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1. INTRODUCKC

Dentre as infeccBes bacterianas, as diarrdiaz tém =ido ob-
jeto de intenso estudo nos dltimos anos, em fun¢¥o da alta fre-
quéncia com que s¥o apontadas como causa de mortalidade em huma-
nos e animais. Os principais enteropatdgenos atualmente conheci-
dosg s%o Shigella =sp, Salmonella ep, Vibrio Cholerae,
Escherichia coli enteropatogénica (EPEC), E., coli enteroinvasora
(EIECY, E. coli enterctoxigénica {(ETEC), Yerainia 8p,
Campi lobacter sp e rotavirus (11). Entretanto, muitos casos de
diarrdia permanecem com etiologia desconhecida. O género
Aeromonas tem recebido crescente atenclo por parte da comunidade
médica, sendo considerado como causa suspeita de gastroenterites
bacterianas e como agente etioldgico de um grande nimero de ou-

tras infecgBes, incluindo septicemia, celulite e peritonite (30).

0 género Aeromonas pertence & famflia Vibrionaceae (82),
sendo representado por bactérias gram—negativas, em sua maioria
méveis e com forma varifdvel de alongada & cocdide. S5Ho anaerdbias
facultativas e fermentam glicose com producdo ou n¥o de gis.
Apresentam algumas caracterfsticas bioquimicar @ morfoldgicas em
comum c¢om as Enterobactédrias, mas sH¥o diferenciadag destas por
serem positivas no teste de oxidase, feito com o reagente diclo-
ridrato de N,N,N,N-Tetrametil parafenilenc diamino. Dentro da fa-
mflia Vibrionaceae, distinguem-se dos demaig membros por mostra-

rem-se resistentes ao agente vibriogtatico 0-129 (2,4~-diami~




no,&,7-diisopropilpteridina? na concentracHo de 150 ug/ml. Com
base em caracterfsticas bicquimicas e na relac¥o de sequéncia de
nucleot ideos, reconhecem-se atualmente sete espécies de Aeromonas
(50,59, sendo cinco dotadas de motilidade (A&, a0
bria, A. hydrophila, A, caviae, A, veronii ¢ A. schubertii) e

duns n3o mdSveig (A, salmonicida e A, medial.

0 primeiroc isolamentc de Aeromonas zp em humancs foi feito
por Hill et alli (44 em 1954, de um caso de septicemia. Apds a
caracterizac3c das amostras isoladas de animais e do ambiente por

diversos grupos e estabelecer—se uma associac¥o com doencas diar-

réicas, foram produzidos meios seletivos para coprocultura, con-
seguindo-se isclar, desta maneira, um ndmere maior de amostras
(3833, Subsequentemente, investigou-se a frequénecis de indivi-

ducos portadores, a produgfo de toxinas e outros fatores de viru-
18ncia (99). D interesse em Ecologia e Epidemiologia levou & so-

rotipagenm e caracterizacHBo das amostras (39).

1.1. HABITAT E ECOLOGIA

Az espécies mesdfilas de Aeromonas t&m sido encontradas com
uma =alta frequéncia em ambientes aquiticos. Leclere e But-
tiaux (60) congseguiram isolar Aeromonas sp em um tergo de um to-

tal de 9036 amostras coletadas de dgua, & sugeriram que, no exame




microkioldgice da dgus potdvel, tais bactdrias eram erroneamente
inclufdas no grupo dos coliformes. A presenca de Aeromonag sp na
dgua do mar e no pléncton foi relatada por Denis em 1371 (31). Enm
amost.rag de #gua coletadas em 30 estados americanos, cerca de 390
por cento apresentaram o microrganisme. Com base nestes resulta-
dos, o2 bacteriologistas chegaram & conclusBo de que a presenca
de Aeromonas sp em tantos sistemas diferentes deve indicar um pa-
pel importante para essas bactérias nog ciclos naturais da dgua

81},

Em peixes de dgua doce ¢ em outros animaiz pecilotérmicos az
Aeromonas sp 8230 congideradas habitantes naturais do trato intes-
tinal. Boulanger et alii (12} isolaram A. hydrophila e 4, sobria
tanto de peixes moribundos como de peixes sadios. 0 uso medicinal
de sanguessuga (Hiruda medicinalis) para controle de <congestdo
venosa, apés enxerto de pele, tem provocado infecglo por
A.  hydrophila, sendo constatada s trasnesmisslo da bactéria pelo

verme (9437,

Az espécies mdveis de Aeromonas ocorrem em dgua de esgolo e
em bidtopos semelhantes onde pe processa a degradaclo de certos
conmpostos de elevado peso melecular, como protefinas, gordura e
amido (803, A capacidade de degradacdo de compostos simples e seu
usoc como fonte de carbono, por esta bactéria, é um tanto limita-
da, wse comparada & de outrog microrganismos aquditicos como as
Pseudomonas (80). Van der Kooij et alii. (28) demonstraram que a

ut.ilizag%o de substéncias de alto peso molecular por Aeromonas sp
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em meio pobre em nutrientes (por ex. a dgua de torneiral) sdé ¢
possivel em presenca de moldculas degraddveis de baixo peso mole-
cular, como a glicose. Este comportamento justifica a presenga de
Aeromonas sp em dgua de esgoto ou em outrosz bidtopos com substén-
cias de alto e de baixo peso molecular. A existéncia destes orga-
nigmos em dguas de esgoto também & dependente da temperatura: a
15 ©C s¥o encontrados com uma densidade pelo menos dezm vezes
maior do qgque os coliformes (90}, Ao contrdric de
Escherichia ceoli, pordm, somente uma pequena proporc¢dio de seres
humancos (entre 0,2 a 8%) & portadora de Aeromonag sp (88). Em en-
canamentos de esgoto doméstico, gse multiplicam facilmente, che-
gando a atingir densidades de até 10% UFC/m] na dgua € 108 UFC/g
nos sedimentos (90). 0 sumento na concentracg¥o de bactérias atin-
ge um pico antes de a dgua alcangar a estacHo de tratamento, zen—
do subsequentemente reduzida por degradac3o bicoldgica. 0 grau de
reducBo & uma boa medida de purificacH3o da dgua pela estagio de
Lratamento. Como a dgua tratada ainda contdm entre 109 o 10°
UFC/ml e muitos rics e lagos ainda recebem dgua de esgote n¥o
tratada, assume-se que a maioria dos iscolamentos de Aeromonas sp
de dgua de superficie s¥o de bactdrias provenientes de dgua de
eagoto doméstico e outras descargas (90). Sendoc as Aeromonas me-
géfilag indfgenas em bidtopos de dgua doce, multiplicando-se sob
condigles apropriadas de Lemperatura, pH e disponibilidade de nu-
trientes (especialmente o fdsforo), sua frequéncia pode ser usada
como indice do estado tréfice nestes ambientes (90)., A frequéncia
relativa dag tré&s principais egpdcies mesdfilas (A, cavias,

A, sobria e A, hydrophila) é varidvel em funcHo do estado trofi-
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co da dgua, Na dgua de eagobo domdstica o em outros ambientes po-
lisapréficos, a espécie predominante é A, caviae. Com a diminui-
¢Ho da concentracio de sedimentos, hd um aumento na populacio das
espécies aerogénicas (A. hydrophila e A, sobria’ e diminuigdo na
populacBo de A. caviae. Nos lagos e rios cligosaprdéfices, a den-
sidade dJdas espécies aerogénicas chega a 100% do total de

Aeromonas presentes (390).

1.2 Q GENERO AERONONAS EM INFECCHES

Em peixes, egspécies de Aeromonas fazem parte da flora mi-
crobiana normal do intestino, sendo também consideradas como im-
portantes agentes de infecgles (81). A, salmonicida ¢ o agente
causal da furunculose em salmBes e constitui-se num dos patdgenos
de maior interesse em piscicultura. Em outros animais,
Aeromonas sp s%o reconhecidas como patdgenos oportunistas, ten-
do-ge esblabelecido sua associaglo com doengas em moluscos, reép-
teig, anfibios e aves (8B1), sulnos (33) e bovinos (1027. Ho ho-
mem tais bactériap foram por muito tempo consideradas sem grande
importSncia patoldgica, sendo na maioria dos cagsos envelvidas com
infecgler extraintestinais secunddrias (55}, Particularmente nas
duag dltimas décadas, pordm, o nimero de relatos de infecgles en-—
téricas com eticlogia suspeita de Aeromonas sp tem aumentado

{502 .




1.2.% InfecgBeg Extraintestinais

Septicemia: Aproximadamente 200 casos de smepticemia ou bac-
teremia por Aeromonas sp foram registrados na literatura (413,
Pelo menos um tergo dos pacientes envolvidos sHo criangas e ado-
lescentes e frequentemente apresentam outras infecgles, tais co-
mo leucemias, tumores, hemoglobinopatias, cirrose, faléncia re-
nal, etc (41), A fonte de infecglo, em alguns casos, parece ger
enddégena: possivelmente o trato intestinal, peois na auldpsia de
alguns pacientes observou-se lesfes intestinais de onde © micror-
ganismo deve ter se disseminado para o sangue (30). Nos casos ob-

servados n3o se constatou nenhum defeito imunoldgico.

Meningite: Sete casos foram descritos. Um deles, tratava de
um individuo adulto sadio que desenvolveu a doenga apds uma cra-
niotomia. De sete culturas feitas com amostras do lfquide cere-
bro-espinhal deste paciente, isolou-se Aeromconas sp em cinco. Em
culturas feitas com amostras de sangue, todas apresentaram a bac-
Léria. Dos sete pacientes mencionados, sobrevireram apenag gua-

tro (4132.

Infecctes da pele e outros tecidos; Estes casos formam a
segunda maior Fﬁnte de isclamentos de Aercomonas sp em humanos,
podendo afetar tanto individuos normais como imuncdeprimidos
{30). A fonte de infecgdo ¢ de particular importidncia, porque a
majoria dog casos estd direbtamente asscociada com lesUes traumati-

cas e exposi¢Ho ao scolo ou & dgua. A infecclo progride rapidamen-




te por algumas horas em muitos individuos, podendo ssr acompanha-
da por febre ¢ leuccocitose (412. Com certa frequéncia ocorre,
nos ferimentos, a formaglo de gds caracteristica do género
Clostridium (41). Entre os casos descritos por Davis et alil
{30, inclui-se a infecclo de um paciente que teve um membro
apputado devido a uma les¥o neurovascular traumdtica. Ao formar-
se a ferida de cicastrizacHo, isoclou-se A. hydrophila da regidio
atingida. Lopes et alii (67} descreveram um casc de csteomie-
lite @ septicemia, causadas por Aeromonag sp, om uma criancga leu-
cémica. Espécies de Aeromonas parecem apresentar um certo
tropismo para a musculatura, Varicos relatos de infecgBes primé-
riags em ferimentos incluem descricdes de intensga inflamacdo mus-—
cular e necrose (30). Alguns casos de septicemia est¥o associados
com miosite necrotizante tendo levado o paciente & morte (30). A

miogsite parece ter gido provocada por instalaglo metastdtica da
bactéria a partir do sangue (302. Nas sgmepticemias de pacientes
acometidos por outras patologias e apresentando ferimentos com
infecgles por Aeromonas sp, tem sideo verificado que a dissemina-
¢8o do microrganismo se deu a partir do sftio de infecgdo (41).
Artrite supurativa foi descrita em trés pacientes com leucemiz e
septicemia provocadas por Aeromonas sp, € em alguns casos de
pacientes com artrite neo joelho houve o desenvolvimento de in-
fecg3o na junta metacarpofalangeal durante o curso da inflama-
¢do, com o envolvimento de védrios sistemas. Em todos os casos, 3
bactéria foi isolada de culturas do sangue e do 1fquido sinovial

dos pacientes (417,




Casos divergog: Juntamente com outros microrganisgsmos,
Aeromonas sp foram isoladas de pacientes com infecc¢Bes no trato
geniturinario (30). Num caso de endoftalmite proveocada por aci-
donte com um anzol de pesca, isclou-se A, hydrophila e
Plesiomonas shigelloides de material retirado da c8mara anterior
do olho (41). Doencas pulmonares podem ocorrer durante o curso de
infecgBes septicémicas por Aeromonss sp ou como pneumonia de as-
piragdo em individuos que s8o vitimas de quase-afogamentos (413},
Peritonite provocada por Aeromonas sp pode complicar perfuracgio
intestinal ou didlise, surgindec também como infec¢lo espontinea
em pacientes com cirrose hepdtica (41). Foram descritos deois ca-

sog incomuns de endocardite provocada por A, hydrophila (30,763,
1.2.2 Infecc8es Entéricas

Um ndmero crescente de estudos sugerem que algumas espé-
cies de Aeromonas causan doencas diarrdicas moderadas e autolimi-
tantes em individuos sadios e um espectro de doencgas intestinais
que varia de digenterias agudas a diarrdias 1fquidas crénicas,
perzistinde por semanas ou meges (3,29,50). Champsaur et alil
(25) isolaram A, pobria de um paciente com sintoma caracter{stico
de cdélera. Cultura de fezes deste paciente deu resultado negativo
para Vibrio Cholerse e Escherichia coli enterotoxigénica. A as-
sociacdo de Aeromonas enterotoxigénica com gastroenterite en
criancas foi bem caracterizada em Perth, na Austrélis (4Z2). Hum
estudo prospectivo de doze mesges, realizado com 1156 criancas

diarréicag, ocoblteve-ge uma fregquéncia de 10,2% de isclamentos da
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bactéria nog pacientes, contra 0,6% nos individuog agsmintomdti-
cog. A. hydrophila foil inclufda entre os principais agentes cau-
sadoregs da diarrdia do viajante, num estudo feito recentemente
congiderando a importincia relativa destes patdgenosm em pafses de

primeiro e de terceiro mundo (11},

Em vdrias regies do globo, a incidéncia de diarréias por
Aeromonas sp apresenta uma sszonalidade mais ou menos definida,
sendo maig frequente nos meses de verdo (1,16,79,1013. O indi-
viduos mais afetados situam-se numa faixa etdria inferior a sete
anos @ superior a sgessenta anos (1). Entre os gintomas caracte-
risticos, estdo: ferzes ligquida do tipo "rice-wvater”, diarrdia mu-
céide com a presenca ou n3o de sangue, flatuléncia, dores abdomi-
nais, vBmitos & febres que atingem 38 ©C {1,101}, Teraspia antimi-
crobiana com sulfa-metoxazol-timetoprim permite a regress3o dos

sintomas ¢ o desaparecimento da bacldria das fezes {(30).

Espécies de Aeromonas resistem ao tratamento da dgua com
cloro, sendo que as principais vias de transmiss®o 830 alimentos
processados com dgua contaminada e a ingestSo da prdpria dgua
€101); «contribui para a infec¢lo o tratamento com antibidticos
para o8 quais a bactéria apresenta resisténcia e que, em conge-
quéncia, favorecem sua colonizagde no intestino (101). Diver-
sos trabalhos tL&m mostrado que Aeromonas sp 2%c autdcnes om am-
bientes aqudticos, tendo-se conseguido uma alta frequéncia de
isolamentos em locais livres de descargas de dejetos humanos,

descartando-se a possibilidade de contaminacdo destes locais por




i

fezes humanas (52,90), Também, n¥Ho parece gque espdcies do género
fazem parte da flora microbiana normal do homem. Com o objetive
de definir o momento da colonizag¢¥o intestinal por estes organis-
mog, Pazzaglia et alii (78) investigaram sua incidéncia em fezes

de bebés recém-nascidos por operacgfo cesariana. Cultivandoe dia-
riamente feozes de 52 beb8=z, estes autores obtiveram os primeiros
isolamentos loge nas primeiras semanas de vida e constataram que

a colonizagde, qguando ocorria, era transitdria ¢ ndo asspciada 2

doenca muito severa.

Parece n3o haver concordincia na literatura guasnte & impor-
t8ncia relativa das trés egpdcies mesdfilas nas infec¢les entéri-
cas. A, hydrophila e A, sobrias tém sido as espécies mais frequen-
temente iscladas de pacientes sintomidticos do que em individuos
controles, ndo havendo diferenca nesses dois grupos, com relagHo
a2 A, caviae, Algumas caracteristicas associadas & viruléncia,
taiz como @ produglo de enterotoxinas, Fforam observadas em uma
pequena propor¢io de amostras de A, caviae (17). Alguns autores
{2,73), porém, obtiveram resultados diferentes, ¢ que tem levado
a uma revisfo do papel desta dltima espécie na patogenia de
Aeromonas sp. De 32 isclamentos de Aeromonas sp em fezes diarrdi-
cas, Altwegg (22 obteve A, caviae em 21 culturas, estando asg
mesmas associadas com og sintomas mais severcos. Comparando os da-
dos clfinicos do paciente & a frequéncia de isclamentos, o autor
considerou A. hydrophila como uma espécie comensal. A maioria
dag espécies de A. caviae e, numa menor proporgéo t.ambém

A. sgobria e A. hydrophila. apresenta viabilidade reduzida apds




cultivo de 24 horas em calde nutriente contendo 0,5% de glicoge
{(72). Namdari et alii (70} observeram uma estreita correlagfo en-
tre esta caracterfstica - denominada fendmeno suicida - e en-
teropatogenicidade: espécies n¥o suicidas provocam maior acumulo
de flufdo intestinal e letalidade em camundongos adultos inocula-
dos oralmente com a bactéria. Amostras suicidas de A, caviae,
guando crescidas em meio TSB modificado e sem glicose, sHo capa-
zes de produzir enterotoxina (74). Nestas linhagens, a glicose
reprime a atividade de algumas enzimas do ciclo de Krebs e esti-
mula a produgHo de piruvato desidrogenase, resultando na ativagio
da wvia fermentativa para a produc8o de dcido acdtico. 0O acimulo
de @dcido acético, com diminui¢3o do pH, leva a morte da bacté-
ria (75). Esta mesma via modulatdria parece ser rssgponsdvel pela

inibigHo da produgfo de toxina (75),

1.3 FATURES DE VIRULENCIA

Aeromonag sp s%0 capazes de produzir uma diversidade de
substéncias extracelulares, muitas das quais consideradas poten-
ciais fatores de viruléncia. A producHo de toxinas e enzimas 1{~
Licas, a expressio de adesinas ¢ entercoinvasibilidade asszociada
com resisténcia sérica e producfo de siderdforos Lé&m sido verifi-
cada em amostras isoladas de casos de infeccBes (29,568). A produ-
¢Ho destes fatores varia com a localizacdo geogréfica e com a

fonte de isolamento (383,




1.3.1 Enzimas Extracelulares

A maioria (cerca de 96%) das amostras de Aeromonas sp se-
creta enzimas protecliticas, amilases ¢ DNAagses (87). Bem consi-
derar a espécie, um grande nlmero também é capaz de produzir li-
pases {(81,3%) e elastases, sendc a atividade destas dltimas
associadas com estafilolise e mais comum em eapdcies de
A, hydrophila (87). A atividade de pirazinamidase é considerada
como um marcador de virulé&ncia em Nicobacterium sp e Yersinia sp
(53); em Aeromonag sp, esta enzima tem sido identificada como
marcador fenotipico, possivelmente também associado & viruléncia
(213, A, salmonicida secreta uma protease de 70 Kda com especi-
ficidade para os mesmos substratos da trombina. Esta enzima reduz
o Lempo de coagulagleo do sangue em trutas e favorece a aquisiglo
de pequenos peptideos pela bactéria (83). Recentemente, Lee et
atii (612 eptudaram a toxicidade da enzime glicerofogfelipideo
colesterol acil trasnsferase de A, salmonicida tende identificado-
a como @ mals Importante e leital citolisina secretads nesta es-
pécie. Roffley et alii (835) clionaram o gene da qgquitinage de
A. hydrophila em E, coli. Sendo um componente comum do excesque-
leto dos hospedeiros de sangue frio, a quitina oferece uma fonte
adicional de carbono, nitrogénio e energia, favorecendo ag amos-

tras produtoras da enzims,
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1.3.2 Sidercofdéros e Resist8ncia Sérica

Fazendo parte da estrutura de macromoléculas e participando
como catalizador em vérias reacfes, o ferro é um elemento sssen-
cial em quase todos os sistemas vives. A existéncia de proteinas
carreadoras no sangue e nag gecrecfes com alta afinidade para o
ferro forma um sistema que exerce um estritc controle sobre sua
concentrag3do no orgasnismo (6982, Algumas evidéncias indicam ser
uma dag razBes para este controle a reducgdo de sua disponibkilida-
de para microrganismos invasgcores, constituindo-se num mecanismos
de resisténcia a infecgdes - a chamada imunidade nutricional
(77). ©Grande parte dos microrganismes patogénicos degenvolveranm
sistemas de alta afinidade capazes de competir pelo ferro com as
protefnags carreadoras do sangue ¢ secre¢les. Este sistema, que
funciona sob controle gendtico e é desreprimido em meiog pobres
em ferro, é formado por compeostos de baixo peso molecular chama-

dos giderdforog ¢ seus receptores (7).,

Em espécies de Aeromonas foram descritos deis tipos de si-
derdéforos: amonabactina e enterobactina (8. A producfo de amo-
nabactina ¢ predominante em linhagens de A. hydrophila (8).Este
siderdforo & capaz de mediar a obtencdo de ferro ligado &
transferina no soro humanco (68), HNum estudo feito com amostras
produtoras de amonabactina, Massad et alii (68) verificaram que
uma proporgio de aproximadamente 92% (50/54) foi capaz de crescer

em soro inativade pele caloer. As smostiras com crescimento inibi-
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do foram da espécie A, caviae. Amostras capazes de secretar ape-
nas entercbactina gle sengfveis 3 acgHo bacteriostatics do soro
inativado. Aeromonas gp parecem utilizar dois sistemas de obten-
¢3o de ferro do hospedeiro (68): (1) através de siderdforos, com
acessc a tLransferina; (II1) diretamente de grupos heme de molécu-
lag como a hemoglobina ¢ a haptoglobina. A entercbactina n¥3o pa-
rece esgtar envolvida em nenhum mecanismo de obteng¢io de
ferre nag espécies de Aeromonas. MNesmo sendo caracteristicas
distintas, a producdo de amonabactine tende a correlacionar com ©

nivel de regigténcia sdrica, em algumas amostrag (68},

A. sobria e A. hydrophila s8c as espécies menos sensfveis 3
lise mediada pelo complemento, © que deve favorecer uma maior in-
cidénecia de infecgBes em tecidos e bacteremias por estas espé-
cies, ao contrario de A, caviae., que apresenta menor resisténcia
sérica. Esta dltima espécie tém sido mais frequentemente ageEo-
ciada a cagos de infecgBes polimicrobianas cujos individuos Ja

eram portadores de outras anomaliasgs (47).

1.3.3. Adesginas

O primeiro passo na patogénese de parasitas gistémicos, co-
mo certas amostras de Aeromonas sp, ¢ a colonizag¥o do hospedei-
ro (343, Muitas das propriedades que facilitam o evento da colo-
nizag¥oc est¥o associadas com a superficie celular bacteriana.
Estas propriedades incluem a produgfo de adesinas proteicas do

tipo fimbria, "outer membrane proteins” (OMP), cdpsulas antifago-
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citicar & arranjos paracristalinos na superficie ("5 lavers”)
(34). Em Aeromonas sp, a producfo de fimbrias é comum, princi-
palmente em amostras iscladas de casos de infecgBes (6). Sato
et alii (89) purificaeram e caracterizaram pela primeira vez uma
fimbria isolada de A. hydrophila. Nesta amostra, a presenca da
fimbria n3o correlacionou com algum padr8io hemaglutinante ou
hidrofobicidade, devendo estar envolvida na ades3co a outros tipos
celulares, portadores de antfgenos diferentes dos encontrados na
superficie das hemdcias. O papel das fimbrias na aderéncia de
Aeromonas sp foi muito bem demonsirsdo neos trabalhos recentes
de Hokama et alii (45) e Honma et alli (46), com a amostra Aeb
de A. hydrophila. Em seus estudos de purificac¢8o e caracteriza-
¢do, estes auvtores verificaram que a fimbria expressa por esta

amostra & formada por duasm variantes de pili, com diferengas na
morfologia, densidade e papel biocldgico: um tipe reto (r) e unm
tipo ondulade (wi. O primeiro tipo, de aspecto rijo, com uma su-
bunidade proteica de 18 Kda ¢ incapaz de aderir ac epitélio in-
testinal, como faz a bactdria intacta; anticorpos anti pili-r
também nio impedem a adesfo da bactdria ao intestino. Entretanto,
fragmentos Fab de anticorpos anti pili-r bloqueiam a autcaglubi-
nagdo da bactéria em cultura lfquida, sem inibir o crescimento.
0 tipo ondulado & encontrado em menor numero do gue o tipo reto,
conzizte de uma subunidade proteica de 21 Kda e & capaz de aglu-
tinar tanto hemdécias humanas quanto de coelho (43). Também foi
possgivel promover sua aderéncia 3 mucosa intestinal humana e de
coelho. Em ensaios de inibicBo, o tratamento da bactéria com an-

ticorpos anti pili-w bloqueou sua adesZoc ao epitélio integtinal
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de coelhe, mendo que o grau de inibig¥o foi dependente da dosge de
anticorpo. O pfli-w foi identificado como fator de colonizagHo de
Aeromonas sp, tendo sido encontrado em amostras de A, hydrophila

{(43%) @ A. sobria (23%), map ndo em A. caviae (457,

Ha amostra A6 de A. hydrophila, Atkinson (6} reconheceu um
componente da OMP como responsdvel pela hemaglutinag3o da bacteé-
ria com hemdcias humanas. Este elemento, de natureza proteica ndo
fimbrial, com peso molecular aproximado de 43 Kda e presente nas
bactériaz cultivadas a 37 °C foi tambédm identificado come
fator de colonizac¥%c em Aeromonasg sp, sendo mais comum  em
A. hydrophila, mas também encontrade nas cutras espécies mesdfi-

lag (6.

5 layers %o arranjos bidimensionais de monOmeros de pro-
tefnas, que frequentemente complfem a camada mais externa do enve-
lope celular de muitas bactérias (83). A presenca de S layers tem
estado amsociada a outras caracteristicas comuns nesteg grupos.
Em Aeromeonap sp, o papel destes elementos foi bem definido em
A. salmonicida (4%) onde foi comprovada sua ligag¢do com patogeni-
cidade em peixes; nesta espécie, a presenc¢a de 5 layers represen-
ta um fator de viruléncia essencial, sendo responsdvel pela re-
sisténcia & aclo lftica do complemento, hidrofobicidade e favore-
cendo a interac¥o da bactéria com os macrdfagos e as imunoglobu-
linags do hospedeiro., A, sobria e A. hydrophila, patogénicas e
portadoras de 5 layers apresentam algumas caracterf{sticas comuns

com Campilobacter fetus subsp. fetus, capaz de expressar a mesma
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estrutura. Entre estas, incluem—se a tendéncia de provocar infec-
cles sistémicag como bacteremias, resgisténcia sédrica e a presenca
de uma cadeia lateral polissacaridica deo tipe O homogénea (57). A
presen¢a de 5 layers estd associada & capacidade de autoaglutina-
cHo e tem sido correlacionada com patogenicidade em camundongos
(49). Bactérias portadoras de S layers pertencem ao sorogrupo O

(873,

1.3.4, Citelizinas

Em infecgles extraintestinasiszs caugadas por Aercmonag zp zHo
frequentes as hemorragias e necrose tecidual (30,81). Estas mani-
festacBes devem-ge 3 capacidade de produclo de citoliginas pela
malioria das espécies, gsendo uma caracterfstica de distinglo da
bactéria a formacdo de uma drea de hemdlise em dgar sangue. D=
estudos de UWretlind et aliji (103}, Bernheimer e Avigad (8) e
Wadstrom et alii (100) demostraram a presencga de dois tipos dis-

tintogs de hemolisina: alfa-hemoligina e beta-hemoligina,

A glfa-hemoligina ¢ uma protefna acf{dica com pi=4,8 e FHN de
£5 Kda que & liberada pela bactéria no final da fase estaciondria
de crescimento (&5}, Em dgar sangus & regponsdvel pelo surgimento
de uma zona de hemdlise incompleta com aparéncia opaca. Parcial-
mente purificada, a alfa-hemolisina é degtruida por vérias enzi-
mas proteclfticag o & inativada por agquecimento a 56 “C por desz
minutos. Entre suas atividades bioldgicas, incluem-se dermonecro-

se em pele de coelho, letalidade em camundongos e Loxicidade em
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célulaz HelLa e fibroblastos de pulm3o humano (65). A alfa hemoli-
gina induz a liberaclo de substinciass de trés pesos moleculares
diferentes, em ensaios de citotoxicidade com fibroblastos de pul-
mEo  humano (65). Estas alteracBes de permeabilidade s%0c reversi-

veis se as células forem suspensas em meio de cultura fresco.

A beta-hemolisina, referida por Bernheimer (9} como aero-
lisina, € considerada a mais potente citolisina produzida por
Aeromonas sp (£5). Possui pesc molecular de aproximadamente
20 Kda, ponto iscoeldirico entre 4,2 e 5,5, surge na fase logarit-
mica do crescimento bacteriano e sua producHo & estimulada am
presenga de RNA (65). A atividade hemolftica & abolida por aque-~
cimento a 50 ©°C por uma hora, em pH 7.0, ou a 37 °C em pH 7,2; &
bastante resistente ac tratamento com enzimas protecliticas. Como
a alfa-hemolisina, a beta-hemolisina & letal para camundongos,
ratog e coelhos e é citobdxica para uma variedade de linhagens
celulares cultivadas em laboratdrio (65). Em dgar sangue, a ati-
vidade hemolftica é Ltotal, com formacfo de uma zona de hemdlise
clara. Em engaios de citotoxicidade com fibroblastos, induz a li-
heragdo somente de subst8nciag de baixo peso molecular e os po-
rog formados na membrana s%c menores do que os resultantes da
a¢%0 da alfa-hemolisina. Entretanto, as alterac¢Bes de permeabili-

dade s3o irreversiveis.

Ljungh e Wadstrom (&£5) observaram que ocorre reatividade
cruzada entre a alfa # a beta-hemoligina, por andlise de difuslo

em gel; verificaram, também, que a alfa-hemoligina & parcialmente
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neutra=zilada por soreo anti-beta-hemclizina. H4 variac3oc na sensi-
bilidade de diferentes hemdcias & lige pelas duas hemoliginas: as
hemdcias de carneiro slc as maig resistentes ¢ as de ratoe as mais

sensiveis (407,

1.3.5. Enteroctoxinag

A producdo de enterctoxinass por Aeromonag sp foi inicial-
mente sugerida por Sanval et alii (88} em 1375, com a incoculacHo
de células bacterianas em alga intestinal ligada de coelhe, re-
sultando no acimulo de l1fguido. BSeus resultados foram confir-
mados por Wadstrom et alii (1012, com a inoculagl3o de sobre-

nadantes de cultivo livres de célula.

Conforme os critérios de Keusch e Donta (56), as enteroto-
®inag podem ser classificadas como citotfnicas ou citotdxicas, de
acordo com sua atividade em culturas de célula Hela & células Y-1
{linhagem de tumor adrenal de camundongo?. Enterotoxinas citotd-
nicas apresentam pouca ou nenhuma atividade citotdrica em células
HelLa e, em células adrenal Y-1, induzem estercidogénese, provo-
cam arredondamento e elevam os niveis de AMP ciclico; enterotoxi-
nas citotdxicas n¥o provocam alteraclies morfoldgicas em células
adrenal Y-1, ndc apresentam efeito estercidogénico e n¥o induzem
aumento nos niveis de AMP ciclico; em cédlulas Hela produzem
efeito citotdxico. Exemplos de enterotoxina do tipo citotdxico
8%0 as toxinas de Bhigella disenterise ¢ de Cleostridium perfrin-

gens e do tipo citotdnico a toxina colédrica e a toxina termolabil
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de E, voli. Aeromonas sp produzem enterctoxinag citotdxicas e ci-
totdnicas (65). O papel de cada uma como fator de patogenicidade
tem sido uma questo de disputa, havendo varia¢les nos resultados
de alguns trabalhos. A produglo de enterotoxina citotdnica imuno-
logicamente distinta «da toxina colédrica foi demonstrada por
Ljungh et alii (642 em extratos de cultivo bacterianc do qual foi
separado o componente com atividade citotdxica. Asao et alii (7D
purificaram uma hemolisina capaz de provocar acuimule de flufdo
intestinal em camundongos recém-nascidos e em alga intestinal 1li-
gada de coelho, com efeito citotdxico em cédlulas Vero e letal pa-
ra camundongos. Véarios autores (19,23,95) demonstraram haver uma
correlac¥o entre a producso de hemeolisinas, citotoxinas e entero-
patogenicidade. Chakraborty et alii {(22) clonaram em E. coli o
gene responsidvel pela producHo de enterotoxina em A, hydrophila e
sugeriram gue a atividade de hemclisina, citoteoxina e enteroto-
®ina =sfHo codificadas por segmenitos diferentes de DNA. Anticorpos
monoclonais produzideos por duas linhagens celulares diferentes
reagiram com um mesmo epitopo responsdvel pela atividade citotd-
xica e enterctdxica de uma hemelisina preoduzida por A, hydrophila
{58}, HNuma andlise recente (26}, feita com enterotoxinas e aero-
ligsinag citotdxicas produ=zidas por linhagens diferentes e estuda-
das anteriormente por outros autores, foi verificado que apesar
de apresentarem semelhangasg estruturais e fisgico-quimicas, estas
toxinas diferem entre si com relac¥o a alguns determinantes anti-
génicog, compeosigiio de aminodcidos & sequéncia de nucleotfldeos
dos genes envolvidos na sua producHo. Algumas destas variagUes

estdo associadas com a atividade bicldgica.
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2, OBJETIVO

{1z dados de literatures té&m apresentado um grande ndmero de
evidéncias que chamam a atenc¢So para a importincia das esgpécies
mesof {licas de Aeromonas como patdgenos humanos. Em nossa regido,
poucos estudos foram realizados e algumas informag¢@es, principal-
mente no que diz respeito & Epidemiologia e vias de transmissdo
degstas eospécies, sdc escassas. Deste modo, este trabalho foi de-
signado com o propdsito de favorecer © conhecimento de alguns as-
pectos de Epidemiologia e caracteristicas asscciadas 3 wvirulén-

cia, sendo definidos o8 seguintes Ldpicos comoe objeto de esgtudo:

- Verificar a frequéngcia da bacidria em alimentos de vérios
egpécimes, ao longo de um perfodo definido de tempo; identi-
tificar as asmostras isoladas & nivel de espécie, procurande

correlacionar com o alimento de origenm.

- Verificar a frequéncia de amostras portadoras de plasmidios.

- Investigar a capacidade de produglo de toxinas pelas amos-
tras: (a) enterotoxinas:; através do teste do camundongo re-
cém—nascido ¢ do engaio de alga intestinal ligada de coelho;
(k) hemoliginas: teste da atividade dos scbrenadantes de
cultivo frente a vdrias hemidcias; {(¢) citotoxinas: teste do
efeito do sobrenadante de cultiveo em culturas de células

Hela e Vero,




- Estudar o padrd3c de hemaglutinacio dasz amosiras, testando-as
com vdrios tipos de hemdcia, tanto em presenca, quanto na
auséneia de D-manose. Verificar a existéncia de estruturas
do tipo fimbrias em algumas das amostras, através de micros-

copia eletrbnica de transmigsio.

- Verificar o nivel de repisténcia sérica e a capacidade de

produgdo de siderdforos.

- Investigar a presencga de certos marcadores de viruléncia co-
mo a atividade de pirazinamidase, autoaglutinac®o e o fend-

meno suicida.

- Estudar o efeite bioldgico in vive de produtos de secrecHo
das amostras: (1) andlise do efeito deos sobrenadantes de
cultiveo em cortes histoldgicos de intestino de coelhe. (23
avaliar o potencial de letalidade da bactéria em camundon-

goa.




3. MATERIAL E M£TODOS

2,1 -~ Heivos de Culturs

3.1.1

- Para iscolamento, identificaclo ¢ manutenc¥o das amos-

trag,

10~

Agua FPepltonada Alcalina: meio de enriquecimento (922
Agar Sangue (5% de sangue de carneiro desfibrinado?
com ampicilina na concentracio de 10 ug/ml (54)

Kgar Sinmples.

EPH: provas de fermentacBo da glicose e produgfo de
gds, HoS8, urease e triptofano desaminase (86),

MILI: provas de moltilidade, produclio de indel e lisi-
na descarboxilase (97).

Citrato de Simmons (Difcol): prova de utilizacHo de
citrato.

Calde Nutriente com NaCl: prova de sensibilidade do
crescimento em concentragles varidveis de NaCl (923,
Caldo Nutriente glicogsado 1 (CNG 12: observacgdo do
fendmeno suicida (72).

Heio de Clark Lubs: utilizado nag provas de vermelho
de metila (VM) e produg¥o de acetolna (VP) (373,

Heio para prova de fermentacHo de acgidcares - de acor-

com Ewings (372: foram testados os seguintes carboi-
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dratos: gacaroge, arabinose, manitol, salicina e ino-

gitol.

3.1.1.11- HIA {(Heart Infusion Agarl)-egculina: prova de hidrdéli-

lise da esculina (39)7.

3.1.1.12- Kgar Lignieres: utilizado para a manutenc¢do das amos-

3;1:2 =

3.1.2.1

3.1.2.2

3.1.2.2

3.1.2.4

3.1.2.5

2.1.3 ~

3.1.3.1

3.1.3.2

3.1.3.3

2.1.4 -

tras (923

Empregados no teste de hemaglutinacHo:

Kgar Bangue (5% de sangue de carneiro desfibrinado)

(54

i

Kgar Glicose (513

- TSA (Triptic Soy Agar) (Difco)

i

CFA (Colenizing Factor Agar) {(43)

- Minca (38&)

Enpregados noz ensasios de producfo de enterotoxinas

- Caldo BHI (Brain Heart Infuszion) (Difco)

- TSB (triptic Boy Broth}) (Difco) suplementado com Q,6%
de extrato de levedursa

- Meioc de Evansg (352

Empregadoe no teste de detecc¥o de Siderdforos

Cromoazurcl 5 em Xgar (CASBAY (91D
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3.1.5 - Empregado no teste de sensibilidade ac soro humanoc nor-

mal

~ Caldo Hutriente Glicosade 11 (CHG 11} (472

3.1.6 - Empregade nos ensaios de citotoxicidade e manutencho

das célules em cultura

~ Meio Essencial Minimo de Eagle suplementade com 10% de

goro fetal bovino (HEME-SFB)Y (84)

3.2 - Epterilizac8o: Salvo nos casos indicados, todos oz meics,
soluclies e vidraria foram esterilizados em autoclave a

121°9C, durante guinze minutos.

3.3 -~ Igolamento e ldentificaclo das Amostras

Entre 05/07/89 e 27/03/90 foram coletados 100 espécimes de
alimentoz de origem animal e vegetal {(a maioria "in natura”) na
linha de procegsamentc do Restaurante | da Universidade Estadual
de Campinas (UNICA¥P) para isclamento de Aeromonag sp. Inicial-
mente, foi feita uma pré-cultura com aproximadamente 5 g do mate-
rial coletade em d4gua peptonada alcalina, pH 8,0, a 37°C, durante
8 a 9 horas. Em seguida, uma algada deste crescimente foi semea-

da, por esgotamento, em uma placa de dgar sangue com ampicilina
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{(na concentracHo de 10 ug/ml?. Apds incubac¥o a 37 °C por 24 ho-
rasg, 12 coldnias foram gelecionadas e transferidas individualmen-
te para uma placa quadriculada de #gar simples e incubadas duran-
te uma noite a 37°C. Em smeguida, estas colfniag foram submetidas
ac teste de oxidase, com o© reagente dicloridrate de HN,N,H,N-te~
trametil parafenileno diamino, Col8nias oxidase positivas foram
transferidas simultaneamente para os meios EPH (36) (provas de
fermentacdo da glicose, L-triptofano desaminase, urease e Ha5),
Citrato de Simmons (prova de utilizagdo de citratoe), HILI (977,
{(provas de molilidade, produclo de indel e ligina dezcarboxiliase)
& incubadas a 37 ©°C por 18 =z 24 horaz. Bactérias com fendtipo ca-
racteristico de Aeromonas sp (82), foram submetidas as provas
adicionaig de sensibibilidade a concentracfes variaveis de HaCl,
fermentacg¥o de agucares (sacarose, arabinose, inositol, manitol,
esculina e salicinal, VM, VP e resisténeia ac agente vibriostsa-
tico 0-128 (2,4~diamino &,7-diiscpropilpteridinal, na concentra-
¢Ho de 150 ug/ml para conf irmac8o do género e identificacdo a ni-
vel de espdcie. Como complemento dos testes de identificacgHo,
procurou-se clasgificar as amostrag isolsdas com base no caridter
guicida (71}, As bactdrias foram semeadas em tubos 16 x 160 nmn,
com b mil de caldo nutriente glicosado (0,5% de glicose ¢ 0,05% de
azul de bromotimel) (CHNG ) e incubadas por 24 horas em estufa a
37°C. Apds este periodo, foi observadoe o aproveitamento da glico-
se pelas amostras, através da mudanga de colorag¥o do meio e pro-
ducfo de gés em tubos de Duran. A viabilidade da cultura foi ob-
servada pela variaglo de turbidez e confirmada com a tranferéncia

de wuma alfquota do crescimento para placas de &dgar gismplez que
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foram subsequentemente incubadas a 37 ©C por 24 horas ¢ efetuada

a ceontagem dag coldnias.

2.4 - Determinac8o do Perfil Plasmidial

3.4.1 - Cultivo dag Amostras e Extracdo do DHA plaszmidial

0 DHNA plasmidial foi extraide segundo a tdcnica de Birboim
& Doly (10) modificada, & analisado por eletroforese em gel de
agarose a 0,7 %. Aproximadamente 1 ml de uma cultura bacleriana
crescida por 1B a 20 horas, a 37°C em caldo BHI, foi centrifugado
a 12000 g por 2 minutos em tubo eppendorf esteril. Apds este pe-
ricdo, o sobrenadante foi retirado e o sedimento ressuspendido
com o© aux{lio de uma micropipeta, em 100 ul da soluclo I, a 4°C.
0 tubo fei mantido no gelo durante 15 minutos e adicionou-seo, em
seguida, 200 ul da solugSo I]. Homogenizou-se vagarosamente atd a
suspensio ficar clara e levemente viscosa e manteve-se novamente
no gelo por 5 minutos. Um volume de 150 ul da scolugfo III foi en-
tSo acrescentado ao tubo, sendo este mais uma vez homeogenizado e
mantido no gelo durante 13 minutos. Centrifugou-se, em seguida, a
12000 g por b minutos e uma alfguota de 400 ul do szobrenadante
foi cuidadosamente tranferida para cutro tubo eppendorfl egtéril.
Adicionou-se 1 ml de estancl 100 % a -20 ©C, homogenizou-s& e man-—
teve-ze o tubo no freezer a -20 °C por uma hora ou entre 12 a 18
horas. Centrifugou-ze a 12000 g por & minutes, descartou-se rapi-

damente o sobrenadante & manteve-se o tubo aberto para evaporacio




completa do etancl. 0O sedimento formado pelo DNA plasmidial foi
resgugpendido em 50 ul da solucfic 1 gelada e mantido em gelo. Uma
alfgquota de 20 ul deste volume foi transferida para um tubo ep-~-
pendorf esteéril, contendo 5 ul da solucglo de ressuspensiio, sendo
em seguida homogenizada. Nesta solug¥o o DNA plasmidial feoi apli-

cado e submetido a eletroforese em gel de agarcose submerso.

3.4.2 - Preparo do Gel & Eletroforese em Agarovse

Para a confecc8o dos gdis, empregou-se agarose de baixa
gletroendosmoss. Em géis de 3 mm de espessura, as concentragles
de agarose foram de 0,5% a 0,7% dissolvida em tamp%o TEB. Depois
de fundida em forno de microondas, a soluglo foi resfriada a
60 °C e vertida cuidadozamente, evitando a formagH®o de bolhaz, na
placa de vidro suporte, com o pente de acrilico jad& posicionado.
Apés completa gelificaclo e formacHo da matriz, o gel foli submer-
#0 em tamp¥o TEB na cuba e as amostras de DNA plasmidial foram
aplicadas nas canaletas. Até a entrada das amostras na matriz,
aplicou-ge uma carga de 2.5 V/cm e, em geguida 5 V/cm atd o final
da corrida. Depoisz de submetido 3 corrida eletrofordética, o gel
foi transferido para uma outra cuba e efetuads a coloracfo com
soluclo de brometo de etidio por pelo menos 20 minutos & tempersa-
tura ambiente, ou entre 12-18 horas =a 4 ©C. Az bandas foram vi-
sualizadas no escuro, em transiluminador de luz ultravicleta e

fotografadas com filme Kodak preto e branco 100 ASA.




3.8 -~ Teste de HemaglutinacBo Mancme-Senafve]l e Man.-Resistente

3.5.1 - Coleta ¢ ConservacHo das Hemdcias:

Foram empregadas hemdciaz humanas deo tipo 0 e dos seguintes
animais: boi, carneiro, cavalo, cobaio e galinha. A coleta foi
realizada com o uso de seringas ou equipos estéreis, contendo so-
lucBo de Klmever (previamente esterilizada por filtraglo em fil-
tro Zeiss? num volume equiwvalente a quantidade de sangue desejada
{(1:1). Hemdciaz humanas e de galinha foram utilizadag imediata-
mente apds a coleba ¢ as demals foram armazenadas em tubos 16 x
160 mm com zolucHo de Alsever, a 5 ©OC, durante um periode mdximo

de 20 dias=.

3.5.2 - Cultivo dag Amogtras:

Bactériaz mantidaz em dgar Lignieres foram ativadas nunma
pré-cultura de aproximadamente B horas a 37 ©°C em caldo BHI. Uma
aliguota de 0,1 ml do creascimente foi, a seqguir, semeada em pla-
cas contendo o meios a serem testados (dgar gangue, agar glico-
se@, minca, TSA e CFA) & espalhadaz com uma alg¢a de Drigalsky. As

placas foram incubadaz a 37 9C por 24 horas.

3.5.3 - Tepte:

Easpados do crescimento bacteriano foram transferidos pars

os pocinhos de uma placa de microtftulo contendo 50 ul de PBS com
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ou gwem 1% de D-manose. ApSs a diluig¥e, com uma micropipeta,
acrescentou-se um mesmo volume de hemdcia lavada trés vezes e pa-
dronizada numa concentrac8o de 3% em PBS contendo ou n¥o 1% de
D-manose. Em seguida, a placa foi agitada e mantida & temperatura
ambiente durante uma hora. Apds leitura dos resultados, as hema-
cias de cada pocinho foram ressuspengas com um palito e a placa
foi mantida por maisg uma hora a 4 °C, para obgervag¥o do compor-

tamento hemaglutinante nesta temperatura.

3.6 ~ Teste de Autocaglutinagfio

Certas amostras de Aeromonas sp, quande cultivadas por um
perfodo de aproximadamente 12 horas, a 37 °C em caldo BHI esteri-
lizado por filtraglo, precipitam formande um pellet no funde do
tubo (49). A autoaglutinac¥o pode se manifestar expontaneamente
(SP) ou apés ferver—-se a cultura durante uma hora (PAB). Esta ca-
racterfstica & considerada importante marcador de viruléncia, es-
tando associada ao potencial de letalidade da bactérias em peixes
e =animais de laboratdric. Bactériag cultivadas por uma noite a
37°C em tubos 16 x 160 mm contendo & ml de caldo BHI filtrado fo-
ram observadas quanto & capacidade de autcaglubtinac¥o; amostras
positivas foram agitadas para ressuspensfic do pellet. Em seguida,
o volume das culturas foi separado em duas partes iguais, gendo
uma parte aquecida até a fervura por uma horaz e a outra mantida
em temperatura ambiente. Depois de resfriado por quinze minutos 2

temperatura ambiente, foi comparada a turbidez do velume aquecido




com o tubo mantide em temperatura ambiente.

3.7 - Microscopia Eletrbnica

Dentre as bactérias produtoras de enterotoxina, foram sele-
cionadas as amostras portadoras de plasmfidios, para observagd¥o de
estruturas de superfficie em microscdpio eletrdnico de transmisg-
g%c. Amostras cultivadas durante 8 horas em caldo BHI a 37 °C fo-
ram semeadas em duas placas de TSA., Uma placa foi incubada a
I7°C por 24 horaz e a outra a 16 °C por 48 horas. As bactdrias
cregcidas nas placas foram diluidas em tampHo fosfato 0,06 H
pH &,8, com o auxflio de uma alcga de Drigalsky. Em seguida, a
suspensdo foi transferida para cacapas de plédstico e centrifuga-
das por 3000 rpm durante 15 minutom. 0 sobrenadante foi descarta-
do e 0o gedimento foi ressuspendido em tamplo fosfato. Apds ajuste
da concentrag®o bacteriana para a escals 10 de McFarland, ums go-
ta da suspenslSoc foi colocada em papel parafilm. Em seguida, uma
telinha de cobre forrada com carbone foi colocada ¢ mantida sobre
a suspensfo durante 2 minutos. Decorrido este tempo, a telinha
foi lavada com tamp3o fosfato e corada negativamente com dcido

fogfotidngstico a 1%, para observag¢Ho ap microscdpio eletrdnico.
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3,8 -~ Atividade de Pirazinsmidase

Para o© engaio da atividade de pirazinamidase foi zeguido ©
mét.odo de Kandolo e Wauters (53). As amostiras foram inicialmente
cultivadas em TSA por uma noite a 37 “C ¢ transferidasz para tubos
de 160 = 16 mm contendo & ml de meio TSA-Pirazinamida inclinado
(3% de TESA, 0,3% de extrato de levedura ¢ 0,1% de pirazinamida
digsolvidos enm tamp¥c Trig-maleato 0,02 H pH 6,0}, Apds cultivo
de 48 horag a 37 ©9C, foi adicionado 1 ml de uma solucgio de sulfa-
to de ambnio ferroso a 1% em cada tubo & observada a mudanga de
coloracde, apds quinze minutos. Hesultados positivos foram indi-

cados pelo surgimento de uma coloracg8o rosa no meioc de cultura.

3.% ~ Engaico de Producgio de Enterctoxinas

3.9.1 - Producio de Enterotoxina

Um volume de 0,1 m! de uma cultura de 8 horas a 37 °C em
caldo BHI foi semeado em frascog erlenmevers de 125 ml contendo
10 ml de um dos seguintes meiog: meio de Evans (35), TSB suple-
mentent ado com 0,6% de extrato de levedura ou calde BHI. Os fras-
cos foram incubados a 37°C e sob agitacg¥o a 100 rpm, durante 18 a
24 horas. As culturas foram centrifugadas a 3000 rpm por 20 minu-
tos e, em seguida, a 10000 rpm por 10 minutos. Us sobrenadantes

foram passados em filtros millipore de 0,45 um, utilizados ime-



diatamente ou armazenados en recipientes de 25 ml durante um pe-
rfodo méximo 48 horas. Estes extratos foram empregados nos en-

saios de citotoxicidade e de produgio de enterotoxinas.

3,9,2 - Tratamento Térmico dos Extratos de Cultura

g ewxtratos de cultura utilizados no teste dos camundongos
recém-nascidos, alca intestinal ligada de coelho e nos ensaios de
citotoxicidade foram submetidos a tratamento térmico em tempos de
10 & 30 minutop nag temperaturas de 56, 65, 70 e 100 ©C, em banho

maria,

3.9.32 - Tezte em Camundongos Recém-Nazcidos

Os camundongos utilizados foram da linhagem Swiss, com 3 a
5 dias de idade; Cada amostra foi testada num lote de trés ani-
maig. Volumes de 0,1 ml do extrato de cultura, contende 0,05% de
azul de Evans foi inoculado intragastricamente, através de um tu-
bo de polietileno com 0,6 mm de didmetro, conectado a uma serings
de 1 ml. O animais foram mantidos 3 temperstura ambiente {(apro-
ximadamente 28 °C) e sacrificadoz tré&z horas apds a inoculagio. O
intestino foi retirado e, feita a pesagem, calculou-se a relagHo
entre o peso do intestino e o peso da carcaga. Os resultados fo-
ram expressos de acordo com a escala elaborada por Burke et a&lli

{143,
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2,9,.4 -~ Teste da Alca Intestinal Ligada de Coelho

Foram testadas sete amostras, cujos resultadosz em camundon-—
gos recém-nascidos jd eram conhecidos, sendo cinco pogitivas e
duas negativas. As amostras controles positivo e negativo foram
respect ivamente as amostras 40T e K12 de E, coli. Coelhos albi-
nos, com idade n¥o superior a 2 meses e pesando aproximadamente
2 kg foram mantidos em jejum, ingerindo apenas dgua, durante as
dltimag 24 horas que antecederam o teste. Us animais foram anes-
tegiados por inalacfo de éter embebido em algod¥o. Apds a trico-
tomia e antissepsia, foi feita a incis3o cirdrgica na linha me-
diana abdominal, sendo exposto o intestino delgado numa extensdo
de 60 cm, medidos a partir do apéndice fleo-cecal. A extremidade
proximal foi amarrada e todo o segmento foi lavade com galina
0,15 M estéril. Em seguida, o intestino foi amarrado em algas de
5 em de comprimento separadas por inter-algas de 2 om. As amos-
trag foram inoculadas num volume de 0,5 mi em cada alga & ¢ in-
testino foi recolocado na cavidade abdominal, suturando-se o pe-
riténic e a pele. Mantido em temperatura ambiente (20 OC) 8 de-
corridas 16 horas apds © teste, o animal foi sacrificado. A cavi-
dade abdominal foi aberta e o intestino fel observado, guanto a
presenga de liquido. Foram consideradas positivas az amostras ca-
pazes de induzir dilatac3o intestinal num volume de liquido igual

ou guperior a 1 ml/cm.



3.9.4.0 - Histologia

PorcBes o intestino incculadas com amostras positivas fo-
ram cortadas, numa extengio do tamanho de uma alga e colocadas en
formol a 10 % durante mais ou menos 2 horas., Em seguida, estes
cortes foram reduzidos para aproximadamente 0,5 cm e fixados no-
vamente em formol durante 24 horas. Apds este perfodo, o material
foi  lavado extensivamente por meia hora em dgua corrente o in-
clufdo em parafina. Cortes em micrdtome com uma espessura de 5 um
foram corados pelo método de HE (hematoxilina-eosina) e montados

em la&mina.

3.10 - Engaicg de Citotoxicidade

3.10.1 - ProduclSo de Hemoliginag

A atividade hemolftica dog extratos de cultura foi testada
frente a hemdcias de carneiro, de coelho & humanas, dilufdas a 1%
em PBS 0,05 M pH 7.4. Diluigles seriadag em PBS foram feitas com
10C ul de amostra eom uma placa de microtftulo mantida em banho de
gelo, sendo em seguida, acrescentado um mesmo volume da puspensio
de hemdcias. Az placas foram ent3o incubadas a 37 °C e 3 4 °C,
durante uma hora e, logoe apds, foi observada a lise celular pela

liberacHo de hemoglobina na suspensio.




3,10.2 - Atividade citobdxica em cultura de células

Foram utilizadas cé&lulas Hela e células Verc mantidas em
garrafas de 75 ml, contendo aproximadamente 15 ml de HEME-SFB
{meio essencial minimo de FEagle suplementado com 10% de soro fe-
tal bovino) (84) e 1% de penicilina-streptomicina e cultivadas em
estufa a 37 ©°C com atmosfera de COz. A manipulacgHo daz culturas e
os testes de citeotoxicidade foram efetuados em clmara asséplica
de fluxo laminar. Para os ensgaios da atividade citotdxica, as cé-
lulag dag garrafag-estoque foram transferidas para placas de mi-
crotitulo estéreis, onde foram cultivadas, Depois de descartado o
meio de cultura dag garrafas, o tapete celular foi lavado com so-
lucBo de Hanks (84) e desfeito com a adig8o de 2 ml de tripgina.
As células foram lavadas centrifugando-se a 1500 rpm por 10 minu-
tos, o scbrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendi-
do em HEME-S5FB, Esta suspens¥c foi ajustada para uma concentracio
de 10° células/ml em MEME-SFB ¢ um volume de 0,1 ml foi adiciona-
do em cada pocinho das placas de cultura. As placas foram incuba-
daz na estufa a 237 “C durante 24 horas, gquando ent¥o foram adi-
cionadas diluic8es dos extratos das smostras a serem testadas. Os
extratos foram dilufdos em MNEMNE-S5FB ¢ 0.1 ml] de cadaz diluigdcoc foi
acrescentado aos pocinhos. As placas foram incubadas novamente na

estufa e cbgervadas apds 24 horas.
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3.11 - Engaic para detecc®o de giderdforos

Foi empregada a técnica de Schwyn o Neilands (312, cujo
principio se baseia na capacidade da bactéria de utilizar ferro
complexade com uma subst8ncia quelante (HDTMA) associado com o
corante cromoazurel! S. 0O complexco HDTHA-CAS-FeClz possui  cor
azul, mudande para amarelo, com a retirada do FeClg. As amostras
foram semeadas com o auxilic de uma al¢a de platina em meio CASA
(dgar cromoazurol 5), incubadas a 37 ©°C durante 48 horas e, apds

este periodo, observada a mudanca de colorag8io do meio.

3.13 - Teste de sensibilidade ao soro humance normal (SHN?

0 BSHHN foi obtido de sangue coletado a fresco em seringas
estéreis, mantido em repousc a temperatura ambiente até completa
coagulag8o. U codgulo foi retirado ¢ o soro foi centrifugado a
3000 rpm durante 15 minutos, sendo em seguida distribuide este-
rilmente em aligquotas de 1 ml. As amostras foram cultivadas em
dgar sangue por 12 horas a 37 ©C e um pequeno raspado do cresci-
mento foi transferido ssterilmente para os pocinhog de uma placa
de microtftulo contendo 100 ul de CHNG 11 (1% de peptona, 1% de
glicose e 0,07% de azul de bromotimol). A placa foi incubads por
uma noite a 37 °C e 20 ul do crescimento de cada amostra foram
transferidos para og pocinhos de outra placa contendo 200 ul do
mesmo meio. Apds cultive por 2 a 3 horas, volumes de 20 ul (con-
tendo entre 106 & 107 UFC, confirmadas por contagem em dgar gim-

ples) da cultura foram simultaneamente semeados em dois pocinhos
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digtintos de oubtra placa sendo um com 100 ul de CNG com 20X de
SHN e o outro, o mesmo volume do meic adicionado com 20% de SHN
inativado por aquecimento a 56 °C por meia hora. A placa foi in-
cubada por um periodo entre 4 a 5 horas e a sengibilidade ou re-~
sigté@necia ao SHN foi determinada pela cobservacfico de inikic83e neo
cregcimento bacteriano, atravds da mudancga ou permandncia da co-

loracico do meio.

3,14 - Ensaic de patogenicidade em camundongos

As bacltérias foram cultivadas em caldo BHI durante 24 horas
a 37 PC o dilufdas em scolucHo salina 0,15 N estdril atdé uma con-
centragHo final entre 106 e 107 uUrc/ml. D= camundongos utilizados
foram da linhagem Swiss, com uma idade média de 21 dias e sele-
cionados para sensibilidade (Hgp) e resisténcia (Lgp) ao LPS de
Salmonella tiphymurium (86). Estes animais foram gentilmente ce-
didos pelo professor Dr. Uswaldo Sant™Ana do Laboratdrio de Imu-
nogenética do Instituto Butant¥, S%o Paule SP. 0Us animais foram
separados em grupes de cinco, em gaiclas individuais. Para o tes-
te, foram escolhidas amostras das trés espécies iscladas (uma de
A. caviae e uma de A, hydrophila n#o enterctoxigénicas e duas de
4. scbhria e uma de A. hydrophila enterctoxigénicas?. Us animais
foram incculados intraperitoneamente com 1 ml da suspens¥o bacte-
riana, na concentraglo acima indicada. Como controle do teste, um
grupo de animais foi injetado com salina e outro com caldo BHI.
Og animais foram alimentados normalmente e cobservados durante uma

Femnana.
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4. RESULTADOS

4.1. Frequéncia de Aeromonasz sp em alimentos

0Oz védrios espécimes de alimentos analisados sdo aqui sspa-

radog em dois grupos: al imentos de origem animal sB3o referidos

comc alimentos do grupo 1 e oz de origem vegeltal, alimentos do
grupe I[I. HNo primeiro grupo estBo inclufdas as carnes - bovina,
sufna, de frango e de peixe (alimentos n¥o processados) e alguns

embutidos (linguicas) e hambdirgeres. 0 grupo 11 & formado pelas
verduras e legumes {alface, chicdrea, acelga, pepinc, cenourasa,
vagem, etc.). A maior parte destes alimentos n¥o sofreu qualquer
tipo de tratamento térmico. Aercmonas sp cresceram em 31% de um

total de 100 amostras testadas, sende 13% em alimentos do grupoe |
& 1B% em alimentos do grupeo 11, Henhuma amostra da bactéria foi
obtida em alimentos que sofreram algum tipo de tratamento térmico
Conforme ¢ mostrado na figura 1, a maicria das amostras foram
isoladas entre os meses de Dezembro/83 e MNarcgo /90 {(em janeiro o
estudo n¥o foi realizado} A menor frequéncia de isolamentos ocor-
reu no més de Novembro; neste periodo, entre 14 espécimes colela-
dos, foi isoclada apenas uma amostra em chuchu (grupo I1J, na fase
de pré-procegpamento. A espdcie malz frequentemente isolada foi
A. hydrophila (tabela 1). A proporc¢d3o de isolamentos de BA. caviae
foi equivalente 3 de A, pobria . Esla dltima espécie esteve mais
frequentemente associada a alimentos do grupe 1 {(tabela 27, ag

contrario de A, caviee, <que foi isolada principalmente de le~




gumes e verduras {(grupe 11}. HN3o houve diferencga significativa
na propor¢ic de isolamentos de A, hydrophila em ambos o©s grupos

{(tL.abela 2.

4,2 - Caracterfsticas Biogquimicas das Amostras

Os resultados das provas bioquimicas utilizadag para
identificac3o bacteriana est¥o relacionados na tabela 3. Foram
identificadas 50 amostras de Aeromonas sp, entre os alimentos
estudados, sendo 13 de A. caviae, 25 de A. hydrophila e 12 de
A. sobria. Em muitos espdécimes, foram identificadas amogtras com
caracterisgticas bioguimicas diferentes, sendo frequente o)
isolamento de mais de uma espdcie de uma mesma amostra de
alimento. Todas as amostras apresentaram resultados positivos nas
provas de oxidase, fermenta¢io da glicose, sacarose, manitol,
aproveitamento de citrato, motilidade, producio de indol,
crescimento em caldo nubtriente com NaCl na concentracdo de 1%,
masg n¥o a 7,5%, e resisténcia ao agente vibriostdtico 0-129 ns
concentra¢¥o de 150 ug/ml. Resultados 100% negativos foram
obt.idos nas provas de urease e inogitol. O fenbmenc suicida ndo
foi observadoe em nenhuma amostra. Os resultados da prova de
producBo de géds em EPH e CNG |1 n%o coincidiram. Algumas amostras
de A, caviae foram aerog@nicas em CHG [, mas n3o em EPH: no caso
de A, hydrophila, também houve variacg¥o: 100% das amostras
produziram gds em EPH, mas apenas 80% em CNG ]. Todas as amosiras

foram hemolfticas em dgar sangue. A, cavise apresentou hemdlise
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do tipo alfa ¢ A, hydrophila e A, sobria, hemdlise do Lipo beta.

4.3 -~ VerificacB8co da Preosenca de DNA Plasmidial

0 perfil plasmidial das amostras de Aeromonas sp foi anali-
sado por eletroforese em gel de agarose, tendo como referéncia de
peso molecular os plasmideos p 307 (54 Md) da amostra K12 de
E, coli e os plasmideos com os seguintes pesos moleculares da
amostra v 517 de E. celi: 32,04; 5.19; 3,48; 2,03; 2,24; 1,69;
1,51 @ 1,25 Md. A presenca de DNA extracromosebmico foi detectada
em 38% das amostras testadas, tendo peso molecular variando entre
aproximadamente 1.2 e 50 Md {(figuras 2 e 33. Nas espécies
A. cavize e A. hydrophila, a proporc¢¥o de amostras com plasmidios
foi respectivamente de 15,3% e 36%. Na espécie A, sobria foi en-
contrada uma maior proporcio de amostras portadoras de plasmidios
(66%) (tabela 4. [0 perfil plasmidial foi feito logo apds o igo-
lamento das amostras e em seguida 3 execucHo da maioria dos estu-
dos. Nesta segunda extracHo verificou-se que uma grande parte das
amostras portadoras perdeu o DNA plasmidial. NHc pudemos veri-
ficar alguma relag3o das caracterristicas investigadas com a pre-
senga de plasmidios; amostras que perderam o DNA plasmidial con-
tinuaram a expressar as caracterfisticas de viruléncia estudadas.
As figuras 2 @ 3 apresentam a eletroforese do DNA plasmidial na

dltima extraclo.



4.4 ~ Padrio Hemaglutinante

Para o ensaiv de hemaglutinaclo, as anmostras foram
cultivadas nos seguintes meios: &gar sangue, dgar glicose, minca,
TEA, e CFA e testadas frente 3s hemdcias de boi, de carneiro, de
cavalo, de cobaio, de galinha e humana. Foram consideradas apenas
amostras com titulo hemaglutinante igual ou superior a 1/8. (Osg
dados da tabela 5 mostram que houve uma tendéncia de reacSo da
maioria das amostras c¢om as hemdcias de cobaico & de galinha,
tanto A& temperatura ambiente como a 5 ©OC; este comportamento foi
obeservado principalmente com o crescimento das amostras em dgar
gangue . 0 meio de 4dgar glicose aparentemente aumentou a
capacidade de hemaglutinag®io e de reacHo cruzada das amostras com
outras hemdcias, Em todas as amostras, as reagles foram sensiveis
ag tratamento das hemdcias com D-Manose, visto que em sua
presenca houve uma diminuiglo do titule ou perda da capacidade de
hemaglutinag8o (tabela B>, A. sobria foi a espécie onde se
observou uma maior atividade de hemaglutinag¢¥o. Apenas 3 amostras
(25%) foram incapazes de reagir com alguma dasz hemdciag testadas
(tabela 8). Domente amostras da espécie A. caviae (tabela 6) e da
espécie A, sobria (tabela 8) reagiram com hemdcias humanas.
A tabela 7 apresenta o padrdo hemaglutinante dsa egpécie

A, hydrophilsa.




4.5 — Autocaglutinaglo

0 teste de autoglatutinag¢®o contribui para o conhecimento
dags egstruturas de superficie das bactérias, frequentemente
permitindo uma correlacglio com o seu potencial de patogenicidade.
Apds <cultivo de 24 horas em caldo BHI filtrado, as amostras sio
obgervadas, fervidas durante uma hora &, apds resfriarenm a
temperatura ambiente, sdc0 novamente observadas. Associados & esta
caracteristica exigtem deis fendtipos: (1) autoaglutinacio
durante o crescimente bacteriano (5P} e (11} autoaglutinacio apds
a fervura (PAB). Entre as baclérias isoladas de alimento, apenas

a amostra 54 (A, sobria) apresentou o fendtipoc PAB,

4.6 — Microscopia EletrBnica

Entre ag 15 amostras enterotoxigénicas, 10 apresentaram
plasmfdios e foram escolhidas para cbservacHo ao microgcédpio
eletrénico. Estas amostras foram cultivadas em TSA a2 16 °C & =
27 ©C e foram coradas negativamente com o dcide fosfotungstico.
N3o foi encontrada nenhuma estrutura de superficie em nove destas
amogtras, cultivadasg em ambas as temperaturas. Na amostra H13
(A, hydrophila) cultivada a 37 °C foi obgervada a presenca de
fimbrias em toda a superfi{cie bacteriana. 0 cultive a 16 ©C
inikiu a produgdo destes pili; uma caracteristica marcante nas
bactérias cultivadazs a 16 ©C foi a produgSc de flagelos o

capsulas (figura 43.
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4.7 - Atividade de Pirazinamidage

A atividade de pirazinamidase foi evidenciada na
grande maioria das amostras testadas. Somente uma amostra (51 -

A. sobria) apresentou resultado negativo.

4.8 - ProducBo de Toxinas

4.8,.1 - Heio de Cultura

Com o© objetivo de definir ¢ meic que melhor estimulasse a
produgSo de toxina, foram empregados os meio de Evans, BHI e TGB
suplementado com 0,6% de extrato de levedura (TSB-YE), no teste
do camundongoe recém-nascido. Resultados positivos sd foram
obtidos nestes dois dltimos meios. Foi ent¥o escolhido o meio BHI
para a producio dos extratos utilizados em todoz os ensaios de
toxicidade (producio de enterotoxinas, hemoliginas & citotoxi-

nasd.,

4.8,2 - Produclo de Enterotoxinas

4.8,2.1 - Atividade dos Extratos de Cultura em Camundongos re-

cém~nagcidos

Como par8metro de avaliag8o da atividade dos extratos de

cultura, em camundongos recém-nascidos, fol utilizada uma escala
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gque associa um valor numérico de 0 a 4+ & relag¢8o entre o pesc do
intestino (i) e o peso da carcaga do animal (c). 32% (16/50) das
amostras apresentaram atividade variando entre 1+ e 4+. Dentre
estas, o valor 1+ (associado a um resultado negativo) foi
encontrado em apenas uma amostra (tabela 10). A proporgdco de
amostras enterotoxigénicas entre as espécies & apresentada na
tabela 9. Quase todas as amostras (83%) de A. wsobria foram
pogitivas. Em A, caviae nenhuma amostra apresentou atividade. O
agquecimento dos extratos das amostrag pozitivas a 5b °c, por 10

minutog, aboliu completamente a atividade enterotoxigénica.

4.8.2.2 - Atividade dog exitratos de cultura em alga intestinal

ligada de cosliho

Foram testades trés amostraz de A, hydrophila (H2, HIO, e
H13) e gquatro amostras de A. sobria (54, 56, S8 e B5il1}. As
amostras H2 e H10 foram negativas no teste dos camundongos receém-
nascidos e as smostras H13, 54, 56, 58 e 511 foram positivas
{tabela 10). Oz extratos de cada amostira foram separados em dois
volumes, sendo um deles aquecido a 56 ©°C por 10 minutoz. Os
resultados do teste em alca ligada confirmaram o obtidos em
camundongos. As amostras H2 e H10 n¥o provocaram acimulo de
flufdo intestinal. Todazs as outras amosiras apresentaram
resultados positiveos. 0 aquecimento dog extratos neutralizou a

at.ividade enterotoxigénica.




4.8.2.2.0 - Histologia

O cortes histoldgicos do intestino de coelho expostos 16
horas aos extratos de cultura apresentaram ag seguintes
alteracfies (figuras 5 e bB); destruicfo total das criptas,
deformagdo dag vilosidades e a presenga de um infiltrado
leucocitério com predominio de células peolimorfonucleares na

camada de tecido conjuntivo.

4.8.3 - Produglo de hemolisinasg

A& capacidade de produclo de hemeoliginag fol evidenciada em
32% (16/50) das amostras estudadas, com efeito em pelo menos um
dos tipos de hemdcia testadsas (humana, de carneiro e de coelho)},
sendo 9 A, hydrophila. © A. sobria e 1 A, cavias (tabela 11). HNem
todas estas amosbtras deram resultados positiveos em  camundongos
recém-nascidos. A proporcdc de amostras enterotoxigénicas e
hemolfticas foi de 58% (8/16). A hemdcia humana mostrou-se mais

sensivel & acHo dog extratos de cultura.

4.8.4 ~ Produc2o de Citotoxinas

A mtividade citotdxica dos extratos de cultura foi avaliada
em células Hela. As amostiras enterotoxigénicas foram também
testadas em células Vero. Mais de 50% das amostras produziram
citotoxinas, com Litulos wariando de 1/732 a 1/2048 (tabela 137,

Como nos testes de producHo de hemeolisinas ¢ enterotoxinas, a




maior fregquéncia de amostras com atividade citoldxica foi
observada na espécie A, sobria (tabela 12). 0 efeito letal dos
sobrenadantes se mesnifestou pela perda total da refringéncia e do
contorne celular e desprendimento do tapete dos pocinhos da
microplaca (figura 7). Foram considerados positivos os tftulos
dog pocinhos com mais de 50% de células alteradas. Quando os
axtratos foram aguecidoz a 56 °C por 10 minutos, as alteragBes
foram do tipo citotdnico, manifestas pelo surgimento de vaciolos,
arredondamento celular e alongamento (figura 7). Estas alteracgfes
osmGticas também foram observadas em células sob a aglo das
maiores dilui¢Bes positivas dos extratos n¥o aquecidos de algumas
amostras. A atividade dos extratos aquecidos foi testada somente
nag amostras enterotoxig8nicas. 0 efeito dos sobrenadantes ndo
aquecidos em c¢élulas Vero foi semelhante aos observados com as
células Hela. Entretanto, as alterac¢Bes de natureza osmética
chaervadas apds o© aquecimentoe destes exiratos persistiram em

dijuicBes maicres, em células Vero (tabela 14).

4.9 ~ Produclo de ziderdforos

0 meio CASA permite © crescimento apenas de microrganismos
cuja dependéncia do ferro & facultativa ou daqueles que possuen
algum sistema capaz de retirar o ferro complexado com © corante
cromoazurol 5 ligado ao HDTHMA (brometo de hexadecil trimetil
ambnio) (91). Os siderdforos sdo produzidos pela maioria dos

organismos adaptados em ambientes com defici@éncia de ferro na




forma sclivel, sendo possivel gua deteccHo no meic CASA. Por
semeadura direta em placas de CASA e incubagHo durante 48 horas a
37 ©°C, a preszsenca de giderdforog foi detectada em 100 % das

amogtras.
4.10 - Resgisténcia Sérica

Nos ensgaios de sensibilidade ao goro humano normal a 20 2%
em CHG 11, foi observado <cregcimento normal de todas as
amostras, compardvel ao contreole. Este teste fol repetido trés

vezes, sendo confirmados og resultados.

4.11 - Efeito da Inoculag®o de bactérias vidveis em camundongos

Swiss Adultos

Oz animais utilizados neste ensaioc foram produzides através
de sele¢Bes sucessivas, em vdrias geracles, sendo formados dois
grupos com diferencas na capacidade de produclo de anticorpos e
na sensibilidade 3 endotoxina de Salmonella typhimurium (863. Os
animais resistentes ac LPS (Lgp? produzem baixoz Lltulos de
ant icorpos, ac contrédrico dos animais sensiveis (Hgp), que
produzem anticorpos em titulos elevados. Foram escolhidas para o
teste duas amostras de A. hydrophila, sendo uma enterotoxigénica
(H13) e a outra n3o (H10)., uma amostra de A, caviae (Cl) e duas
amostras enterotoxigénicas de A, sobria (55 e S6), Apds =a
inoculac®o, o8 animais foram obgervados durante uma semana. A

tabela 1% apresenta o nimero de animsis vivos 24 horas apds a
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inoculac3o. 0Os grupos controles (inoculados com BHI e salinaj
sobreviveram por perfodos superiores a uma semana. A capacidade
letal foi observada apenas nas amostras entercotoxigénicas, ndo
havendo diferencas significativas com relacBo ao grupe de

selecio, nem ao gexo dos animais,

4.12 - ProducHo de hemol isinas, cltotoxinas e entercotoxinas em

relaclo ao biotipo

Alguns trabalhos (15,17,18,48) tém mostrade haver uma
agsociagio entre certas caracteristicas de viruléncia e o
fenétipo, em espécies de Aeromonas, A auséncia do fendmeno
suicida tem sido relacionada com amostras enteropatogénicas
(70,71>. A produc¥o de hemolisinas, citotoxinas e enterotoxinas
foram associadas com resultados positivos nas provasg de VP e
lisina descarboxilase e nHo fermentacg¥o de arabinese (15,28).
Entre as espécies isoladas de alimento n¥o foi encontrada nenhuma
amostra suicida. Em A. sobria, a espécie com maior frequéncia de
amostras produtoras de hemolisinas , citotoxinas e enterctoxinas
foi observada uma maior proporcio de amostras LDC pogitivas e
menor frequéncia de amostras capazes de fermentar a arabinose
{tabela 16). Somente uma amogstra produtora de toxina (352 foi
positiva na prova de arabinose. Por outro lado, em A. caviae
obgervou~-se uma alta frequéncia de bactérias fermentadoras de
arabinose associada a uma baixa frequéncia de fendtipos LIDC+ e

VP+
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Figura 1 - Freguéncia mensal de isclamentos de AReromonas sp
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Figura 2 - Eletroforese do DNA plasmidial em gel de agarose a Q,7%.
A. sobria: S52=1, §5=3, S6=5eb, 5%=7, 511=8, 512=9;
A. hydrophila: H13=2e¢4; p307=3, V5I17=B.
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Figura 3 - Eletroforese do DN Plasmidial em gel de agarose a 0,7%.
A. sobria: 56=3, S7=5e9, S511=2; A. hydrophila: H13=8,
Hi4=7, H23=6: A, caviae: Cé=1, C10=4; p307=3, v517=B.



Figura 4 ~ Fotomlcrogyrafia eletrfnica da amostra HI3 (B, hydrophilal,
cultivadas eom TSB 3 169 £/48 h (A} & a 379 C/24 b (B},
Aumento: Z26.200 =
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Figura 5 - Cortes histoldgicos de intestino de coelho. A: inoculado com
galirss; B: inoculado com sobrenadasnie de culitivo de uma smosirs
enter-otoxigénica de A. hydrophila. Técnica de colorag¥e: HE.
Aunento: 100 x.



Figura 6 ~ Detalhe de uma vilosi dade intestinal de coelho inoculado com
sobrenadante de culti vo de uma amosira enteroloxigénica de
A. hydrophila, mostrando infiltrado leucocitdrio (setas).
Técnica de coloragBo: HE. Aument.o: 1000 x.

iR D



Figura 7 - Cultura de células Hel.s sob efeito de sobrenadantes de cultive
de Aeromonas sp, 18 hs spds a inoculac3e: A: Conmtrole (cultura
inoculads com caldo BHIY; B: culturz insculads com sobrenadan-
tes sguecidoz » 569 por 10 minulos; G: culturs inoculada com
sobrenadantes n¥o aguecidos. Aumento: 400x



Tabela 1

Frequéncia de espécies de Aeromonas sp
em alimentos

egpscie % N ()
A. caviae 26 13
A. hydrophila 50 25
A. sobria 24 12
Total 100 50

{2) H = nimerc de amostras iscladas
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Tabela 2

Frequéncia relativa de espécies de Aeromonas isoladas
em alimentos de origem animal {(grupo 1) e vegetal {(grupo 1)

A, caviae A.sobria A. hydrophila Total

% (M % H % H ¥ H
Grupo | 9 2 4%,5 10 45,5 10 44 22
Grupo 11 32,2 11 7,1 2 53,7 15 5 28
Total 13 12 25 1060 50

() H = nimero de amostras iscladas



Resultadoz das Provas Bioguimicas de amosiras

Tabkela 3

de Aeromonas sp isoladas de alimentos ()

Provag

A. cavias (1 (D)

nHY

Hotilidade
Oxidaze

Indol

Ligina

CH-HaCl (0%
CH-HaCl (1%
CH-NaCl (7,5%
Citrato

HoB
Fenilalanina
Urease

V.H.

v.P,

Glicose {écido?
Glicose {(gds}
Sacarosze
Arabinoze
Hanitol
Inositol
Esculina
Salicina

Res. Bg. O-128
Asrogenicidade (CNG I2
Suicida
Hemdlize em AS (%

A. sobria {12) A, hydrophila (23}
100 100 100
100 100 100
100 100 100
8 a 76
100 100 100
100 160 100
0 0 0
100 100 100
0 a8 9
0 0 12
0 it Q
32 91 52
15 75 84
100 100 100
Q 100 160
100 100 100
932 25 b4
100 100 100
O o 0
100 0 100
84 0 50
100 100 100
8 100 80
0 0 v

100 (A 160 (B} 100 (B

{8} Frequéncia (%) de amostiras com resgultade positivo

(by Entre parénteses = mimero de amostras izoladas de cada espécie

() 4 = hemdlise do tipo alfa;

B = hemdlige do tipo beta



Tahela 4

Frequéncia de amostras com plasmidsos {®)

espécie la.extracHo 2a.extragdo
- N (™ % N
A. caviae {13)(P} 15,3 2 15,3 2
A. hydrophilae (25} 36,0 9 12,0 3
A. sobria (12 66,0 8 58,3 7

{3) N = mimerc de amostras portadorag
(®) Entre parénteres = toltal de amostras
anal izadag

HE



Tabela 5

Frequéncia (%) de amostras hemaglutinanies entre
ag eppdcies de Aeromonas isoladaz de alimento (¥}

Agar Sangue

Agar Glicose

Hemdcia Hanope Sens. Banoze Bes. Hanose Sens. Hanose Res.
Ta by s0¢ TA 500 TA  s5°C TR  5°C
Boi & 4 0 2 12 15 i2 4
Carneiro O 4 0 2 8 12 4 4
Cavalo 2 2] 0 2 12 12 4 0
Cobaio 1B 20 2 2 16 24 10 b
Galinha 18 10 ig 4 26 24 20 4
Humana 4 4 2 2 & 5 G 2

{2) Total de amostras testada

by Ta = temperatura ambiente

g: A, caviae,13; A. sobria,lZ;
A, hydrophila,?25.
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Tabela 9

Frequéncia de amostras produtoras de enterotoxina
{teste do camundongo recém-nascido)

egpécie % N (%
A. cavias (133(P) 0 0
A. hydrophila (252 20 5
A. sobria (12) 83 10

{2) H = nimerc do amostras poszitivasz
Py Entre parénteses = total de amosiras testadas




i}

ik

QOT0 < +%F 00T 0 @ 060'0 8djue = 4
000 2 0BOTO BdUB = 47 '0BCT0 @ 04070 BJUe = 4] 13/1 OpdElad - BiEDSY {y)

B g +F +E FB +E b 4B 4P P +F 0 4B 4B 2B 4] +F (y) sopRlinesy

b VIS 0I5 BB B3 L8 35 85 FE &5 FOH LTH SSH UIH O 9VH ETH

gB.13g0uy

SOPINSRUL.UPDRI S2ins SODUCPUREED W BININD 8p SOTEJIIKS SOD BD[KDI0J89UD BPRPIATIY

O ®laqey




Tabela 11

Atividade hemolfLica dos sxtratos de cultura (%)

Hemdcias
Amosiras ettt st et e e e et e et £ e e i £t i 20 8 e S
Carneiro Coslho Humana
ca a &4 B4
H3 - 16 i6
H4 - 16 -
H11 64 - 64
HiZ - - 32
H13 1& 16 64
Hi4d - 16 64
HiS - B 8
Hi8 16 az 64
H22 - ~ 64
B2 16 i6 54
54 64 - 6d
55 az - 64
56 - 8 16
57 B a2 64
510 - - 32

{3) Repultadoz expressos pela reciproca da maior diluig¢de pomitiva.
Entre as 50 amostras de Aeromonas sp isoladas, somente as rela-
cionadas na tabela foram hemolf{ticas.




Tabela 17

Frequéncia de amostras que apresentaranm
atividade citotdxica em células Hela

espécie % N (3
A. caviae (1m(® 23 3
A. hydrophila (253 56 14
A. sobria (12) 91 11

(3) ¥ = nimero de amostras positivas
{®) Entrs paréntesez = totsl de amos-
tras tesgtadas

a ki
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Tabela 15

Regultado dos Testes da Alividade de
culturas bacterianas em camundongos gwiss
aduliog, inpculados i.p. com 106 -~ 107 UFC
das amostras CI, H10, H13, 55 e 856 (%}

Animaig
Indculo Hgp Lagp
Salina 10 10
BH1 10 i0
Ci 10 10
R1Q 10 10
Hi3 5 3
85 & 5
58 1 &

{3) Rimero de animai® que sobreviveram, 24 horas
apés a inoculac¥o, entre 10 inoculados.



Tabela 16

RelacBio entre fendtipo (provas de WP, LDC e arabinose) e produclo de toxinas

Espécie T(%)  Arabinose LDC P Enterctoxinas (*) Citotoxinas (M
% K % X % ¥ 5 N % N

5. caviae a3 92 12 g8 5 2 g 0 23 3

A. hydrophila (25) 64 16 76 19 84 21 20 5 5 14

A gobria U2 25 3 91 9 75 3 83 10 31 11

{9) T = total de amostrag testadas de cada eapécie,
™) Btividade enterotoxignica: avaliada pele tests do camundongo recém-nascido.
4y Efeito citotdxico: observado em cultura de células Hela



5. DISCUSSXD

2 incidéncia de Aeromconag sp em alimentog foi maior nos
meses de ver3o. Entre Julho e Outubro, a média de isclamentos
ficou prdéxima de 23%, tendo cafdo para 7% em Novembro (fig. 12.
Mais de 50O% das anmostras foram isoladas entre Dezembro/83 e
Marco/90. Esta mesma variaglo sazonal foi observada em outras
reqgifes tropicais, com o isolamento da bactéria em fezes de
individuocs diarreicos e sadios (32,80,101). Neste trabalho, 350%
das amostras iscladas foram identificadas como A, hydrophila., 2
frequéncia de A. hydrophila em ambos os grupoes de alimento foi
aproximadamente igual; A, cavise foi encontrada principalmente enm
legumes e verduras e A. sobria foi isclada predominantemente nos
alimentos do grupo ! (tabela 2). Os dados de literatura indicam
ser A, hydrophila a espécie mais frequente no ambiente (32},
principalmente na agua. Namdari et alli (72} estudaram a Ecclogia
das trés espécies mesdfilas coletando amostras de dgua de rios,
lagos e esgotos, nos E.U.A. e Israel. A. caviae foi encontrada
com alta frequéncia nos locais de maior dispenibilidade de
nutrientes. Em locais pobres em nutrientes, a espécie
predominante foi A. hydrophila. Além do nivel trdfico, outre
fator que influiu no biotipo encontrade foi o pH. A frequéncia de
igsolamentos de A. caviae foi maior nog locais onde o pH da agua
foi  inferior a 5,8, Valores de pH acima de 6,5 tornam algumas
amostras de Aeromonams w@mp autolimitantes; este fenbmeno &

observade principalmente em A. caviae. O fato de a maiorias dos



isolamentos terem side em amostras do grupeo I, com uma alta
frequéncia de A. hydrephila parece indicar uma contaminagHo
através da 4dgua. Espécies de Aeromonas s¥c resistentes ao
tratamento da dgua com hipoclorito de sddio (52). Alguns aulores
+8m observado uma associaclo do fenbmeno suicida com certos
biotipos, sendo esta caracteristica de valor na identificac¢ioc de
algumas espécies. 0 cardter suicida também tem sido relacionado a
espécies n¥o portadoras de certas caracterfsticas de viruléncia

(7G2.,

Resultade de certo modo surpreendente foi a estreila
associaclo de espécies de A, sobria com amostras de carne
bovina ”in natura”. Das treze amostras de A, sobria isoladas,
apenas duas foram encontradas em verduras e uma em carne de
peixe. As demais foram isoladas de carne bovina., A digseminacHo
de espécies de Enterchactérias portadoras de determinados fatores
de coloniza¢¥o, em alimentos de origem animal, foi recentemente
investigada na Alemanha (62}, A& contaminacBo parece ser
favorecida para bactérias portadoras de certos fatores de
aderéncia. HNo caso de infeccles de ferimentos e septicemias,
alguns estudos (30} mostraram haver uma preféréncia de certass
amogtras de Aeromonas em colonizar o tecido muscular. Entre as
trés espdcies mesdfilas, A, caviese & isolada com a maior
frequéncia de fezes tanto de individuos sadios como de pacientes
com infeccBes intestinais {38); esta espécie também &é
predominante em encanamentos de esgoto, principalmente onde

contém alta concentragie de resfduos de alimentos. Uma posaivel
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explicag¥o para a alta frequéncia de Aeromonas sp (a maioria
A. caviae e A, hydrophila) em legumes e verduras geria 2
contaminacio pelo manuseio em condi¢Bes inadequadas de higiene
durante o processamento e através da dgua de irrigacHo da cultura

na horta.

Na andlise da eletroforese de DNA extracromossbmico, foi
verificade que a maioria das amostras iscoladas n¥o apresentaram

plasmidios. A eletroforese do DNA plasmidial foi efetuada em dois

momentos: logo apds o isolamento e identificacHo das amostras e
no fim do trabalho. As figuras 2 e 3 apresentam o perfil das
amostras portadoras de plasmidios, na 1iltima eletroforese.

Somente amostras de A. hydrophila perdersm o DNA plasmidial. Tem
sido observade (24,65) que muitas caracterfsticas assgociadas 23
viruléncia, comc resist®&ncia antimicrobiana e produgHo de
toxinas, s%0 codificadas por genes cromossdmicos, em espécies de
Aeromonas. HNo presente trabalho, é interessante notar que a
espécie com a maior propor¢do de amostrag portadoras de
plasmfdios (A, sobria) apresentou maior frequéncia de resultados
positivos no teste do camundongo recém-nascido (tabelas 4 e 3).
Entretanto, o8 experimentos realizados n¥o permitem fazer uma
afirmac3c segura gquanto A importlncia deos genes plasmidiais na
expresslo das caracteristicas de virulénecia destas amostras.
Dentre as amostras destituidas de plasmideos, a maioria nS3o
apresentou resultados positivos nos experimentos realizados,
mesme antes da perda do DNA exiracromosgémice. Por outro lado,

amostras positivas nestes testes, mantiveram suas caracter({sticas



guando perderam o DNA plasmidial.

A procura de marcadores fenotipicos associados com certos
fatores de viruldncia t8m sido frequente no estudo de alguns
microrganismesg., Em Aeromonag sp, a auséncia de pirazinamidase &
uma caracterfstica comum de zmostras de A, sobria. Este cardcter
tem sido sugeride como marcador de viruléncia da espécie (21).
Entre as amostras isoladas de alimento, somente uma apresentou
resultado negative no teste de pirazinamidase. HN8o pudemos
verificar nenhuma correlaclic degte fendtipo com oz proviveis

fatores de viruléncia estudades.

Hegte trabalho, o padr¥c de aderdncia foi avaliadeo pelo
cultivo dasz amostras em diferentes meios, utilizando-ze o teste
de hemaglutinagio frente a cinco tipos de hemdcia. Independente
da temperatura empregada, a aglutinac8o foi mais frequente com
hemdcias de cobaio e de galinha (Labela 5). A adicBo de D-manose
3 sugpensio de hemdcias reduziu ou abeliu o titulo hemaglutinante
das amostras. A menor proporcio de amostras hemaglutinantes foi
varificada na espécie A, caviae (Labela 6). Hog tesles feitos com
amostiras de origem humana, Sifaw (392} encontrou trés padrles de
hemaglutinaclo: aglubtinac¥o mancse-gensivel com hemdcias humanas,
aglutinacHo manogse—sgensivel com heméciag de carneiroe &
aglutinacfio manose-resistente com hemdcias humanas. 0 primeiro
padrio fol o© mais comum. Poucas das amostras esgtudadas neste
trabalho aglutinaram hem#cias humanas (Labelas 5 a 8. A dnica

amgestra com fimbrias (H13), dentre as analigadas ac microscdpico




sletrénico, aglutinpouy hemdcias de galinha, tanto em pregenca
quanto na auséncia de D-manose, e hemdcias de cobaio na auséncia
de D-manose {(tabela 7). Seis padr8es de aglutina¢Bo com hemacias
humanas foram cobservados por Atkinson et alli (4), entre amostras
de Aeromonag sp isoladas de individuos com disrrdia e amostras de
A, hydrophila enterotoxigénicas. Estas amoglrag aglutinavam
intensamente hemdcias humanazs, e a aglutinacBo poderia ser
inibida por L—-fucose, D-galactose ou D-mancse. Em alguns cagos, a
aglutinacBio era mediada por pili (4}, sendo que oz meioz que
melhor estimulavam a producfo de hemaglutininas eram TSA & d&gar
sangue (feito com hemdcias humanas). A presenca de fimbrias &
comum em espécies de Aeromonas, tanto em amostras isoladas de
casos de infec¢Bez intesbtinais, como em amostras do ambiente {(3).
Em alguns casces, a presenga de pili ni3o estd associada 2
hemaglutinag¢3o e amostras n¥o fimbriadag aglutinan certas
hemsdcias (5}, indicando a presenca de cutros proviveis falores de
aderéncia que n¥%o as fimbrias. A capacidade de autoaglutinagHo,
em Aeromonas sp, estd ligada a pregenca de S-layers, aderéncia e
resisténcia séricae. Amostras SP-PAB+ (43} apresentam forte
resisténecia sérica e letal idade para camundongos. Este fendtipo é
comum em amostras de A, sobrlia (49). Das 50 amostras estudadas,

apenas a amogtra 54 (A, sobria) apresentou esta caracterfstica.

A alta frequéncia de produclo de siderdforos e resisténeia
ao  goroe humano normal, observada nas amostras, coincide com osg
resultados obtidos em outros trabalhos (47,868,873, Em  Aeromonas

2p, parece haver uma associagHo entre estas duas caracterfsticas.
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0 papel dos siderdfores como fatores de virul@ncia tem sido
bastante estudado. Entretanto, n3o se sabe precisamente até que
ponto sua presenca & decisiva para colonizac¥e e, eventualmente
invas¥o do tecido do hospedeiroe. Outros sistemas de obtencio de
ferro, como as hemolisinas, podem ser encontrados em espécies
produtoras de giderdforos (68), Estudos adicionais gerio
necessdrios para estabelecer o verdadeiro papel dos siderdforos

come fatores de viruléncia.

Entre og fatores que atestam o potencial enteropatogénico
de Aeromonas sp, Iinclui-se a capacidade de produgdo de
enterotoxinas por amostras iseolades de diferentez origens, en
regifes geograficas distintas. Entretanto, a natureza do
componente ative nos ensaios de alga intestinal ligsada de coelho
e no teste de camundongo recém-nascido permanece desconhecida.
Grande parte dos estudos s¥o envoltos em controvérsia; uma das
questBes n¥o respondidas refere-se & agBo dos extratos de cultive
de amostras enterotoxigénicas sobre algumas linhagens de células
cultivadas emn laboratdrio, e a relagio do componente
enterctoxigénice com hemoliginas (95). Em um dom trabalhos
pioneiros sobre toxinas de Aeromonag sp, Cumberbatch et alli
(28), estabeleceram uma estreita correlacgfo entre a produgio de
citotoxinas, hemolisinazg & enterotoxinas. Nos estudos de Ljungh
et alli (64), demonstrou-se a purificagio de um componente
termoldbil do sobrenadante de culturas com atividade em alca
intestinal ligada de coelho, n3e hemclitico e com efeito

ssteroidogénice em células Y-1. Baseado na clagsificac8o de



Keusch e Donta (56), os autores identificaram a enterotoxina come
sendo do tipo citoténice. Em um trabalho mais recente, Stelma et
8114 (95) conseguiram neutralizar a atividade enterotoxigénica de
sobrenadantes de cultura de Aeromcnas sp com antissoro contra
beta-hemolisina, e sustentam que apesar de haver um componente
enterotoxigénico com efeito citot8nico nestes sobrenadantes,
trata-se de um determinante patogénico menos comum do que a beta-
hemclisina., Algumas explicac®es foram propestas para justificar
estas divergéncias de resultados. Aercomonas sp produzem uma
diversidade de substincias extracelulares e, frequentemente, tem
sido diffcil separar os componentes responsdveis por cada efeito
bioldgico. Além disto, aparentemente ocorrem variacBes geneticas
entre amostras iscoladas de diferentes regilies (26) e a taxonomia
de género n¥o parece bem definida (3,27). No presente trabalho,
oz resultados dos ensaiozm feitos com og extratos de cultura, ndo
nos permitem estabelecer uma asgociag¥o entre a produgHo de
enterctoxinas, hemolisinas e citotoxinas com todas as amosiras.
Houve uma variac¥Bo no comportamento toxig8nico. Embora a
frequéncia de produclo de hemolisinas e enterotoxinas tenha gido
igual, houve tanto amostras n¥o produtoras de hemolisinas e
enterotoxigénicas como amostras hemolfticas n¥o enterctoxigénicas
{tabelag 10 e 11). Praticamente todas as amostras hemoliticas
ligaram hemdcias humanas, o© meamc nHo ccorrendo com as hemidcias
de coelho e carneiro (tabela 11). Estag dltimas t8&m gido
identificadas como as maig resistentes as toxinas de Aeromonas =sp
(40). A atividade enterotoxigénica dos extratos de cultura foli

abolida com o Beu aguecimsnteo a 56 ©C por 10 minutoz. Em cultura



de células HeLa, todos o sobrenadantes das amostras
enterotoxigénicas apresentaram forte efeito citotdxico, com total
desprendimento do tapete celular da superficie da placa de
cultura. Algumas amozstrasg nEo enterctoxigénicas tambem
apresentaram efeito citotdxico - entre elas as amostras 05, 06 e
C8 de A. caviase f(tabela 13). A aplicag¥c de sobrenadantes
agquecidos (56 © C por 10 minutos) em cultura de cé&lulas Hela
induzia alteracBes que se manifestavam de vdrias maneiras;
. arredondamento, alongamento, perda de refringéncia, etc. Este
mesmo aspecto fol observade nas maicores diluicBez dos extratos
das amostras positivas. Provavelmente esta multiplicidade de
efeitos deve-se & presenca de mpais de um fator ativo no
sobrenadante das culturas. N3oc foi avaliada a viabilidade das
cédlulas sob a ac3o dos sobrenadantes agquecidos; aparentemente o
aquecimento dos extratos resultou em efeito do tipe citotbnico.
0 componente com efeito citotdxico e termoldbil deve ser o

elemento responsével pela atividade enterotoxigénica.

A wvalidade do teste do camundongo recém-nagcido., para
detecc¥o de amostras enterctoxigénicas de Aeromonar sp tem sido
colocada em divida. Alguns autorez (28,33} obtiveram resultados
positivos =omente no teste de alga ligada de coelhe. DBurke et
alli (14>, sugerem que, além da relac¥o peso do intestino/pesc
da carcaca, deve ser levado em considerac¥o a formac3c de fezes
diarrdicas pelos animais. O autor aponta a n¥3o observag8o desta
varidvel como razic dos resultados negativos cobtidos em oulros

trabalhos. HNo presente estudo, procuramos verificar o efeito dos



sobrenadantes de algumas amosbras positivas em alga ligada de
coelho. Us resgultados do Teste do camundongo recém nascido foram
conf irmados no teste de alcga ligada (dados n¥%o apresentados). O
guadre histeoldgico do intestino de coelho exposto a 0,5ml/5cm de
uma amostra enterotoxig®nica durante 16 horas apresentou as
mesmas alteracgBes demongtradag por Ljungh et alli (63), exceto no
que diz respeitc 2a descamagBo do epitélio (fig. 5 e 6):
deformacio de wvilogidades, alteracfoc de “brush-borders” &
presenga de infiltrado leucocitédrio. NHo foi observada sensivel

descamacio do epitélio,

Beguido da andlisge das caracteristicas asspciadas 3
viruléncia, algumas amostras foram selecionadas para avaliag3o do
seu potencial de patogenicidade em camundongos. Os animais
utilizados apresentam sensibilidade diferenciada para LPS de
Salmonella tiphimurium. O LPS é um produto ubique daz baclérias
gram-negativas, responsdvel por um grande nuimero de propriedades
inflamatdrias e imunomodulantes, sendo congiderado importante
fator de viruléncia dag bactérias septicémicas (20). No caso de
Aeromonas sp, tem sido creditado ac LPS o aumento de infeccles em
anffbios (&6); o seu papel em infecgBes humanas ainda & obscuro.
Em nossos experinmentos, as amostras de A, hydrophila ¢ A, sobria
enterotoxigénicas foram letais tanto para camundongos Lgp como
Hgp f(tabela 13). A amostra H10 (A. hydrophilal) e C1 (A. caviae),
n¥o produtoras de enterotoxina nie foram patogénicag para nenhum
dog doiag grupos. A inexisiLéncias de variagdo na regposta dos dois

grupos pode indicar um papel pouce relevante do LPS na




patogenicidade da bactéria para os animais, tende importincia
decigiva outres determinantes, Jjuntamente com as enterotoxinas;
adicionalmente, o« processo de sele¢fo pode ter afetado algum
componente do sistema imune essencial para a resposta a outros
fatores de wviruléncia da bactéria, que n3c a endotoxina,

aumentandoc a suscepltibilidade destes animaisa.

Certas caracteristicar bicquimicas, referidas por alguns
auteores (15, 17, 18) como importantes para identificacgio de
egpécies enteropatogénicas foram encontradas &m gatreita
associacio com a capacidade de producdo de enterotoxinas (tabela
16). Estes resuliados confirmam a possibilidade de identificacHo
de espécies portadorss e certog fatores de wvirul&ncia pelas

andl ise de apenas alguns marcadores fenotipicos.

0 imclamentce de Aeromonas zp de alimentog nic tem sido
incomum; numa recente revisido scobre o assunto, Buchanan et alli
{13) chegam a sugerir a inclus¥c de A. scbria & A. hydrophila
entre as bactérias potencialmente c¢ausadoras de intoxicacHo
alimentar, Entre os fatores que  justificam a frequéncia
relativamente alta de Aerocmonag sp em alimentos, o mais
importante talvez seja a resisténcia ao tratamento da dgua com
gais de cloro. Sendo a maicria das bactédrias sensiveis a egles
compostes, a possibilidade de coloniza¢8c de ambientes clorinados

repregsenta grande vantagem adaptativa.




&. CONCLUSXOD

A despeite do grands nimero de referéncias na literaturs
sobre Aeromonas sSp, as evidéncias parecem ainda insuficientes
para considerd-las comec agentes primdrios de infeccles. Esta
obgservacHo & valida especialmente no caso de infeccles
intestinais. HNio se tem estabelecida uma associacgBo estreita
entre certos fatores de viruléncia e patogenicidade, como no caso
dos enteropatdgenos cléssicos come E,. coli e Vibrio cholerae.
Muitos trabalhos apresentam resultados conflitantes e favorecen
interpretacles diferentes contribuindo para uma certa confusio. 0O
papel das adesinas e enterotoxinas n¥o estd completamente
elucidado. As primeiras %0 encontradag tantoc em amostras do
ambiente como em amostras isoladas de casos de infeccgfes.
Sobrenadantes de cultura de Aeromonas apresentam uma diversidade
de produtos extracelulares. Uma questio persistenite refere-se 2
natureza da atividade destes slementos em cultura de célula e em
ensaios come o tegte de alga intestinal ligeda de coelho e o
teste do camundongo recém-nascido. Tem gido diffcil identificar
quantos e quais og agentes com atividade de enterotoxina., Dados
de Epidemiclogia ainda s3o escassos. No Brasil muite pouco
trabalhos tém sido feitos. 0O conhecimento da Ecologia e vias de
trasmigsdo € de particular interesse na caracterizacioc de uma
espécie enteropatogénica. Baseado nos resultados deste trabalho,
ag geguintes cbservacfes podem ser feitas:

1- Conforme mencionado na literatura, Asromonag sp sdo
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ubiquas, sendo presentes com relativa frequéncia em alimentos.
Fntre as trés espdcies mesdfilasz, A. hydrophila foi encontrada em
maior proporcio nos espécimes de alimentos anal isados; B eapecie
A, caviae esteve associada principalmente a legumes e verduras e
A. s=scbria s alimentos de origem animal. A frequéncia de
Aercomonag sp foi maior nos meses quentes.

2= Uma grande proporg3io das amostras isoladas de
al imentos apresentam fatores de viruléncia caracterfisticog das
bactérias enteropatogénicas clédssicas: produglo de enterotoxinas,
hemoliginas, citotoxinas, registéncia =aos fatores aseéricos do
complemento e produclo de siderdforos.

3~ Nem todas as amostras foram portadoras de plasmfdios;
apesar de a maior frequéncia de amostras portadoras de DHA
extracromossfmico coincidir com a espdcie com 3 maior proporcio
de amostras enterotoxigénicas, ndo foi realizado nenhum
experimento gque permitizse estabelecer uma correlacgic posgitiva
entre estas caracterfsticas.

4 A presenca de f{mbrias foi verificada em apenas uma
entre dez amostras portadoras de plasmidios, observadas ao
microscdpio eletrdnico de transmissdo.

5~ Um padr3o hemaglutinante definido foi observado antre
as amostras: a maioria aglutinou hemdcias de cobaio e gal inha,
tanto na presenga como na ausénecia de D-manose. A2 amostira
portadora de ffmbria menciconada no item anterior aglutinou
hemdcia de boi (manose-resistente), de cobaio (manose-sensivel) e

de galinha {(manose-sensivel e manose-resiatente).
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A identificac¥o destas amostras como patdgenos em potencial
exige estudes adiciconais. De fundamental importéncia seria o
conhecimento da frequéncia de portadores de amostras capazes de
expressar alguns destes fatores de viruléncia, na populagdo

local.
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7. "Aeromonas sp — Incidence in Retail Foods and Study of

Some Virulence Associated Characteristics”

In a survey carried out between mid 1989 and early 13350, at
the food processing plant of the University of Campinas (UHICAHP)
Restaurant, Aeromonag sp could be isolated in 31 out of 100
grocery specimens collected. The organisms, mostly isolated in
the Summer, were classified at species level. The species
isolated at the higher frequency was A. hydrophila. A, caviae was
cultured mainly from vegetable foods and A. sobria from specimens
of animal origin. All igolates were submitted to plasmid
extraction and DNA electrophoresis. Plasmid DNA was shown to be
present in 38 % of the isclates. Upon identification and
characterization, the stocked cultures were tested for the
following virulence related characteristics: haemaglutinating
ability and fimbriae expression, toxin and siderophore
production, serum resistance and mouse lethality. In addition,
some tests were performed in an attempt to identify wvirulence
markers commonly associated with the genus: autoagglutination,
pyrazinamidase activity and the suicide phenomenon. Most isolates
agglutinated chicken~ and guinea pig red blood cells, in presence
and absence of D-mannose. Horse, human, sheep and bovine
erythrocytes were also tested. Fimbriae was present in one out of
ten plasmids expressing isolates observed. Enteroloxins tepls was
performed by the suckling mouse assay; some isolatem were algo
submitted to the rabbit ileal loop test, The ability to produce

enterctoxin was detected in 32% of the iszolatez. The enterotoxin
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activity was abolished by heating the culture supernatants at
56°C for i0 minutes. Four enterctoxigenic and two non-
enterotoxigenic isclates as delected by the suckling mouse test
were also assayed in rabbit ileal loop. The resultes of the
suckling mouse test were confirmed by the rabbit ileal loop
asgay. Sections of the rabbit intestine inoculated with positive
supernatants were gsubmitted to histologycal analysis. The
following alterations could be observed: villus deformation,
degtruction of the crypts and presence of a predominant
polymorphonuclear infiltrate, The supsrnatants were alsoc added to
Hel.a and Verc cell cultures. The activiiy of culture extracts in
cell monoclayers manifested through complete detachment of tLhe
cellg from the microplate wells. Thisg effect lasted in dilutions
az high ag 1/204B. Under action of heated (56 © C/ 10 min.)
extracts the alterations observed seemed to result from osmotic
imbalance: rounding, vacuolation and shrinking. Serum resistance
and siderophore production were detected in all isolates. Test in
vivo was conducted by the i.p. inoculation of viabkle counts in
high responder (Hgp) and Low responder (Lgp) mice. These animals
are gensitive (Hgp) and resistant (Lgp) to Salmonellsz tiphimurium
LPS. Enterotoxigenic isolates killed about 5 ocut of 10 animals
inoculated with 107 CFU  of bacteria, in up to 24 hrzg. Hon-
enterotoxigenic isolates were not lethal to mice. It was found
that virulence markers such as autcaglutination, suicide
phenomenon and pyrazinamidase activity were not associated with

the virulence characterigtics gtudied in this research.




B

LR

e

BIBLIOGRAFIA

Agger, A. W.; J. D. McCormick; and M. J. Gurwith. 1985, Cli-
nical! and Microbiological Features of Aeromonag hydrophila
Associated Diarrhea. .J. Clin. Microbiol. 21:909-913.

Altwegg, M. 1985. Aeromonas caviae: An Enteric Pathogen 7
Infection. 13:228-230.

Altwegg, M. and H. K. Geiss. 1983, Aeromonaz az a Human Pa-
thogen. Crit. Rev. Hicrobiol. 16:253-285.

Atkinson, H. M. and T. J. Trust. 1980. Hemagglutination Pro-
perties and Adherence Ability of Aeromcnas hydrophila. In-
fect. Immun. 27:938-946,

Atkingon, H. M.; D. Adams; R. 5. Savvas and T. J. Trust.
1987. Aeromonas adhesins antigens. Experientia. 43:372-374.

Agasc, T.; Y. Kinoshita; S. Kozaki; T. Uemurs and G. Sakagu-
chi, 1284, Purification and Some Propertieg of
Aeromonas hydrophila Hemolysin. Infect. Immun. 46:122-127.

Bagg, A. and J. B. Neilands. 1987. Molecular MNechanism of Re-

gulation of Siderophore-Mediated Iron Assimilation. MHicro-

hiol. Rev. 81:509-514.




L

10,

11,

12.

a8

Barghouti, S.; R. Young; M. 0, J., Olson; J. E, L., Arceneaux;
.. W. Clem and B, R. Byers., 1989. Amonabactin, A Novel
tryptophan— or Phenylalanine-Containing Phencolate Siderop-

hore in Aeromonag hydrophila. J. Bacter. 171:1811-1816.

Bernheimer, A. W. and G. Avigad. 1974. Partial Characteriza-
tion of Aerclysin, a lytic exotoxin from A, hydrophila.

Infect. Imnun. 9:1016-1021.

Birnboinm, H. €. and J. Doly. 1883. A Rapid Extraction Proce-
dure for Screening Recombinant Plasmid DNA. Nucleic Acid

Res. 7:1513-1523

Black, R. E. 19%0. Epidemiology of Travelers Diarrhea and Re-
lative Importance of Various Pathogens. Rev. Infect. Dis.

12 (supplement 1}:732-78

Boulanger, R.; R. Lallier and G. Cousineau. 1977. Isolation
of Enterotoxigenic Aeromenag from Fisgh., Can. J. Hicrobiol,

23:1161-1164.

Buchanan, R. L. and 8. A. Palumbo. 1985, Aercomonas hydrophila
and Aeromongs sobria as potential food poisoning species: a

Review. J. Food Bafebty. 7:15-29,




14,

15,

16,

17.

8.

13.

Burke, V.; J. Robinson; R. J. Berry and M, Gracey. 1981. De-
tection of Enterotoxins of Aeromonas hydrophila by a Suck-

ling-Mouse Test. J. Med. Microbiol.114:401-408.

Burke, V.; J. Robinson, H. M. Atkinson and M. Gracey. 1382
Biochemical Characteristics of Enterotoxigenic Aeromonas sp

J. Clin. Microbiol. 15:48-52.

Burke, V.; M. Gracey; J. Robinson; D. Peck: J. Beaman and C.
Bundell. 1983. The Hicrobiology of Childhood Gastroentere-
tis: Aeromonas Species and Other Infective Agents. J. In-

fect. Dis. 148:68-74.

Burke, V.; .J. Robinson; J. Beaman; M. Gracey; M. Leasmana: R.
Rockhill; P. Echeverria and ¥, Janda. 1883. Correlation
of Enterotoxicity with Biotype in Aeromonas spp. J. Clin.

Microbiol., 18;1196-1200.

Burke, V.; J. Robinson; M. Cooper; J. Beaman; K. Partridge;
D. Peterson and M. Gracey. 1984. Biotyping and Virulence

Factors In Clinical and Envirconmental lsolates of Aeromonaz

Species. J. Clin. Microbiol. 47:1146-1149,

Burke, V.; J. Robinson and M. Gracey. 1987 Enteroctoxins of

Aeromonas Species. Experientia. 43:368-363.




K

20. Burrel, R. Immuncmodulation by Bacterial Endotoxin. 1930,

Crit. Rev. Micrebiol. 17:183-208

21. Carnahan, A. M.; L. Hammontree; L. Burgecis and 5. W. Joseph.
1990. Pyrazinamidase Activity As A Phenotypic Marker for
Several Aeromonas spp. Isolated from Clinical Specimens. J.

Clin. Microbiol. 28:391-392.

22. Chakraborty, T.; M. A. Montenegro; S§. C. Sanyal; R. Helmuth;
E. Bulling and K, N. Timmia. 1984. Cloning of Enteroctoxin
Gene from Aeromonas hydrophila Provides Conclusive Evidence

of Production of a Cytotonic Enterctoxin. Infect. Immun.

46:435-441.

23. Chakraborty, T.; B.Huhle; H,Hef; H.Bergbauer and ¥.Goebel.
1987 Marker Exchange Mutagenssis of the Aerclysin Determi-
nant in Aeromonas hidrophila Demonstrates the Role of Ae-
rolysin in A, hydrophila-Associated Systemic Infections.

Infect., Immun. 55:2274-2280.

24. Chang, B. J. and §. M. Bolton., 1987. Plasmids and Regislance
to Antimicrobial Agents in Aeromonas sobria and
Aeromonas hydrophila Clinical lsolates. Antimicrob. Ag.

Chem. 31:1281-1282.

25. Champsaur, H; A. Andremount; D. Mathieu; E. Rottman and P,

Auzepy. 1982. Cholera-like Illness Due to




26.

27.

28,

29,

30.

Aeromonaz sobria, J. Infect. Dig. 145:248-254.

Chopra, A. K.; C. W. Hoston and A, Kurosky. 1931. Genetic Va-
riation In Related Cytolitic Toxing Produced by Different

Species of Aeromonam. FEME Microbicl, Letters. 78:231-238.

Colwell, R. R.; M. T. MacDonell and J. de Ley. 198&. Proposal
t.o Recognize The Family Aeromeonadaceae fam. nov. Int. .J.

Syst., Bcot 36:473-477.

Cumberbatch, N; M. J. Gurwith; C. Langston; R. B. Sack and J,

L. Brunton. 1979. Cytotoxic Enterotoxin Produced by
Aeromonas hydrophila: Relationship of Toxigenic lsolates To

Diarrheal Dizeage. Infect. Immun. 23:823-837.

Daily, 0. P.; 8. W, Jogeph; J. C. Coolbaugh; R. I. Walker; B.
R, Merrell; D. ¥. Reolline; R, J. Seidler; BR. R. Colwell and
C. R. Liggner. 1981. Association of Aeromonas sobria with

Human Infection. J. ©1lin. Hicrobiol. 13:769-777.

Davie, W. A.; J. §. Kane and V, F.0aragugi., 1978. Human
Aeromongg Infections. A Review of the Literature and A Casge

Report of Endocarditis. Hedicine. 57:267-276.

Denis, F. 1371. Contribution 3 1 stude des Bactéries hétéro-
trophes du milieu marin;: Inventaire de 2700 Souches. Thésze

de Sciences. Portier. France.




23

32, Deocdhar, L.P,; K. Baraswathi and A, Varudkar. 1931.

Aeromonas spp and Their Association with Human Diarrheal

Digeage. J. Clin. Microbiol. 29:853-836,

33. Debrescu, L. 1978, Enterotoxigenic Aeromonas hydreophilas from

a Case of Piglet Diarrhoea. Vet., Med. 25:713-718.

34, Deoley, J. 8. G, and T. J. Trust. 1988. Surface Composition
of Aeromonag hydrophila Strains Virulent for Fish: Identi-
fication of a Surface Array Protein. J. Bacteriol. 170:4939~

506.

35, Evans, D. J. Jr.; D. G. Evang and &, L. Gorbach. 1973. Pro-
duction of Vascular Permeability Factor by Enterotoxigenic
Escherichia coli isolated from Man. Infect., Immun. 8:725-

730,

36. Evans, D. G.; D. J. Evane Jr. and W. Tjoa. 1977, Haemaggluti-
nation of human group A erythrocytes by enterctoxigenic and
enteropathogenic Eacherichia coli isolated from adults with
diarrhea: correlation with colonization factor. Infect Im-

mun. 18:;330-337.

37, Bwing, ¥. H. 1986. Edwards snd Ewing ldentification of
Entercbacteriaceae. 4th Edition. Elsevier Science Publish-

ing Co.; Inc Hew York.




38. Figura, N.; L. Marri; 5, Verdiani; C. Ceccherini and A. Bar-

beri. 1986. Prevalence, Species Differentiation, and Toxi-
genicity of Aeromonas Strains in Cases of Childhood Gastro-
troenteritis and in Contrels. J. Clin. Microbiol. 23:585-

592.

39 Finegeld, &. M. and E. J. Baron. 1986. Diagnostic Microbiolo-

gy. 7a.Ediglo. p.B74. The C. V. Hosby Company. Bt Louis,

Migsouri USA.

40. Freer, J. H. 1890. Membrane Damage Caused by Bacterial To-

41.

®xins: Recent Advances and New Challenges. Natural Toxins.

pp.189-211. Oxford Publishers. London U. XK.

Freij, B. J. 1887, Extraintestinal Aeromonas and Plesiomonas

Infections of Humanzm. Experientia. 43:359-380.

42. Gracey, M; V., Burke and .J. Robinszon. 1982. Aeromonas Associa-

t.ed Gastroenteritis. The Lancet. 2:1304-1306.

43, Guinee, P, A. M.; J. Veltkamp and W. H. Jansen. 1377. Impro-

44,

ved Minca Medium for the Detection of K99 antigen in Calf
Enterctoxigenic Strains of Escherichia coli. Infect. Immun.

15:676-678,

Hill, K. R.; Caselitz, F. R, and Moody, L. M. 1954. A& case of




46 .

47 .

48.

43,

50.

95

acute, metastatic myositis caused by a new organism of the

family Pseudomonadaceae. West Ind. Hed. J. 3:9.

Hokama, A.; Y. Honma and N. Nakasone. 1890, Pili of
Aeromonag hydrephila Strains as a Possible Colonization

Factor. Microbiol. lmmunol. 34:901-913.

Honma, Y. and N. Nakasmone.1990. Pili of Aeromonas hydrophila:
Purification, Characterization and Biclogical Rele. Micro-

bicl., Immunol. 34:83-98

Janda, J. M.; R. Brenden and E. J. Botteone, 1384. Differen-
tial Susceptibility to Human Serum by Aeromonas spp. Curr.

Microbiol., 11:325-328,

Janda, J. M, 1985. Biochemical and Exocenzymatic Properties of

Aeromonas Species. Diagn. Microbiel. Infect. Dis. 3:223-232

Janda, J. H.; L. 8. Oshiro; 8. L. Abott and P, 5. Duffey.
1887. Virulence Markers of Hesophilic Aeromonads: Aspocia-
tion of the Autoagglutination Phenomenon with Mouse Patho-
genicity and the Presence of a Peripheral Cell-Associated

Layer. Infect. Immun. B55;3070-3077.

Janda, J. ¥, and P, §. Duffey. 1988. Mesophilic Aeromonads in
Human Disease: Current Taxonomy, Laboratory Identification

and Infectious Disease Spectrum. Rev. Infect. Dis. 10:380~




51.

52,

o3,

5%,

56,

Ph

8987 .

Jones, G, W, 1977. The atachment of bacteria to the surfaces
of animal cellg. In:Reissig, J. L. {(ed.?, Hicrobial Inte-
ractiong, receptors and recognition, meries B, vel. 3,

pp 139-176. Chapman and Hall. London, U.K.

Kaper, J. B.; H. Lockman and R. R. Colwell. 1281.
Aeromcnagp hydrophila: Ecology and Toxigenicity of Isolates

from an Estuary. J. Appl. Bacteriol. B0:353-377.

Kandolo, K. and G, Wauters. 1985, Pyrazinamidasge Activity in
Yerasinia enterocolitica and Related Organisms. J. Clin. Hi-

crobiol. 21:980-3982.

Kay, B. A.; C. E. Guerrero and R. B. Sack. 1985. Media for
the isolation of Aeromonas hydrophila. . Clin. Hicrobiel.

22:888-890.

Ketover, B. P.; L. §. Young and D, Armstrong. 1973. Septice-
mia Due to Aeromeonas hydrophila: Clinical and Immunclogical

Aspects J. Infect. Dis. 127:284-280.

Keugeh, 8. T. and 8. T. Donta, 1975, Classification of Ente-
rotoxing on the Base of Activity in Cell Culture, J. Infect

Dis. 131:58-63.



57, Kokka, R. P.; H. A. Vedros and J. M. Janda. 13390. Eletropho-
retic Analysig of the Surface Components of Autoagglutina-
ting Surface Array Protein-Positive and Surface Array Pro-
tein-Negative Aeromonas hydrophila and Aeromonas acbria. J.

Clin. Microbiol. 28;:2240-2247.

58. Kozaki, §.; K. Kato; A. Kurokawa; Y. Kamata; T. Asac and G.
Sakaguchi. 1988. Production of Monoclonal Antibody Against
Aeromonas hydrophila Haemolysin. .J. Hed. Hicrobiol. 25:187-

120.

59. Kuijper, E; A. 0. Steigerwalt; B. §. C. I. M. Schoenmakers;
M. F. Peeterm; H. C. Zanen and D. J. Brenner. 198%9. Pheno-
pic Characterization and DNA Relatedness in Human Fecal I-

solates of Aereomensa s=pp. J. Clin. Nicrobiel., 27:132-138.

&0, Leclere, H. and R, Buttiaux. 1962. Frégquence des Aeromonas

dang les sux d Alimentation. Ann. Inst. Pasteur. 103:37-

100.

£1. Lee, K. K. and A, E, Elljg. 1990. Glicerophosphelipid:Choles-
terol Acyltransferase Complexed with Lipopelysaccharide
(LPS) iz a Major Lethal Exctoxin and Cytolysin of
Aeromonag salmonicida: LPS stabilizes and Enhances Toxicity

of the Enzyme. J. Bacteriol.:172:53B2-35383.




B2 .

63,

54,

65,

&7.

68,

Lehmann, ¥. 1989. Zum Vorkommen von Adharenzfaktoren bei
Enterobacteriaceas aus der bakiericlogischen Fleischun-
tersuchung und aus lebensmittelhygienischem Untersu-

chungsmaterial Arch. Exp. Veit. Hed. 43:821-834.

Ljungh, A. and T. Kronevi. 1982. Aeromona®s hydrophila Toxins.
Intestinal Fiuid Accumulation and Hucosal Injury in Animal

Hodels. Toxicon. 20: 397-407.

Ljungh, A.; P. Eneroth and T. Wadstrom. 1982. Cyltotonic Ente-

rotoxin from Aeromenas hydrophila. Toxicon. 20:787-794.

Ljungh, A. and T. Wadstrom. 1982. Asromconas Toxins. Pharmac.

Ther. 15:3338-334.

Ljungh, A, 1987. Aeromonas - Toxins and Other virulence Fac-

tors. Experientia. 43:367-368.

Lopes, J, F.; J. Quesada and A, Saied. 1368. Bacteremia and
Osteomyelitis due to Aeromonas hydrophila: A Complication
during the Treatment. of Acute Leukemia. Am. J. Clin, Pa-

thol. 50:587.

Magmed, G.; J. E. L. Arcenesux and B, R. Byers. 1591. Acqui-
gition of lron from Host Sources by Mescphilic Aeromonasg

Species. J. Gen. Microbicl., 137:237-241




£3.

73,

71,

2.

74,

75,

Martinez, J. L.: A. Delgado~Iribarren and F. Baquere. 1930,
Mechanismg of Iron Acquisition and Bacterial Virulence.

FENS Hicrobiol. Rev. 756:45-56.

Namdari, H. and E. j. Bottone. 1988. Correlation of Buicide
Phenomenon in Aeromonas Species with Virulence and Entero-

pathogenicity. J. Clin. Microbiol. 26:2615-2619.

Hamdari, H. and E, J. Botteone. 1989. Buicide Phenomenon in
Mesophilic Aeromonads as a Basis for Species Identification

J. Clin. HWicrobicl., 27:788-789,

MNamdari,H. and V. J. Cabelli. 1989. The Suicide Phenomenon in

Mot ile Aeromonads. Appl. Env. Microbiol. 55:543-547.

Nandari, H, and E. J. Bottone. 1990. Microbhiological and Cli-
nical Evidence Supporting the Role of Aeromonas caviae as

Enteric Pathogen. J. Clin. Hicrobiol. 28:837-840.

Namdari, H. and E, J. Bottone. 1930. Cytotoxin and Entero-
toxyn Production as Factors Delineating Enteropathogenicity

of Aeromonag caviae. J. Clin. Hicrobiol. 28;179396-1798,

Namdari, H. and V. J. Cabselli. 1320, Glucose-MNediated Catabo-
lite Repression of Tricarboxylic Acid Cycle as a Explana-
tion For Increagsed Acebtic Acid Production in Suicidal

Aeromonas Strainsg. J. Bacteriol. 172:4721-4724.



Lo

76. Ong, K. R.; E. Sordillo and E, Frankel. 1991. Unusual Case of
Aeromonas hydrophila Endocarditis. J. Clin. Microbkiol. 29:

1056-1057.

77. Payne, 5. M. 1388. Iron and Virulence in the Family

Entercbacteriaceae. Crit. Rev. Nicrobiol. 16:81-111.

78. Pazzaglia, G.; J. R. Escalante; R. B, Sack; C. Rocca and V,
Benavideg. 1930. Transient Intestinal Colonization by Hul-
tiple Phenctypes of Aeromenas species During the First Week

of Life. J. €lin. Microbiol., 28:1842-1846.

79. Pazzaglia, G,; R, B. Sack; E. Salazar; A. Yi; E. Chea; R,
l.eon Barua; C. E, Guerrero and J. Palomino. 1391. High Fre-
quency of Ceinfecting Enteropathogens in Aeromcnas-Associa-
t.ed Diarrhea of Hospitalized Peruvian Infants. J. Clin. Mi-

crobiol. 29:11561-115%

80. Pitarangsi, C.; P. Echeverria; R. Whitmire; C. Tirapat; 3.
Formal; G. Dammin and M. Tingtalapong. 1882.
Enteropathogenicity of Aeromonag hydrophila and
Pleziomonas shigelloides: Prevalence Among Individualsz With

and Without Diarrhea in Thailand. Infect. Imm. 35:666-673.

81. Popoff, M. and R, Lallier. 1984. Biochemical and Zorelogical



Characteristics of Aeromonas. Methods in Microbiology. vol.

16. pp 127-145. Academic Press. London U.K.

82. Pepoff, M. Genus 1]1. Aercomonas. Kluvier and van HNiel 193&;
in: Bergey s Manual of Systematic Bactericlogy, Vol. 1;
Krieg, N. R. and Holt, J. G.; Eds. Williams & Wilkins, Bal-

timore; 1984, 545.

83, Price, N. C.; R. M. Bankas; C. M. Campbhell; D. Duncan and L,
Stevens. 1990. The Specificity of the Major (70 Kda) Prote-
ase Secreted by Aeromonas salmonicida. J. Fish Dis. 132:49-

28.

84 Rizzo, E.; H, N. Tuchyia & C. H., Martines. 1283. Técnicas Ba-
sicas de Cultura Celular {(Apostila). Institutco Butant¥ e

Instituto Adolfo Lutz. S%c Paulo, Brasil.

85. Reffley, P. E. and J. M, Pemberton. 1990. Cloning and Expres-
zion of an Aeromonas hydrophila Chitinazge Gens in

Escherichia celi. Curr. Hicrobiol. 21:329-337.

86, Sant“Anna, 0O; 8. Massa; D. Monton; Y. Bouthillier; Jean-Claud
Menel; 0. M. Ibanez; R. Vasmao; M. de franco; R. Bellinati;
M. Biqueira and G, Biozzi. 1989. Salmonella typhimurium In-
fection in High and Low antibody Regponder Hice: Inverse
Correlation Between Antibody Respongiveness and Resistance

to Infection., FEMS Hicrobiol. Immunol. 47:485-472,




94, Snower, D. P.; C. Ruef; A. P. Kuritza and §. C. Edberg. 1383.
Aeromonap hydrophila Infection Associated With the Use of

Hedicinal Leeches. J. Clin., Hicrobiol. 27:1421-1422,

95, Stelma Jr., G. N.; €. H. Johnson and P, Spaulding. 1386. Evi-
dence for Direct Involvement of Beta-hemolysin in
Aercomonas hydrophila Enteropathogenicity. Curr. Microbiol.

14:71-77.

96, Toledo, ¥. R. F.; C. F. Fontes & L., R. Trabulsi. 13982. EPH -
ModificacHo do Meio de Rugsi & Araujo para a RealizacgHe do
Teste de Producglo de Gés a partir de Glicose, HpS, Urease e
Triptofano-Desaminase. Rev. Microbiol. (S3o Paulo,Bragill,

13:309-315.

97. Toledo, M. R. F.; C. F. Fontes & L.. R. Trabulgsi. 1982. HILI-
Um Heio para a Realizag¥oc dos Testes de MNotilidade, Indol e
LLisina Descarboxilase. Rev. Hicrobiol. {5%c Paulo,Brasil! 3,

13:309-315.

98. Van der Koeij, D.; A. Vigser and ¥. A. M. Hijnen. 1380,
Growth of Aeromonas hydrophila at low concentrations of
substrates added to tap water. Appl. Env. Microbiol. 33:

11388,




@4

99, VYon Grasvenitz, A. 1987 . Ressarch on Asromonag and

Plesiomonass. Experientia, 43:348-349.

100.Wadstrom, T.; A, Ljungh and B, ¥retlind. 1376. Enterctoxin.
Haemalysin and Cyltotoxic Protein in Aeromeonas hydrophila
from Human Infections. Acta Patheol. Wicrobiel, Scand. Sect.

B. 84:112-114.

101 .Wadetrom, T. 1387. Aeromonaa and Plesiomones, Enteric Infec-

t.ion and Fecal Carriage. Experientia. 43;362-363

102 .Wohlgemuth, K.; R. L. Pierce and C, A. Kenkbude. 1372. Bovi-
ne Abortion Associated with Aeromonas hydrophila., J. Am.

Vet., Hed. Aszsoc. 160:1001-1002.

103.Wretlind, B.; R. Mollby and T. Wadstrom. 1571. Separation of
Twe Haemolysins from A, hydrophila by Isoelectric Focusing.

Infect. lamun. 4:5803-505,




