o gene tetB. Este resultado pode estar relacionado ao fato
da resisténcia a tetraciclina poder ser codificada por varios genes tet e por diversos
mecanismos (ROBERTS & SCHWARZ, 2009) e em nosso estudo termos utilizado
iniciadores para 0s genes tetA, tetB e tetG. A presenca do gene tetB é relatada por USUI
et al. (2016) em amostras isoladas de canais urbanos. Das 30 amostras de mesma
origem, o gene foi identificado em 1 delas (3,3%). A prevaléncia mais alta foi de genes
tetC (20%) e tetE (23,3%).

Em nosso estudo 8,7% (n=4) das cepas foram resistentes ao sulfametoxazol-
trimetoprim. Outros autores também observaram uma baixa prevaléncia de resisténcia.
Assim como GHENGHESH et al.(2013) que observou a resisténcia a esse
antimicrobiano em 4,3% de cepas isoladas de diversas origens, na Libia. As cepas
estudadas por ARAVENA-ROMAN et al., (2012) apresentaram mais de 99% de
susceptibilidade. Entretanto, IGBINOSA (2014) relatou um percentual de 36% em
cepas isoladas de fezes de frango em uma fazenda agricola da Africa do Sul.

Frequentemente o gene de resisténcia para as sulfonamidas sull esta localizado em
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integrons. Observamos que trés cepas (VP4, Ac765 e Ac81), de origens clinica e
ambiental, apresentaram amplificacdo positiva para o gene sulle para a integrase classe
1. Em duas (Ac765 e Ac81), foi possivel observar amplicons, de integrons classe 1, de
1000 pb e 700pb respectivamente. A presenca de integrons de classe 1 pode estar
relacionada a multiplos fen6tipos de resisténcia. Além da resisténcia ao STX, a cepa
Ac765 também apresentou resisténcia aos antimicrobianos piperaciclina/tazobactam,
amoxacilina/clavulanato e a cefoxitina. A cepa Ac8l foi resistente a ampicilina
/sulbactam, amoxacilina/clavulanato e ao cloranfenicol e amplificou o gene de
resisténcia ao cloranfenicol cata. Por apresentarem resisténcia a trés classes de
antimicrobianos, ambas foram consideradas multirresistentes.

A associacdo da resisténcia ao SXT com integrons classe 1, carreadores de
cassetes génicos, com outras propriedades de resisténcia traz o risco da selegdo e
persisténcia de outros genes de resisténcia atraves da pressdo seletiva imposta pelo uso
do SXT. Cassetes génicos tém sido relacionados a partir de peixes, alimentos derivados
da producéo animal e em humanos (KADLEC et al., 2011).

NDI & BARTON (2011) publicaram um estudo sobre a incidéncia de
determinantes de resisténcia em Aeromonas spp., isoladas de sedimento e de peixes. Em
seu trabalho 31% (n= 28/90) das cepas foram positivas pra intl, caracteristico da
presenca integron de classe 1. Quinze cepas resistentes a sulfonamida amplificaram o
gene sull e aquelas que ndo apresentaram resisténcia ao antimicrobiano, néo
amplificaram o gene.

A taxa de resisténcia (8,7%%) ao cloranfenicol observada nesse estudo é
concordante com os resultados obtidos por GONI-URRIZA et al. (2000). Em quatro
cepas resistentes ao cloranfenicol, o gene catA foi detectado em uma cepa de A. caviae,
isolada de espécime clinico. DEL CASTILLO et al. (2013) e S@RUM et al. (2003)
relataram a presenca do gene catA em plasmideos isolados de A. hydrophila e A.
salmonicida, respectivamente. Um dos genes estava localizado em um transposon e 0
outro em um integron reiterando assim, o0 risco de transferéncia desses genes por
elementos moveis.

Segundo PIOTROWSKA & POPOWSKA (2015) diversos grupos de
incompatibilidade de plasmideos de enterobactérias ja foram relatados em Aeromonas:
IncFiB, IncA/C, IncU, IncQ, IncF, Incl e ColE-type. Duas cepas que apresentaram

resultado positivo para a amplificacdo do gene tetB apresentaram replicons para trés
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grupos de compatibilidade de plasmideos: a cepa Ac314 foi positiva para os Incs FIA e
FIB e a cepa Ac289 para Inc B/0.

MARAVIC et al. (2013) associaram um plasmideo conjugativo do tipo FIB em
A. caviae a presenca do gene blacrx-m-15. SHIN et al. (2015) demonstraram que cepas de
E. coli podem transferir genes de resisténcia a tetraciclinas (tetA e tetB) via replicon
IncFIB. Néo ha relatos sobre a presenca do replicon IncB/O em Aeromonas. Plasmideos
desse grupo de incompatibilidade sdo geralmente associados a genes que codificam uma
B-lactamase do tipo AmpC, a CMY-2. A presenga desta AmpC sera investigada em
nossas cepas. (VOGT et al., 2014).

Assim como em outras bactérias Gram-negativas, as cepas de Aeromonas podem
desenvolver rapidamente fenotipos de resisténcia a um ou multiplos antimicrobianos
(KOKSAL et al., 2006). As cepas aqui estudadas apresentaram uma ampla variedade de
perfis de resisténcia, um total de 27 diferentes perfis distribuidos entre as 46 cepas. A
multirresisténcia estd presente em 26,1% (n=12) das amostras. Como foi possivel
observar, este aumento de fenOtipos de resisténcia em Aeromonas pode estar
relacionado a presenca de diversos genes que codificam enzimas que irdo
inativar/modificar o sitio ativo das drogas, bombas de efluxo, entre outros, muitas vezes
associados a elementos moveis, tais como, plasmideos, integrons e transposons, que

contribuem para a disseminacao da resisténcia aos antimicrobianos.
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CONCLUSOES

Como ja era esperado, encontramos uma elevada prevaléncia de resisténcia para
ampicilina-sulbactam, principalmente entre as cepas clinicas. Embora o CLSI (2006)
preconize o teste de disco-difuséo para este antimicrobiano, chamamos a atenc¢ao para a
possivel ineficacia do uso desse antimicrobiano no tratamento de infec¢fes causadas por

Aeromonas spp.

A resisténcia para os antimicrobianos tetraciclina e para as cefalosporinas de
segunda e terceira geracdo: cefoxitina cefotaxima e ceftazidima apresentaram
percentuais em torno de 20-30%. Destacamos que as Aeromonas apresentam genes
cromossomiais para a sintese de B-lactamases do tipo AmpC e a resisténcia observada

para cefoxitina pode estar diretamente relacionada a este fator.

Foi possivel verificar que cepas de Aeromonas provenientes de alimentos e do
ambiente albergam marcadores genéticos para a resisténcia aos antimicrobianos, o que é
preocupante em termos da disseminacdo destes determinantes em humanos e no bioma

aquatico.

A determinagdo da concentracdo inibitéria minima das cepas de Aeromonas spp.
estudadas frente aos antimicrobianos cefotaxima e ceftazidima ndo corresponderam, em
sua maioria, ao resultado encontrado no teste de disco difusdo. Destacamos a
importancia da padronizacao de testes fenotipicos para detectar a producdo de ESPLs
nesse género bacteriano, uma vez que a producdo de B-lactamases do tipo AmpC podem

mascarar o resultado do teste utilizado em enterobactérias.

Neste estudo foi possivel demonstrar além da presenca de diversos genes de
resisténcia aos antimicrobianos nas cepas de Aeromonas spp. estudadas, a presencga de
integrons, elementos que geralmente estdo associados a transposons e plasmideos e que
carreiam diversos determinantes de resisténcia, favorecendo o aparecimento da

multirresisténcia.
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A tipagem de replicons de grupos de incompatibilidade de plasmideos,
originalmente descrito em enterobactérias, em cepas de Aeromonas como demonstrado

em nosso estudo, comprova a transferéncia de elementos genéticos inter-especies.
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