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Resumo

As bactérias do género Aeromonas estdo amplamente distribuidas no meio
ambiente, especialmente no ecossistema aquatico. Encontram-se implicadas em vérias
infeces animais e sdo cada vez mais reconhecidas como patogénicos humanos. Os
diferentes tipos de infecdo/doenca humana que Aeromonas podem causar bem como o
dificil diagndstico clinico e identificacdo laboratorial, tornam esta bactéria uma grande
preocupacao para a comunidade médica. Tais infecBes incluem as gastrointestinais, pele
e tecidos moles, intra-abdominais, respiratdrias, oculares, trato urinario, meningite e
septicemia.

Além das infecdes, a problematica compreensdo taxonomica e a complexa
classificacdo, 0 crescente reconhecimento da sua patogénese, a indeterminada
prevaléncia correta das infecGes a escala global e o desenvolvimento de resisténcias a
varios antibidticos tornam cada vez mais preponderante a investigacdo sobre esta
bactéria.

De forma a compreender o real papel de Aeromonas nas infegdes humanas bem
como toda a controvérsia que recai sobre esta bactéria, foi realizada uma ampla revisdo

sobre este emergente patogénico humano.

Palavras—chave: Aeromonas, infe¢Ges, humanas, patogénico.



Abstract

Aeromonas genus bacteria are widely spread in the environment, with special
focus on aquatic ecosystems. They are the cause of several infections on animals and
are, now more than ever, acknowledged as important human pathogens. Since this
bacteria can cause different types of infections/diseases, clinical diagnosis is difficult,
just as laboratory identification, making it a rising concern amid the medical
community. Such infections include systems such as gastrointestinal, skin and soft
tissues, intra-abdominal, respiratory, ocular, urinary tract, meningitis and sepsis.

Besides the increasing infection incidence due to this genus, problematic and
complex taxonomy and classification, increasing pathogenesis knowledge,
undetermined infections prevalence at a global scale and resistance development to
different antibiotic classes became motives to why the research on these bacteria is
fundamental.

As a way to better understand the role of Aeromonas on human infections as
well as all controversy surrounding this theme a revision and compilation about this

pathogen was performed.

Key words: Aeromonas, infections, human, pathogen.
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Introducao

1. Introdugéo

As bactérias do género Aeromonas sdo Gram negativo, vulgarmente em forma
de bacilos, anaerobias facultativas, pertencentes a familia Aeromonadaceae (Martin-
Carnahan & Joseph, 2005). A sua taxonomia e classificacdo sdo complexas e tem-se
assistido a diversas alterac6es ao longo dos anos (Abbott, Cheung & Janda, 2003).

Os microrganismos Aeromonas sd0 comuns no ecossistema aquatico sendo
muitas vezes associados a infecGes em animais como répteis, anfibios e sobretudo
peixes (Gosling, 1996; Martino et al., 2011). No entanto, nos ultimos anos tem-se
verificado um aumento de casos de infecbes humanas por Aeromonas (Obi,
Ramalivhana, Samie & Igumbor, 2007), o que tem despertado o interesse da
comunidade cientifica para este emergente patogénico humano.

Estas bactérias encontram-se amplamente distribuidas no globo e podem causar
uma grande variedade de infecbes no hospedeiro humano, nomeadamente infe¢Oes
gastrointestinais, pele e tecidos moles, oculares, intra-abdominais, respiratorias, do trato
urinario, meningite e septicemia (Janda & Abbott, 1998; Kumar et al., 2012; Mandal,
Dhodapkar, Acharya, Sastry & Parija, 2010). Este microrganismo foi mencionado ha
mais de 50 anos como possivel patogénico gastrointestinal (Lautrop, 1961). Todavia,
matem-se alguma controvérsia sobre o papel de Aeromonas como bactéria
enteropatogénica sobretudo pelo facto de individuos imunocompetentes assintomaticos
poderem conter a bactéria nas fezes (Edberg, Browne & Allen, 2007). Sdo considerados
agentes oportunistas e tém maior incidéncia na populacdo pediatrica e geronte bem
como nos individuos com o sistema imunitéario debilitado, sendo as principais fontes de
infecdo a 4gua e os alimentos (Daskalov, 2006; Lamy, Kodjo, Group the colBVH Study
& Laurent, 2009).

Na presente monografia, serd realizada uma breve analise sobre a taxonomia e
classificacdo desta bactéria, realcando o seu estado atual. Posteriormente caracterizar-
se-a Aeromonas quanto ao habitat, perfil fenotipico e bioquimico bem como o possivel
mecanismo de infecdo com base nos varios fatores de viruléncia que apresentam. O
maior destaque vai ser dado as infe¢cbes humanas e a distribuicdo quantitativa desta
bactéria na populacdo. Em seguida, sera feita uma breve revisdo sobre os varios
métodos convencionais de detecdo e identificacdo e mencionar-se-4 as metodologias
moleculares mais apropriadas para os laboratérios com andlise de rotina. Seréo referidos

ainda os possiveis tratamentos, incluindo a terapéutica antibidtica (com referéncia a
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InfecGes por Aeromonas

possiveis resisténcias) e intervengdes médico/cirargicas. Por fim, e ndo menos

importante, serdo indicadas possiveis medidas de prevencao.

2. Taxonomia e Classificacéo

Desde a identificagdo da primeira espécie de Aeromonas ha mais de 120 anos
por Zirmmerman (Euzéby, 1997), que a taxonomia e classificagdo deste emergente
patogénico humano tem vindo a sofrer diversas alteracdes (Abbott et al., 2003; Farmer
I1l, Arduino & Hickman-Brenner, 2006; Igbinosa, Igumbor, Aghdasi, Tom & Okoh,
2012). Nos 40 anos seguintes a primeira identificacdo, varias foram as descricdes de
espécies de Aeromonas por diversos autores, contudo, os métodos de identificacdo
utilizados na época eram muito rudimentares, ndao sendo possivel determinar se as
descricdes se tratavam da mesma espécie (Farmer 11 et al., 2006). Atendendo a essas
descricdes de espécies de Aeromonas, as quais foram atribuidas a diversos géneros,
nomeadamente o género Proteus, Escherichia, Pseudomonas, Vibrio, entre outros
(Farmer 11l et al.,, 2006; Kalina, 1976), foi em 1936 que Kluyver e Van Niel,
designaram pela primeira vez Aeromonas como género (Janda & Abbott, 1998). No
entanto, s6 em 1957, na sétima edicdo do Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology, é que as espécies de Aeromonas anteriormente atribuidas a outros
géneros, foram incluidas no género Aeromonas, pertencente a familia
Pseudomonadaceae (Snieszko, 1957).

Um outro aspeto importante da histéria de Aeromonas foi a atribui¢do da sua
propria familia. Além da classificacio do género Aeromonas na familia
Pseudomonadaceae (Snieszko, 1957), como anteriormente referido, este género
também foi incluido na familia Vibrionaceae (Parker & Shaw, 2011). Em 1986, ap0s
estudos moleculares, concluiu-se que Aeromonas apresentavam resultados filogenéticos
suficientes, em relacdo as familias Enterobacteriaceae e Vibrionaceae, para lhes ser
concedida uma familia independente, designada, Aeromonadaceae (Colwell, MacDonell
& De Ley, 1986).

A classificacdo, nomenclatura e taxonomia das espécies de Aeromonas & um
assunto que tem merecido grande atencdo por parte da comunidade cientifica (Farmer
Il et al., 2006; Janda & Abbott, 2010). Até final da década de 70, constituiram-se dois
grupos de Aeromonas tendo em conta as suas caracteristicas fenotipicas e hospedeiro
(Igbinosa et al., 2012). O grupo de Aeromonas psicréfilas ndo mdveis, isoladas de

peixes infetados, designadas Aeromonas salmonicida e o grupo de Aeromonas mesofilas
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moveis, denominadas Aeromonas hydrophila, isoladas de seres humanos com infecdes
(Janda & Abbott, 1998; Maclnnes, Trust & Crosa, 1979).

Em 1981, Aeromonas hydrophila, Aeromonas punctata, Aeromonas salmonicida
e Aeromonas sobria, eram as Unicas espécies de Aeromonas que faziam parte da
nomenclatura (Euzéby, 1997). Foi a partir do final da década de 70 inicio da década de
80, com base em técnicas genéticas, designadamente a hibridizacdo &cido
desoxirribonucleico-acido desoxirribonucleico (ADN-ADN), que se iniciou o estudo
evolutivo de Aeromonas, pretendendo-se relacionar espécies em termos de
relacionamento (Carvalho, 2010; Farmer Il et al., 2006). A técnica de hibridizacdo
ADN-ADN tem como objetivo identificar estirpes que apresentem homologia de acido
desoxirribonucleico (ADN). Presentemente essa homologia deve ser superior ou igual a
70%, com um AT igual ou inferior a 5°C. Assim, caso se cumpram essas duas
premissas as estirpes correspondem a mesma espécie (Wayne et al., 1987). Foi com
base na técnica de hibridizacdo ADN-ADN que Popoff e colaboradores (1981),
relataram pelo menos sete grupos de hibridizacdo (GHs) em 55 amostras de Aeromonas.
Posteriormente, o nimero de GHs subiu para 12 e atualmente estdo descritos 18 (Tabela
1) (Laganowska & Kaznowski, 2005; Martin-Carnahan & Joseph, 2005). Desde entdo, a
taxonomia do género Aeromonas ndo sé tem dependido dos resultados fenotipicos como
também de dados genotipicos. Assim, passou-se a utilizar a designacdo fenoespécie
quando se trata de estirpes com carateristicas fenotipicas similares, determinadas por
testes bioquimicos, sendo essas mesmas estirpes associadas a mesma espécie. Ao passo
que a designacdo genomoespécie pretende agrupar estirpes com carateristicas genéticas
analogas com base nos GHs (Huys et al., 1994).

Com a utilizacdo da técnica de hibridizacdo ADN-ADN, muitos estudos
resultaram na identificacdo de espécies de Aeromonas bem como na clarificacdo de
relagbes entre espécies de Aeromonas, mas ainda assim permanecia alguma
discordancia entre GHs e a analise fenotipica, além de que a identificacdo de algumas
genomoespécies era apenas exequivel por hibridizacdo ADN-ADN, técnica nao
disponivel para analises de diagnostico na grande maioria dos laboratorios (Borrell,
Acinas, Figueras & Martinez-Murcia, 1997; Saavedra, Figueras & Martinez-Murcia,
2006; Wilcox, Cook, Thickett, Eley & Spencer, 1992). Por outro lado, detetaram-se

resultados incoerentes entre estudos utilizando as mesmas estirpes, sendo ainda de

L ATm— diferenca de temperatura de fuséo entre hibridos homélogos e heterélogos.
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referir que se trata de uma técnica dispendiosa e morosa, pelo que eram imprescindiveis
outras metodologias (Ghenghesh, Ahmed, El-Khalek, Al-Gendy & Klena, 2008; Janda
& Abbott, 2007; Martinez-Murcia et al., 2011).

Tabela 1 - Atuais GHs do género Aeromonas’. Adaptado de (Laganowska & Kaznowski, 2005; Martin-
Carnahan & Joseph, 2005).

FBI’I..Jp.O de~ EstiTrpes d.e Refe.réncia Genomaespécie
Hibridizacéo (" = Estirpe Tipo)
1 ATCC 7966" A. hydrophila
2 ATCC 147157 A. bestiarum
3 ATCC 33658TT, ATCC 33659TT, A salmonicida®
ATCC 27013", ATCC 49393
4 ATCC 154687 A. caviae
: CDC 0862 seA(TDCSé 5313(872435 84 (DS), A media
6 ATCC 23309", NCMB 74" A. eucrenophila
7 CIP 7433", NCMB 12065" A. sobria
8 CDC 0437-84 (DS), ATCC 9071 (RS) A. veronii
9 ATCC 495687 A. jandaei
10 ATCC 35624" A. veronii biovar veronii
11 ATCC 35941 (RS) Sem nome
12 ATCC 437007 A. schubertii
13 ATCC 43946 (RS) Aeromonas Grupo 501
14 ATCC 496577 A. trota
15 ATCC 51208", CECT 4199" A. allosaccharophila
16 ATCC 51929",CECT 43427 A. encheleia
17 LMG 175417 A. popoffii
18 MTCC 3249" A. culicicola

Nos anos seguintes, muitas outras técnicas genéticas foram utilizadas na
diferenciacdo de espécies de Aeromonas pelo facto de serem menos exigentes do ponto
de vista préatico: o polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP) e a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) do gene subunidade pequena (16S) ADN ribossomal
(rADN), a ribotipagem, a amplificacdo aleatoria do ADN polimorfico (RAPD), a

2 Abreviaturas: A., Aeromonas.
* Inclui 5 subespécies: A. salmonicida subesp. salmonicida, A. salmonicida subesp. achromogenes, A.
salmonicida subesp. masoucida, A. salmonicida subesp. smithia, e A. salmonicida subsp. pectinolytica.
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sequenciacdo do gene 16S &cido ribonucleico ribossomal (rARN), entre outros
(Kaznowski & Konecka, 2005; Laganowska & Kaznowski, 2005; Tomas, 2012). A
sequenciacao do gene 16S rARN tem sido muito utilizada, uma vez que apresenta boas
descriminacOes a nivel filogenético e na maioria das situagcdes apresenta concordancia
de resultados em relagdo a hibridizacgio ADN-ADN, contudo, quando se trata de
espécies muito proximas do ponto de vista filogenético esta técnica evidencia limitacoes
no reconhecimento dessas espécies pois estamos perante um gene muito conservado ao
longo da evolucdo, em que por vezes a divergéncia de nucledtidos é minima (Janda &
Abbott, 2007; Kupfer, Kuhnert, Korczak, Peduzzi & Demarta, 2006; Laganowska &
Kaznowski, 2005; Saavedra et al., 2006). Apesar da elevada concordancia, foram
detetadas algumas ndo conformidades de resultados entre a sequenciacdo do gene 16S
rRNA e a hibridizacdo ADN-ADN, como por exemplo, entre Aeromonas hydrophila e
Aeromonas media, com divergéncia em apenas trés nucle6tidos na sequenciagdo do
gene 16S rADN mas classificados em GHs distintos (Martinez-Murcia, Benlloch, &
Collins, 1992). Portanto, tem-se procurado utilizar outros genes que permitam uma
analise filogénica e taxondmica mais fidedigna (Kupfer et al., 2006).

Tais genes alternativos sao designados genes ‘“Housekeeping” e tém
demonstrado ser notaveis (Mifiana-Galbis, Urbizu-Serrano, Farfan, Fusté & Lorén,
2009). Possuem uma funcao vital na célula por estarem envolvidos nos mecanismos de
subsisténcia da mesma (Eisenberg & Levanon, 2013), tal como o gene gyrB que
codifica para a subunidade B da ADN girase, o rpoD que codifica para o factor ¢'°, 0
rpoB que codifica para a subunidade-f3 da ARN polimerase ADN dependente e o dnaJ
que codifica para proteina de choque térmico (40 kDa), entre outros, sendo que no total
ja foram utilizados 16 genes “Housekeeping” (Janda & Abbott, 2010; Naharro, Rubio &
Luengo, 2011; Roger et al., 2012). A analise da sequenciacdo destes marcadores
moleculares tem contribuido ndo s6 para a descricdo de novas espécies de Aeromonas
com também para a corre¢do e reclassificagdo de espécies ja identificadas (Martinez-
Murcia et al., 2011). Todavia, tem-se notado que a utilizagdo de um Unico gene
“Housekeeping” é pouco apropriada (pode por exemplo ocorrer transposi¢do horizontal
de genes), sendo atualmente recomenda a analise de pelo menos 5 genes (Martinez-
Murcia et al., 2011; Naharro et al., 2011). Recentemente foi utilizado no genero
Aeromonas, um método que ostenta ser rapido e facil de se aplicar para diferenciacao de
espécies com base nos genes “Housekeeping”, designado multilocus sequence typing

(MLST) (Martino et al., 2011). Fragmentos de cada gene “Housekeeping” sdo
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sequenciados e é realizada uma analise comparativa dos fragmentos em estudo com o0s
ja disponiveis na base de dados (Inouye, Conway, Zobel & Holt, 2012). Vérios estudos
tém sido descritos utilizando este método, apresentando cada um deles objetivos e
esquemas de MLST diferentes mas todos contribuiram para que as relagdes filogénicas,
a taxonomia, a descri¢do (incluindo novas espécies), identificacdo, evolucdo e toda a
controvérsia em redor do género Aeromonas fossem melhor compreendidos (Martinez-
Murcia et al., 2011; Martino et al., 2011; Roger et al., 2012).

Devido a constante utilizacdo de novos métodos moleculares (alguns deles ja
descritos acima) para uma melhor compreensdo deste género, tem-se assistido a uma
descricdo exponencial de espécies de Aeromonas nos Ultimos 20 anos (Onuk et al.,
2013). Na ultima edicdo do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, consta a
descricdo de 14 espécies de Aeromonas (destacadas a negrito na tabela 2) (Martin-
Carnahan & Joseph, 2005). Presentemente estdo descritas 32 espécies e 12 subespécies
de Aeromonas, sendo que os GHs 11 e 13 outrora sem genomoespécie atribuida
correspondem atualmente a Aeromonas encheleia e Aeromonas diversa respetivamente
(Tabela 2).

Tabela 2 - Atual nomenclatura e classificacdo de Aeromonas: 32 espécies e 12 subespécies® (Euzéby,
1997; Martinez-Murcia et al., 2013).

Espécie (Ano°) Outro Nome (Ano)®

Aeromonas hydrophila (1943)

Aeromonas hydrophila subesp. anaerogenes (1964)
Aeromonas hydrophila subesp. hydrophila (1969)

Aeromonas hydrophila subesp. proteolytica (1969)
Aeromonas hydrophila subesp. dhakensis (2002)

Aeromonas hydrophila subesp. ranae (2003)

Aeromonas salmonicida (1953)

Aeromonas salmonicida subesp. achromogenes (1967)

Aeromonas salmonicida subesp. salmonicida (1967)
Aeromonas salmonicida subesp. masoucida (1969)

Aeromonas salmonicida subesp. smithia (1989)

Aeromonas salmonicida subesp. pectinolytica (2000)

* Abreviaturas: subesp., subespécie.
> Ano em que a proposta de nome da espécie foi validada.
® Outro nome utilizado na literatura para designar a mesma espécie.
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Aeromonas punctata (1957)

Aeromonas punctata subesp. caviae (1964)

Aeromonas punctata subesp. punctata (1964)

Aeromonas sobria (1981)

Aeromonas media (1983)

Aeromonas punctata (1957)

Aeromonas caviae (1984)

Aeromonas eucrenophila (1988)

Aeromonas veronii (1988)
biovar sobria ou veronii

Aeromonas schubertii (1989)

Aeromonas enteropelogenes (1991)

Aeromonas veronii (1988)

Aeromonas ichthiosmia (1991)

Aeromonas enteropelogenes (1991)

Aeromonas trota (1992)

Aeromonas veronii (1988)

Aeromonas allosaccharophila (1992)

Aeromonas jandaei (1992)

GH 11

Aeromonas encheleia (1995)

Aeromonas bestiarum (1996)

Aeromonas popoffii (1997)

Aeromonas veronii (1988)

Aeromonas culicicola (2002)

Aeromonas molluscorum (2004)

Aeromonas simiae (2004)

Né&o pertence ao género Aeromonas

Aeromonas sharmana (2006)

Aeromonas bivalvium (2007)

Aeromonas aquariorum (2008)

GH 13

Aeromonas diversa (2010)

Aeromonas fluvialis (2010)

Aeromonas piscicola (2010)

Aeromonas sanarellii (2010)

Aeromonas taiwanensis (2010)

Aeromonas tecta (2010)

Aeromonas rivuli (2011)

Aeromonas australiensis (2013)

Aeromonas cavernicola (2013)

E de realcar que este elevado nimero de espécies € um pouco ou tanto dubio, isto
porgue atualmente ndo existem padrdes minimos para que uma nova espécie seja aceite,
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surgindo situagBes polémicas como a mesma espécie ostentar nomes diferentes (Tabela
2). Assim, a imposicdo de padr6es minimos, como por exemplo a utilizacdo de um
minimo de 5 estirpes (bem descritas ao nivel fenotipico e genotipico) na descri¢do da
nova espeécie, evitaria muitos dos problemas de nomenclatura e taxonomia das espécies
de Aeromonas (Christensen et al., 2001). Uma das grandes controvérsias foi
recentemente esclarecida com base em estudos utilizando a metodologia MLST, os
quais confirmaram que Aeromonas allosaccharophila e Aeromonas veronii sdo espécies
distintas (Martinez-Murcia et al., 2011; Martino et al., 2011; Roger et al., 2012).

O comité ad hoc, atendendo ao grande avanco das técnicas de identificagdo,
reuniu-se em 2002 com o intuito de estabelecer recomendacdes de determinados
métodos para a caracterizacdo de novas espécies de bactérias (Stackebrandt et al.,
2002).

As espécies de Aeromonas estdo classificadas taxonomicamente no Dominio
Bacteria, no Filo XIV Proteobacteria, na Classe Il Gamaproteobacteria, na Ordem
XIl Aeromonadales, na Familia I Aeromonadaceae e no Género | Aeromonas (Martin-
Carnahan & Joseph, 2005).

Atendendo ao que foi descrito até agora conclui-se que o género Aeromonas é
um género em constante evolugdo ndo unicamente pela identificagdo e descricdo de

novas espécies mas também pela sua reclassificagéo.

3. Género Aeromonas
Nesta sec¢do irdo ser abordados os temas habitat, carateristicas fenotipicas e
bioquimicas pois estdo inter-relacionados. O conhecimento destas carateristicas €

muito importante para a compreensdo das sec¢des seguintes.

3.1. Habitat
As bactérias do género Aeromonas spp. estdo amplamente distribuidas no meio
ambiente (Tabela 3), sobretudo nos ecossistemas aquaticos, dos quais sdo autoctones
(Martino et al., 2011).
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Tabela 3 - Espécies de Aeromonas e respetivas frequéncias no meio ambiente™. Adaptado de (Janda &
Abbott, 2010).

Espécies Vertebrados Invertebrados Agua
Primatas Outros | Molusco’ Artropode® Outros | Doce Salina® Alimento™
A. allosaccharophila + + 0 0 0 0 0 0
A. aquariorum 0 + 0 0 0 + 0 0
A. bestiarum + + + 0 0 ++ 0 0
A. bivalvium 0 0 + 0 0 0 0 0
A. caviae +++ +++ ++ ++ 0 ++ +++ +++
A. encheleia 0 ++ + 0 0 + 0 0
A. eucrenophila + + 0 0 0 + 0 0
A. hydrophila +++ +++ + + 0 +++ ++ ++
A. jandaei + ++ + 0 + + 0 0
A. media + 0 0 0 0 + 0 0
A. molluscorum 0 0 + 0 0 0 0 0
A. popoffii + 0 0 0 0 + 0 0
A. salmonicida + +++ 0 0 0 ++ 0 0
A. schubertii + + 0 0 0 0 0 +
A. simiae + 0 0 0 0 0 0 0
A. sobria 0 ++ 0 0 0 + 0 0
A. tecta + + 0 0 0 0 0 0
A. trota + 0 0 0 0 0 0 +
A. veronii +++ ++ 0 + ++ + ++ ++

Tém maior preferéncia para padrGes atmosféricos temperados, tropicais e subtropicais
(Chao et al., 2013; Hochedez et al., 2010). Estas espécies sdo isoladas tanto em agua
doce como salgada, poluida ou ndo poluida, subterranea ou superficial, de rios, lagos,
lagoas, estuarios, piscinas, esgotos, dgua engarrafada e de sistemas de distribuicdo de
agua para consumo humano (em biofilme) (Ghenghesh et al., 2008; Hochedez et al.,
2010; Igbinosa et al., 2012). Torna-se assim evidente que alguns dos seres vivos do
meio aquatico, nomeadamente 0s crustdceos, 0s moluscos e 0S peixes sejam
frequentemente colonizados por Aeromonas spp., sendo que nestes ultimos tanto podem
causar doenca como estabelecer uma relacdo de simbiose (Martino et al., 2011;
Sharma, Kumar & Pramanik, 2009). De entre as espécies mais comummente isoladas de
peixes, Aeromonas hydrophila e Aeromonas salmonicida séo as mais predominantes e
séo consideradas a causa de um elevado numero de mortes de peixes no mundo (Beaz-
Hidalgo, Alperi, Bujan, Romalde & Figueras, 2010; Stratev, Vashin & Rusev, 2012;

" Inclui bivalves e caracdis.

® Insetos e araquenideos.

° Estuérios.

1% Exclui peixes, marisco e crustaceos.

11 Simholos e abreviaturas: 0, ndo foi notificada até a data; +, raramente notificada; +, incomum; ++,
comum; +++ frequente; A., Aeromonas.
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Tomaés, 2012). As espécies Aeromonas rivuli, Aeromonas australiensis e Aeromonas
cavernicola foram recentemente descritas e isoladas de meio aquético (Aravena-Roman
et al., 2013; Figueras et al., 2011; Martinez-Murcia et al., 2013).

Para além dos peixes, também em outros animais como os anfibios (sapos), 0s
répteis (jacarés, tartarugas e cobras), os insetos, as aves, e mais especificamente as
sanguessugas e 0s morcegos, tém sido isoladas Aeromonas spp. assim como nas fezes
de varios mamiferos, incluindo o Homem (Hochedez et al., 2010; Igbinosa et al., 2012;
Martino et al., 2011; Puthucheary, Puah & Chua, 2012).

Este microrganismo também foi detetado ao nivel do solo mas a informacédo
acerca deste habitat esta pouco aprofundada (Janda & Abbott, 2010).

Uma grande variedade de alimentos tem sido considerada fonte de espécies de
Aeromonas, tal como carne de porco, de frango, de coelho e alheira portuguesa, vegetais
(alface, tomate, salsa) e laticinios (incluindo leite pasteurizado), para além do peixe e
frutos do mar referidos anteriormente (Carvalho, 2010; Edberg et al., 2007; Fontes,
Martins, Martinez-Murcia & Saavedra, 2012; Ghenghesh et al., 2008). Ao que tudo
indica, a dose necessaria para causar infecdo é de 10° a 10° unidades formadoras
colénias (UFC) por grama (Yucel & Erdogan, 2010). O facto de estas bactérias serem
encontradas nos alimentos torna-se ainda mais grave quando algumas espécies de
Aeromonas crescem a temperatura de refrigeracdo (psicrofilas), num largo intervalo de
pH e produzindo exotoxinas (Edberg et al., 2007; Tomas, 2012).

A presenca de Aeromonas spp. em todos estes recursos torna inevitavel o seu
contacto com o ser humano, quer seja por consumo ou por atividades nduticas,
colocando de certa forma em risco a saude publica (Igbinosa et al., 2012; Okumura et
al., 2011; Parker & Shaw, 2011).

3.2. Carateristicas Fenotipicas

Uma forma de caraterizar a célula bacteriana é atraves do seu fenotipo, ou seja,
através das propriedades da célula que séo diretamente observaveis (Bochner, 2009). As
carateristicas fenotipicas tém elevada relevancia ao nivel laboratorial para identificacdo
de espécies sobretudo quando se tratam de amostras para diagndstico clinico (Awan,
Ahmed, Bari & Saad, 2005). Relativamente as carateristicas das espécies do género
Aeromonas, estas sdo de Gram negativo, em forma de bacilo isolado ou em grupos de
dois e por vezes em forma de cocobacilos, sendo que o tamanho da célula bacteriana

varia de 0,3-1.0 um de diametro e 1.0-3.5 um de comprimento (Martin-Carnahan &
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Joseph, 2005). Quanto a temperatura 6tima de crescimento esta diverge nos dois grupos
de Aeromonas, para as psicrofilas (Aeromonas salmonicida incluindo subespécies a
excecdo da Aeromonas salmonicida subespécie pectinolytica) a temperatura varia entre
0s 22-25°C e para as mesofilas (inclui todas as restantes Aeromonas spp. descritas na
ultima edigdo do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology) os valores estdo entre os
35-37°C, mas as temperaturas de crescimento podem ir dos 0 aos 45°C (Martin-
Carnahan & Joseph, 2005; Parker & Shaw, 2011; Pavan, Abbott, Zorzopulos & Janda,
2000). No que toca ao intervalo de pH, a tolerancia é também bastante alargada, entre os
4,5-9,0 mas o crescimento € 6timo entre os 5,5-9,0, particularmente na gama dos
valores alcalinos (Ghenghesh et al., 2008; Isonhood & Drake, 2002). As bactérias deste
género também crescem na presenca de cloreto de sodio e a percentagem deste
composto pode variar de 0 a 5% (Merino, Rubires, Kngchel & Tomaés, 1995; Naharro et
al., 2011). Quanto a mobilidade, algumas espécies exibem essa carateristica, muito
devido a presenca do flagelo polar mondtrico e/ou flagelos laterais (Figura 1) (Kirov et
al., 2002). E também importante referir que estas bactérias se encontram dotadas de
outras estruturas, as quais estdo diretamente relacionadas com a sua patogenicidade,
como o pili, a camada S e a capsula (Martin-Carnahan & Joseph, 2005).

N&o formam esporos mas produzem uma grande diversidade de exoenzimas
como a amilase, ADNase, esterases, peptidases, arilamidase, elastase, quitinase e lipase,
algumas das quais irdo ser abordadas na secc¢ao “Patogenicidade” (Igbinosa et al., 2012;
Joseph & Carnahan, 2000).

O perfil fenotipico reflete assim a fisiologia da bactéria (Bochner, 2009).

|
4 |

~

Flagelo Polar Flagelos Laterais

Figura 1 - Flagelo polar (A) e flagelos laterais (B) da estirpe A. veronii biovar sobria BC88 e CA25
respetivamente, ao microscopio eletrénico de transmissdo (barra 100 nm). Adaptado de (Kirov et al.,
2002).
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3.3. Carateristicas Bioquimicas

Tal como acontece com as carateristicas fenotipicas também as propriedades
bioquimicas das bactérias sdo muito Gteis nos laboratorios, ainda mais quando se trata
de patogénicos que causam uma grande variedade de infecGes em humanos (Abbott et
al., 2003; Lamy et al., 2010).

O metabolismo de Aeromonas é anaerdbio facultativo pois tem a capacidade de
fermentar varios hidratos de carbono como a maltose, a D-galactose e a trealose, e na
auséncia de oxigénio estas bactérias tém aptiddo para reduzir nitratos a nitritos (Parker
& Shaw, 2011; Stratev et al., 2012). Existem outros acucares, designadamente 0s
alcoois derivados do agucar que as espécies do género Aeromonas ndo tém capacidade
de degradar: o adonitol, o inositol, o dulcitol e o eritritol; alem de ndo fermentarem a D-
xilose (a excecdo de Aeromonas cavernicola) e de ndo usarem o malonato (Martin-
Carnahan & Joseph, 2005; Martinez-Murcia et al., 2013). As bactérias do género
Aeromonas spp. Sdo positivas para as provas da catalase e oxidase e ndo s&o inibidas
pelo composto vibriostatico O/129 (a excecdo de Aeromonas cavernicola) (Benagli et
al.,, 2012; Edberg et al., 2007; Martinez-Murcia et al., 2013). As carateristicas
bioquimicas referidas acima sdo especificas do género Aeromonas porque existem
muitas diferencas bioquimicas entre espécies, exemplo disso mesmo foi o estudo
realizado por Abbott e colaboradores (2003) onde foram testadas 62 propriedades
bioquimicas em 193 estirpes de Aeromonas, do qual resultaram 9 carateristicas com
resultados idénticos, 0 que € bastante critico para a identificacdo destas espécies a nivel
laboratorial. No anexo | estdo indicadas as propriedades bioquimicas para algumas

espécies de Aeromonas.

4. Patogenicidade
O termo patogenicidade tem sido aplicado em diversas areas cientificas,
incluindo a microbiologia, para a qual é definida como a capacidade que um
microrganismo possui para causar doenca/infecdo a um determinado hospedeiro
(Peterson, 1996; Thomas & Elkinton, 2004). Essa capacidade esta dependente de varios
fatores, nomeadamente do sistema imunologico do hospedeiro, da via de infecdo, da
concentragdo de bactérias no inocuo e dos fatores de viruléncia da propria bactéria

(Falkow, 1990). Os fatores de viruléncia sdo de certa forma estratégias proprias da
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bactéria para invadir e contornar o sistema imunol6gico do hospedeiro, para de seguida
se multiplicar (Peterson, 1996; Tomas, 2012).

A compreensdo da patogenicidade de Aeromonas spp. ainda esta pouco clara e
por isso tem-se procurado, por intermédio de ensaios in vivo e in vitro, determinar os
fatores de viruléncia assim como também o mecanismo pelo qual esta bactéria atua
(Ottaviani et al., 2011; Puthucheary et al., 2012). As bactérias do género Aeromonas sdo
conhecidas por causarem uma grande diversidade de infecdes/doencas em hospedeiros
humanos, tanto em imunocomprometidos como em imunocompetentes, tais como
infecBes oculares, infecBes respiratorias, sendo as mais frequentes, as infecdes de pele e
tecidos moles bem como as infegdes gastrointestinais (Martin-Carnahan & Joseph,
2005; Senderovich et al., 2012). De entre as vérias espécies de Aeromonas apenas
Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii biovar sobria e Aeromonas caviae sdo as
mais comummente implicadas a nivel clinico (Janda & Abbott, 1998).

Reproduzir in vivo as infecGes/doencas as quais as espécies de Aeromonas Sao
inerentes ndo tem sido facil porque ndo existe atualmente um modelo animal, além de
ser dispendioso do ponto vista econdmico e por se colocar em causa diversas questdes
éticas (Froquet et al., 2007). Ainda assim, os investigadores tém utilizado nos seus
ensaios, ratos previamente tratados com antibidtico e galinhas sem germes (Kelleher &
Kirov, 2000; Longa-Bricefio, Pefia-Contreras, Davila-Vera, Mendoza-Bricefio &
Palacios-Pri, 2006). Um estudo demonstrou que a sanguessuga medicinal, que tem uma
relacdo de simbiose no trato gastrointestinal com algumas espécies de Aeromonas, pode
ser bastante Gtil para determinar o processo deste microrganismo no sistema digestivo
do hospedeiro, através da identificacdo dos genes envolvidos (Graf, 1999; Silver,
Rabinowitz, Kuffer & Graf, 2007). Quanto aos ensaios in vitro, tém envolvido varias
linhagens de células como Caco-2, Hep-2, Vero, MDBK, BHK-21, B95a, entre outras
(Ghatak, Agarwal & Bhilegaonkar, 2006; Saidi, Snoussi, Usai, Zanetti & Bakhrouf,
2011).

Atendendo a esta situacdo, Janda e Abbott (2010) indicam que atualmente a
melhor forma de compreender o mecanismo pelo qual este patogénico é capaz de causar
infecdo/doenca no hospedeiro, principalmente no Homem, ¢ através de um “estudo
indireto”, ou seja, pelas infe¢cdes/doengas que causam e consequente evolugdo das

mesmas, com possivel analogia a bactérias com carateristicas idénticas.
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4.1. Fatores de Viruléncia

A viruléncia é citando Peterson (1996) “uma medida de patogenicidade de um
organismo”, que pode ser determinada em ensaio experimental. E vulgarmente utilizada
para classificar bactérias em patogénicas ou ndo patogénicas (Casadevall & Pirofski,
2001).

Os fatores de viruléncia sdo propriedades muito relevantes no processo de
infecdo/doenca de uma bactéria e a identificacdo destes pode ter um forte contributo na
compreensdo da patogenicidade de Aeromonas (John & Hatha, 2013). Este
microrganismo apresenta varios fatores de viruléncia (Figura 2), desde os relacionados
com a celula em si como a capsula e camada-S até aos extracelulares como as toxinas,
estando as infecGes de Aeromonas spp. dependentes de multiplos fatores, incluindo os
ambientais (Onuk et al., 2013; Roger et al., 2012; Tomas, 2012). A detecdo destes
fatores de viruléncias tem-se devido em grande parte a evolugdo da genética molecular
ao nivel da identificacdo e sequenciacdo de genes (Delamare et al., 2012; Seshadri et al.,
2006).

De seguida serdo descritos os fatores de viruléncia que sdo caracteristicos das
espécies de Aeromonas. Consoante a espécie e mesmo a estirpe, assim diferem os
fatores de viruléncia (Chuang et al., 2011; Farmer 11l et al., 2006).

Nucleo
Polissacarideo

Proteina da
« membrana Polissacarideo-O
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q l — Lipido A
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Fimbrias ABC “\‘ ““ ‘b citoplasmética

Figura 2 - Representacdo esquematica de alguns fatores de viruléncia de espécies de Aeromonas (bactéria
de Gram negativo). Adaptado de (Wu, Wang & Jennings, 2008).
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4.1.1. Estruturas da célula
4.1.1.1. Capsulae Lipopolissacarideo

A cépsula, componente celular da bactéria ndo € mais que um conjunto de
polissacarideos que envolve a membrana externa (Wilson et al., 2002). A viruléncia da
capsula estad sobretudo relacionada com a capacidade antifagocitéaria e de invasdo das
células (Merino & Tomas, 2001). O lipopolissacarideo (LPS), ancorado & membrana
externa, também é uma das estruturas envolvidas na viruléncia da bactéria e esta
dividido em trés porc¢des, o antigenio-O, o nucleo polissacarideo e o lipido A (porgédo
mais interna do LPS e a maior responsavel pela toxicidade desta estrutura) (Wilson et
al., 2002; Yang, Oishi, Martin & Seeberger, 2013). As bactérias do género Aeromonas
ttm o LPS na sua constituicdo tendo como principal funcdo contornar o sistema
imunitario provocando uma resposta anti-inflamatéria no hospedeiro através de uma
grande libertacdo de mediadores quimicos (Chopra, Graf, Horneman & Johnson, 2009;
Tomaés, 2012). Um estudo realizado por Wang e colaboradores (2004) determinou que
Aeromonas salmonicida, das principais espécies causadoras de doenca em peixes,
estirpe 80204-1 tem a capacidade de formar capsula, tanto in vivo como in vitro tendo
sido também detetada a presenca do LPS. A bactéria Aeromonas hydrophila tem sido
uma das espécies alvo de anélise do LPS (Subashkumar et al., 2007).

Atendendo as propriedades destas duas estruturas, tudo aponta para que possam
ter um papel crucial no processo de invasédo e sobrevivéncia no hospedeiro (Wang et al.,
2004).

41.12. Camada$S

Nas bactérias de Gram negativo, a camada S, de constituicdo glicoproteica,
localiza-se na membrana externa da célula, apresentando uma estrutura bidimensional
(Pum, Toca-Herrera & Sleytr, 2013). Mais uma vez, em estudos in vitro com células de
peixes, Aeromonas salmonicida comprovou maior viruléncia quando dotada desta
camada pois esta confere maior resisténcia a bactéria e capacidade de adeséo as células,
podendo ser particularmente importante no processo inicial de infe¢do (Gardufio et al.,
2000). Contudo, estudos com amostras clinicas de seres humanos para avaliar a
viruléncia da camada S demonstraram resultados ndo conclusivos (Martin-Carnahan &
Joseph, 2005).
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4.1.2. Toxinas
4.1.2.1. Enterotoxinas

As enterotoxinas sdo consideradas os fatores de viruléncia com mais importancia
nas infecbes gastrointestinais por Aeromonas (Kingombe et al., 2010). Estas estdo
divididas em duas classes, a enterotoxina citotoxica ou citolitica e as enterotoxinas
citotonicas, com diferentes caracteristicas de estabilidade ao calor, uma vez que a
enzima da primeira classe é termolabil (codificada pelo gene act) e as enzimas da
segunda classe podem apresentar dois tipos, a termolabil (codificada pelo gene alt) e
termoestavel (codificada pelo gene ast) (Albert et al., 2000).

A enterotoxina citotoxica tem a sua acdo no intestino, mais concretamente ao
nivel das microvilosidades, provocando a sua destrui¢do devido a formacdo de poros
nas células, aumentando a secrecdo de fluido e consequente resposta inflamatoria
(Tomés, 2012; Valério, Chaves & Tenreiro, 2010). Este fator de viruléncia foi
identificado na espécie Aeromonas hydrophila, o qual demonstrou ser capaz de causar
citotoxicidade, enterotoxicidade e hemolise, sendo por isso muitas vezes associado a
aerolisina (Chopra & Houston, 1999; Khajanchi et al., 2010).

As enterotoxinas citotonicas, ao contrario das citotdxicas, ndo degradam as
celulas do intestino mas aumentam a libertacdo de fluidos para o limen intestinal
(Chopra et al.,, 2009; Sha, Kozlova & Chopra, 2002). Nas espécies do género
Aeromonas foram identificadas as duas enterotoxinas citotonicas, a Alt e a Ast. A
primeira aumenta a producdo de 5°-monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) e
prostaglandinas nas células do intestino de ratos, aumentando a secre¢do de fluidos, ao
passo que a segunda ainda ndo foi caracterizada (Chopra, Peterson, Xu, Coppenhaver &
Houston, 1996; Sha et al., 2002).

Um estudo realizado por Sha e colaboradores (2002) que pretendia analisar
individualmente a fung@o das trés enterotoxinas de Aeromonas hydrophila no trato
gastrointestinal de um rato, identificou que a Act foi capaz de desenvolver uma maior
resposta na libertacdo de fluidos, seguida da Alt e Ast; supondo assim, que estas
enterotoxinas in vivo possam interagir entre si resultando numa alteracdo na libertagéo
de fluidos.

4.1.2.2. Hemolisinas
A patogenicidade das espécies do género Aeromonas tem sido muito associada a

atividade hemolitica de algumas toxinas (Wang et al., 2003). As hemolisinas formam
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poros nas células do hospedeiro tendo a capacidade de lisar diversos tipos de células
para além dos globulos vermelhos, favorecendo desta forma a invasdo da bactéria
(Wilson et al., 2002). As bactérias do género Aeromonas sintetizam diversos tipos de
hemolisinas a e B, sendo que a a € citotoxica com atividade reversivel ao passo que a 3
provoca lise total da célula (Thelestam & Ljungh, 1981). Diversas hemolisinas tém sido
identificadas em espécies de Aeromonas como as hemolisinas codificadas pelo gene
hlyA, gene ahhl e gene asal, e a aerolisina (codificada pelo gene aera) (Erova et al.,
2007; Wang et al., 2003).

A aerolisina, como referido anteriormente, tem uma atividade semelhante a
enterotoxina citotoxica Act, formando um poro na membrana da célula do hospedeiro
que leva a alteracdo da estabilidade da mesma e consequente lise (Martin-Carnahan &
Joseph, 2005). Um estudo realizado por Biicker e colaboradores (2011), em ceélulas
epiteliais do colon humano, indicou que a aerolisina pode afetar a estabilidade das
células epiteliais por alterar a posicdo das tigth junction na formacéo do poro, podendo
estar envolvida no processo de lesdes no intestino e em feridas, além de dificultar a
cicatrizacao.

Em relacdo a hemolisina isolada da espécie Aeromonas sobria, esta foi capaz de
provocar lise dos eritrocitos e aumentar a secregdo de fluidos a nivel intestinal mas ndo
causou qualquer dano nas células epiteliais desse 6rgdo em ratinhos (Fujii, Nomura &
Okamoto, 1999).

Algumas das espécies de onde tém sido isoladas hemolisinas: Aeromonas
hydrophila, Aeromonas caviae, Aeromonas veronii biovar sobria, entre outras (Erova et
al., 2007).

4.1.2.3. Toxina Shiga

As toxinas Shiga (Stx) sdo proteinas muito conhecidas da bactéria Escherichia
coli enterohemorragica por provocarem fezes diarreicas e complicacdes como sindrome
urémico hemolitico (SUH) e colite hemorragica (Mayer, Leibowitz, Kurosawa &
Stearns-Kurosawa, 2012). As infe¢cbes gastrointestinais por Aeromonas tém sido
associadas a complicagdes como a SUH (Figueras et al., 2007).

Estas toxinas, Stx1 (codificada pelo gene stx1) e a Stx2 (codificada pelo gene
stx2) ambas com variantes, atuam por inibicdo da sintese proteica e se o tempo de
infecdo se prolongar podem ainda causar a morte programada das celulas (Bergan,
Lingelem, Simm, Skotland & Sandvig, 2012).
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As duas toxinas foram recentemente identificadas e sequenciadas em espécies de
Aeromonas, apresentando elevada semelhanca com as toxinas produzidas por
Escherichia coli (Alperi & Figueras, 2010; Bergan et al., 2012). E de salientar que no
mesmo estudo, as espécies em que ocorreu maior predominio de Stx1 foram Aeromonas
caviae, Aeromonas hydrophila e Aeromonas veronii, as principais espécies envolvidas

nas infecdes gastrointestinais (Alperi & Figueras, 2010; Janda & Abbott, 1998).

4.1.3. Outras enzimas extracelulares

As enzimas extracelulares sdo utilizadas pelas bactérias para deteriorar
determinadas substancias das células do ser vivo infetado (Wilson et al., 2002). Muitas
dessas enzimas séo consideradas fatores de viruléncia e estdo presentes nas espécies de
Aeromonas como as lipases, a amilase, a gelatinase, a protease, as nucleases (ADNase e
ARNase), a lecitinase e a quitinase (Nam & Joh, 2007; Puthucheary et al., 2012).
Atendendo & grande variedade de enzimas extracelulares em Aeromonas, apenas vai ser

dado maior destaque a lipase e as proteases.

4.1.3.1. Lipase

A lipase (genes associados pla/lip/lipH3/alp-1) € uma enzima que tem acao nos
triglicéridos, hidrolisando-os nas suas unidades principais (Kingombe et al., 2010;
Sirisha, Rajasekar & Narasu, 2010). Esta enzima é capaz de nutrir a bactéria e alterar as
funcionalidades do sistema imunitario do hospedeiro (Tomas, 2012). Em Aeromonas,
uma das lipases é uma fosfolipase designada aciltransferase
glicerofosfolipidio:colesterol (ATGC) que degrada as membranas do glébulo vermelho
do hospedeiro e consequente deterioracdo, ndo tendo sido ainda caraterizada a sua
funcdo em hospedeiros humanos (Chopra et al., 2009). A ATGC foi identificada em

Aeromonas salmonicida causando furdnculos em peixes (Onuk et al., 2013).

4.1.3.2. Proteases
As proteases estdo divididas em varios grupos como as proteases asparticas,
proteases de serina, metaloproteases entre outras (Page & Cera, 2008). A atuacdo das
proteases pode afetar o hospedeiro de diversas formas: coadjuvam a ludibriar o sistema
imunoldgico e provocam lesdo nos tecidos auxiliando a bactéria na invasdo (Chopra et
al., 2009). Estas enzimas tém sido indicadas como uma das grandes causas de alteracao

nos tecidos para conferir a infegdo em peixes (Pandey, Naik & Dubey, 2010).
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Neste grupo de enzimas tém sido identificadas nas espécies de Aeromonas as
metaloproteases e as proteases de serina (gene associado aspA) (Martin-Carnahan &
Joseph, 2005; Senderovich et al., 2012). Num estudo in vitro que objetivou caraterizar
as duas proteases, mostrou que a metaloprotease tem acdo sobre a caseina e a elastina ao
passo que a protease de serina apenas tem acdo sobre a caseina (Esteve & Birbeck,
2004). Mais tarde, um estudo realizado por Nitta e colaboradores (2007) demonstrou
que a protease de serina secretada por Aeromonas sobria pode estar relacionada com a
formacéo de trombos, por formar um fragmento a partir da protrombina semelhante a o-
trombina e desta forma estar inferida na coagulacdo disseminada. Em contraste num
outro estudo, os investigadores mostraram evidéncias de que a protease de serina da
mesma espécie tem a capacidade de deteriorar o fibrinogénio e consequentemente poder
provocar hemorragias que podem estar envolvidas na septicemia (Imamura, Nitta,
Wada, Kobayashi & Okamoto, 2008). Torna-se notdrio que esta contradi¢do necessita
de mais investigacdo. As aminopeptidases sdo outras enzimas também presentes nas
espécies de Aeromonas e algumas destas tém como funcdo a ativacdo da toxina

aerolisina a nivel extracelular (Pemberton, Kidd & Schmidt, 1997).

4.1.4. Sistemas de secrecdo

As bactérias de Gram negativo tém a capacidade de secretar proteinas para o
meio extracelular ou superficie da célula utilizando varios mecanismos que estdo
numericamente identificados: Tipo I, Tipo Il Tipo I, Tipo IV, Tipo V e Tipo VI (Lee
& Schneewind, 2001; Tseng, Tyler & Setubal, 2009). As diferencas entre os distintos
tipos de sistema de secrecdo estdo relacionadas com a proteina transportadora, com o
tipo de moléculas e reacBes quimicas envolvidas no transporte (Tomas, 2012).

Dois tipos de sistemas de secrecdo de proteinas tém sido frequentemente
associados a Aeromonas, o Tipo Il e o Tipo VI (Parker & Shaw, 2011). O sistema Tipo
I1l, também conhecido por “injectisome”, por formar uma estrutura idéntica a uma
agulha com mais de 20 componentes, permite a bactéria transportar através da sua
membrana celular proteinas (efetores) e segrega-las diretamente no citoplasma da célula
hospedeira (Gerlach & Hensel, 2007; Tseng et al., 2009) (Figura 3). Essa estrutura em
forma de agulha localizada entre o citoplasma e a membrana externa da célula
bacteriana, € como que ativada apds proximidade da célula hospedeira, sendo de
seguida promovido todo o mecanismo de exportacdo dos efetores (Tomas, 2012).

Assim, este sistema é bastante util para os fatores de viruléncia do microrganismo pois
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podem ser facilmente introduzidos na célula hospedeira (Krzyminska, Mokracka,
Koczura, Cwiertnia & Kaznowski, 2012).

Citoplasma da

| Bactéria

: : =27 Membrana Interna
da Bactéria

Peptidoglicano

asansase Lo p—
‘ 1 l Membrana Externa
-------- at sl da Bactéria

-
|

y Membrana da
| célula Hospedeira

+ Citoplasma da célula
Efetor Hospedeira

Figura 3 - Representacdo esquematica do sistema de secrecdo Tipo Ill. Adaptado de (Coburn, Sekirov &
Finlay, 2007).

Os microrganismos do género Aeromonas utilizam este mecanismo para libertar
algumas das suas toxinas como por exemplo a toxina AexU. Esta toxina, com fungéo
enzimatica de adenosina difosfato (ADP)-ribosiltransferase, exibiu alteracdo da
morfologia da célula e lise da mesma, com possivel acdo na morte programada das
células do hospedeiro (Sierra et al., 2007). Outros efetores do sistema de secre¢do Tipo
I11 tém sido identificados em Aeromonas salmonicida como o AexT, (funcéo enzimatica
de ADP-ribosiltransferase; altera a morfologia das células), também encontrado em
Aeromonas hydrophila, o AopP (interfere com a resposta imunitaria do hospedeiro) o
AopH, e 0 AopO (o papel dos dois ultimos ainda nao foi determinado) (Tomas, 2012;
Vilches et al., 2008).

Relativamente ao sistema de secrecdo Tipo VI, sabe-se que tem semelhancas
como Tipo Il e o Tipo IV, ao secretar os efetores quer para a célula do hospedeiro quer
para 0 meio envolvente, mas do funcionamento da estrutura em si ainda pouco se sabe.
(Suarez et al., 2010). A bactéria Aeromonas hydrophila foi uma das bactérias capaz de
utilizar este sistema (Parker & Shaw, 2011). Recentemente foi identificado um efetor
deste sistema, 0 VgrG1 na estirpe Aeromonas hydrophila SSU, que, ao que tudo indica,
poderd atuar na degradacdo da estrutura polimérica da actina com potencial alteracdo do
epitélio intestinal (Suarez et al., 2010). Um estudo realizado por Suarez e colaboradores

(2008) identificou dois genes, vasH e vasK, que sdo fundamentais para o funcionamento
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do sistema de secregédo Tipo VI, isto porque quando esses dois genes estavam mutados
apresentavam menor toxicidade em macrofagos de ratinhos e células HeLa.

Para além destes dois sistemas de secrecdo aqui mencionados, é de salientar que
a enterotoxina citotoxica Act é secretada por Aeromonas hydrophila, por intermédio do
sistema de secrecdo Tipo Il (Sierra et al., 2007). Este sistema também € dotado de uma
estrutura que atravessa as membranas da célula bacteriana, mas o mecanismo de
secrecdo das moléculas efetoras envolve dois passos: primeiramente o efetor é
transportado do citoplasma da célula bacteriana para o periplasma e s6 no segundo
passo € que o efetor atravessa a membrana externa da bactéria e atinge o meio
extracelular (Douzi, Filloux & Voulhoux, 2012).

Os sistemas de secrecdo sdo particularmente importantes na interacdo bactéria-
hospedeiro (Gerlach & Hensel, 2007).

4.1.5. Quorum Sensing

O Quorum Sensing (QS) é um sistema que regula a expressao de genes com base
nas condicBes fisiologicas em que a bactéria se encontra (como a elevada densidade
populacional), sendo muito importante no controlo da viruléncia da bactéria (Sifri,
2008). Em varias bactérias de Gram negativo, a regulacéo é feita por meio de moléculas
sinalizadoras como a lactona N-acetilhomoserina (AHL) que € originada por uma
sintetase tipo-LuxI e € reconhecida pelo recetor tipo-LuxR que ativa a transcri¢do dos
genes (Blackwell & Fuqua, 2011; Chopra et al., 2009). Assim, quando ocorre expansdo
organizada da populacdo bacteriana e se atinge a concentracdo minima da molécula
sinalizadora, a expressdo dos genes que codificam para os fatores de viruléncia, por
exemplo, é ativada (Chan et al., 2011; Sifri, 2008). Nas espécies Aeromonas
salmonicida e Aeromonas hydrophila foi detetada uma molécula sinalizadora do QS, a
lactona N-butiril-L-homoserina (C4-HSL), sendo sintetizada pelas sintetases Ahyl/Asal
respetivamente e reconhecida pelos recetores AhyR/AsaR respetivamente (Swift et al.,
1997). Um estudo realizado por Natrah e colaboradores (2012) concluiu que as espécies
de Aeromonas que continham o QS mutado (desativacdo da sintetase e do recetor da
AHL) eram menos virulentas para as larvas do peixe lota em comparacdo com o QS nao
mutado, sugerindo que este sistema possa ser essencial na regulacdo dos fatores de
viruléncia das espécies de Aeromonas. Um outro estudo indica que o facto de o QS estar
intimamente relacionado com ndmero de bactérias e consequentemente com a

concentracdo de AHL, este ultimo pode ser proveitoso como marcador para detetar
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pacientes infetados por bactérias que possuam este sistema, como Aeromonas (Chan et
al., 2011).

Assim, 0 QS permite que 0S genes sejam expressos N0 momento em que Sao
mais indicados (Khajanchi et al., 2010). Todo o mecanismo de regulacdo de genes
aponta para que as bactérias passem despercebidas as defesas do hospedeiro até
atingirem um numero satisfatério na populacdo para causarem infecdo/doenga (Chan et
al., 2011).

4.1.6. Sideroforos

Muitos metais sdo essenciais nos processos metabdlicos das células e
indispensaveis a sobrevivéncia das mesmas. O ferro € um desses metais, um cofator de
muitas reac6es enzimaticas (Schalk, Hannauer & Braud, 2011).

Os sideroforos estdo presentes em varios organismos vivos dos quais as bactérias
estdo incluidas. Sdo compostos que tém uma elevada preferéncia para o ferro na forma
de ido trivalente, com o qual complexam. Quando os niveis desse metal se encontram
diminuidos algumas bactérias desenvolvem sider6foros em resposta as suas
necessidades (Chu et al., 2010). Essa situacdo € muito frequente quando as bactérias
colonizam o hospedeiro, os sider6foros véem-se obrigados a competir com outros
compostos do hospedeiro que se ligam ao ferro como a hemoglobina, transferrina,
lactoferrina e a ferritina (Miethke & Marahiel, 2007). As bactérias do género
Aeromonas sao microrganismos possuidores de diferentes tipos de sideréforos, a
enterobactina e a amonabactina, mas Aeromonas mesofilas ndo os apresentam em
simultaneo (Chopra et al., 2009; Martin-Carnahan & Joseph, 2005). Tém sido
identificados genes de biosintese de sider6foros em Aeromonas salmonicida como o
ashC, asbD e o0 asbG, indicando a necessidade da bactéria sintetizar sider6foros quando
as concentracdes de ferro sdo deficientes, sendo um potencial fator de viruléncia para
peixes (Najimi, Lemos & Osorio, 2008). O microrganismo Aeromonas salmonicida
exibe também um transportador de sider6foros na membrana celular tipo ABC (ATP-
binding cassette), designado AsbJ, sendo essencial para o transporte do ferro férrico na
bactéria. Essa proteina poderia ser um alvo terapéutico em peixes infetados por
Aeromonas salmonicida (Najimi, 2012).

Os sideroforos sdo muito importantes para o crescimento e manutencéo da célula
bacteriana em ambientes com défice de ferro, contribuindo desta forma para a viruléncia

do patogénico (Tomas, 2012).
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4.1.7. Adesinas

Uma das fases chave para promover a infecdo é a adesdo (Niemann, Schubert &
Heinz, 2004). Diversos compostos sdo utilizados pela bactéria para promover a adesao
desta ao hospedeiro, através da interacdo com os recetores da célula eucaridtica ou com
outras moléculas (Kline, Falker, Dahlberg, Normark & Henriques-Normark, 2009).
Estes compostos de adesdo podem ser constituidas quer por proteinas quer por hidratos
de carbono (Wilson et al., 2002). As adesinas proteicas podem ser divididas em dois
grupos: as filamentosas e as ndo filamentosas, ambas presentes em Aeromonas e que

passardo, de seguida, a ser descritas (Gerlach & Hensel, 2007).

4.1.7.1. Adesinas filamentosas: Pili/Fimbrias

Os pili/fimbrias sdo estruturas filamentosas constituidas por pilina que se
encontram ancoradas a membrana celular da bactéria, contribuindo para diversas
caracteristicas e funcdes da mesma, para além da adesdo, como a formacéo de biofilmes
(Proft & Baker, 2009). Existem varios tipos de pili: pili tipo IV (a e b), pili curli, pili
“via chaperone-usher” (pili tipo I e pili-P) e pili CS (Gerlach & Hensel, 2007).

Em Aeromonas foram visualizados pilis curtos e rigidos em maior propor¢do que
os pilis longos e ondulados. Os primeiros sdo capazes de se auto-agregarem ao passo
que os segundos estdo envolvidos na ligacdo das células (Kirov, Jacobs, Hayward &
Hapin, 1995). Em relacdo aos tipos de pilis, dois pilis tipo 1V foram identificados em
Aeromonas, o Bfp (bundle-forming pili) e o Tap (type IV Aeromonas pili) com
envolvimento a nivel gastrointestinal. Contudo o pili Tap parece ter uma menor
contribuicdo na adesdo em comparacdo com o pili Bfp (promove também interligacédo
das bactérias) (Kirov, Barnett, Pepe, Strom & Albert, 2000; Kirov, O’Donovan &
Sanderson, 1999). E importante salientar que as sequéncias de pilina do pili Bfp
evidenciam alguma semelhanca com as do pili MSHA (mannose-sensitive
hemagglutinin) do Vibrio cholerae (Martin-Carnahan & Joseph, 2005). O gene flp de
um terceiro pili pertencente ao pili tipo IV foi identificado em Aeromonas, pili Flp,
julgando-se que o seu tributo na patogenicidade da bactéria seja insignificante.
Recentemente foi caraterizado geneticamente o pili Bfp, com diferentes genes descritos,
sendo que cada um dos genes apresenta menor ou maior contribuicdo na adeséo,
confirmando mais uma vez que este pili € um importante elemento na adeséo da bactéria
(Hadi et al., 2012).

33



InfecGes por Aeromonas

4.1.7.2.  Adesinas néo filamentosas
As adesinas nao filamentosas s&o componentes que se encontram a superficie da
célula bacteriana contribuindo para a adesdo (Gerlach & Hensel, 2007). As bactérias
Aeromonas sdo microrganismos possuidores de elementos que se encaixam nesta
categoria como o0 LPS, lectinas e a camada S (Kozinska & Pekala, 2012; Turska-
Szewczuk et al., 2013).

4.1.8. Mobilidade

De forma a adaptar-se as condicBes externas a que a célula bacteriana esta
sujeita, esta desenvolveu estratégias de sobrevivéncia. As bactérias, consoante a
superficie onde se encontram, podem formar biofilmes ou deslocarem-se para outras
areas. A mobilidade é um aspeto fundamental para a deslocacdo dos microrganismos e
esta fortemente aliada ao gradiente quimico e a nutricdo da bactéria (Harshey, 2003).
Como tal, algumas bactérias desenvolveram estruturas de locomogdo como os flagelos
que podem ser caraterizados em varios tipos (Bardy, Ng & Jarrell, 2003). Além disso,
estes flagelos podem ter uma participacdo importante na viruléncia através da interacédo
com o hospedeiro, como mecanismo de adesdo e invaséo (Duan, Zhou, Zhu & Zhu,
2013).

4.1.8.1. Flagelos

Os flagelos s&o estruturas envolvidas na mobilidade que se encontram melhor
caraterizadas. Toda a sua composicdo permite movimentos de rotacdo e propulsdo para
a deslocacdo da bactéria. Existem varios tipos de flagelos, dos quais se destacam 0s
polares e laterais (Bardy et al., 2003). Nas espécies de Aeromonas, estdo presentes estes
dois tipos de flagelos, o polar (codificado pelo gene fla) e lateral (codificado pelo gene
laf), contribuindo para a adesdo no trato gastrointestinal do hospedeiro bem como no
biofilme (Senderovich et al., 2012). Um estudo realizado por Santos e colaboradores
(2011) determinou que os dois tipos de flagelos (polar e lateral) de Aeromonas caviae
sdo importantes na formacao de biofilmes especialmente no hospedeiro humano e nos
alimentos. Os biofilmes podem ter um papel relevante na patogenicidade das bactérias

sobretudo na colonizagédo (Figura 4) (Gerlach & Hensel, 2007).
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Figura 4 - Flagelos na patogénese bacteriana. (1) Movimentacdo da bactéria com auxilio dos flagelos para
o local de colonizagdo. (2) Mobilidade na colaboracdo da adesdo da bactéria ao epitélio. (3) Acédo dos
flagelos na formacdo do biofilme. (4) Colonizacdo estabelecida por haver libertacdo dos fatores de

viruléncia (pontos pretos). (5) Flagelos na invaséo da bactéria. Adaptado de (Duan et al., 2013).

Assim, as adesinas e os flagelos facilitam a adesdo, colonizagdo e invasao nas
células do hospedeiro. Os sideroforos auxiliam a bactéria na multiplicacdo ao passo que
a camada S, a capsula e o LPS contribuem para proteger e resistir ao sistema
imunolégico. O QS assegura o controlo dos genes e os sistemas de secrecdo libertam
moléculas e permitem a interacdo com o hospedeiro. As toxinas bem como as outras
enzimas extracelulares degradam as células do hospedeiro e consequente a morte das
mesmas. Tendo em conta a contribuicdo de todos estes fatores de viruléncia parece claro

afirmar que Aeromonas tém um potencial patogénico.

4.2. Processo de Invasao

O mecanismo de patogénese de Aeromonas ainda ndo foi determinado e
conforme referido anteriormente ndo existe um modelo animal adequado para o estudo
desta bactéria. No entanto, permanece a questdo de como esta bactéria consegue
realmente colonizar, aderir, invadir e multiplicar-se no sistema gastrointestinal. Com
base na patogénese de outras enterobactérias e nos fatores de viruléncia presentes em
Aeromonas, descreve-se em seguida, um possivel mecanismo de invasdo para esta
bactéria relativamente as infe¢Ges gastrointestinais (gastroenterite).

As bactérias enteropatogénicas sdo possuidoras de Varios mecanismos para
causarem infecdo gastrointestinal. Uma das primeiras estratégias passa por superar o pH
acido do estobmago (Reis & Horn, 2010). Como é de conhecimento geral, 0 baixo pH do
estobmago tem como funcdo primordial a defesa do sistema fisiologico contra os
microrganismos que possam ser ingeridos. Um pH do estdmago inferior a 4 resulta na

morte de bactérias intolerantes ao acido em cerca de 15 minutos (Giannella, Broitman &
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Zamcheck, 1972). Todavia, bactérias como Escherichia coli, Salmonella enterica
serovar Typhimurium e Yersinia enterocolitica, tém a capacidade de tolerar o ambiente
acido do estdbmago e causar infecdo (Audia, Webb & Foster, 2001; Tennant et al.,
2008). Ao que tudo indica, Aeromonas hydrophila tem a capacidade de tolerar um pH
de cerca de 3,5, mas para tal esta tem de ser exposta previamente a pH de 5. Essa
exposicdo € necessdria para que a bactéria sintetize proteinas imprescindiveis a
sobrevivéncia da célula em tais condicdes. Esta tolerancia adaptativa ao pH acido pode
ser o mecanismo pelo qual Aeromonas ultrapassam esta barreira fisiologica, sendo
necessarios mais estudos (Karem, Foster & Bej, 1994). Todavia, j& foi descrito que
Aeromonas tém maior propensdo para colonizar o trato gastrointestinal de individuos
com pH mais elevado (Ho et al., 2011).

Apds passagem pelo estdbmago, a bactéria tem de progredir para alcancar o
epitélio intestinal para que ocorra a adesdo. Aqui, fatores como as adesinas e flagelos
facilitam tal ocorréncia, como ja verificado em outras bactérias enteropatogénicas, como
exemplo Escherichia coli enteropatogénica e Salmonella enterica (Reis & Horn, 2010).
Tais fatores de viruléncia foram ja descritos em Aeromonas.

Estabelecida a colonizacdo do epitélio, Aeromonas necessita de sintetizar os
fatores essenciais para invadir as células do hospedeiro, destruindo-as (Chuang et al.,
2011). Tais fatores incluem as toxinas e as enzimas extracelulares, tendo o hospedeiro
como resposta a libertacdo de mediadores, inflamacdo e libertacdo de fluidos (fezes
diarreicas) (Guerrant, Steiner, Lima & Bobak, 1999). Os sistemas de secrecdo também
tém um grande contributo nesta fase, libertando moléculas diretamente na célula do
hospedeiro (Reis & Horn, 2010). Além disso, a bactéria pode possuir determinadas
caracteristicas para escapar ao sistema imunitario do hospedeiro (Moal & Servin, 2006),
nomeadamente a camada S, a capsula e o LPS no que respeita a Aeromonas.

Depois de invadir o hospedeiro, 0os microrganismos podem multiplicar-se nos

tecidos e até mesmo disseminar para outros érgaos (Reis & Horn, 2010).
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5. Infe¢des Humanas

As espécies de Aeromonas sdo conhecidas por causarem uma grande
multiplicidade de infecGes/doencas em seres humanos: infecGes gastrointestinais,
infecdes de pele e tecidos moles que podem progredir para celulite, miosite necrosante
ou fasceite necrosante; infecdes intra-abdominais das quais se destacam a peritonite e a
colangite aguda; infecdes respiratorias como a pneumonia; em caso de disseminagdo
pode ocorrer meningite e endocardite; infecdes oculares e do trato urinario, meningite e
a complicacdo mais grave que pode advir das infecbes e que normalmente esta
associada a comorbidades do hospedeiro, a septicemia (Igbinosa et al., 2012; Janda &
Abbott, 2010). Os principais microrganismos envolvidos nestas infegdes humanas,
cotados em 85% do total das amostras clinicas sdo Aeromonas hydrophila, Aeromonas
caviae e Aeromonas veronii biovar sobria (Janda, 1991).

As bactérias do género Aeromonas tém a capacidade de infetar todas as faixas
etarias (maior evidencia em criancas e idosos), tanto imunocompetentes como
imunocomprometidos em paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, com maior
predominio de infecBes nas épocas do ano mais quentes (Farmer Il et al., 2006;
Ghenghesh et al., 2008). As fontes de infecdo podem ter diversas origens, como 0
consumo de alimentos e &guas contaminados, atividades aquéaticas (desportos e
atividade piscatdria) atraves de escoriacdes e até mesmo por pré-afogamento, e contato

com animais (Figura 5).
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Figura 5 - Possiveis fontes de infegdo/colonizacdo, por Aeromonas, para 0 Homem. Adaptado de (Janda
& Abbott, 2010).
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5.1. Gastrointestinais

Tém persistido algumas ddvidas em relacdo a etiologia gastrointestinal por
Aeromonas devido a uma série de situacdes, das quais se destacam: o facto de existirem
poucos surtos descritos dos quais Aeromonas € 0 agente causador e o facto de
individuos assintomaticos conterem a bactéria nas fezes. No entanto, na literatura tém
sido relatados casos clinicos de pacientes com perturbagdes gastrointestinais devido a
Aeromonas (Edberg et al.,, 2007; Khajanchi et al., 2010). Alguns investigadores
colocam a hipotese de que apenas algumas estirpes de Aeromonas com determinadas
caracteristicas de viruléncia sdo passiveis de causar infecdo/doencas, tal como acontece
com outros agentes patogénicos como Escherichia coli (Farmer 111 et al., 2006; Kelly,
Koehler & Ashdown, 1993).

As infecBes gastrointestinais sdo o tipo de infecdo mais prevalente, sobretudo
devido a ingestao de produtos alimentares dos quais se inclui a agua, sendo os principais
microrganismos responsaveis pela doenca/infecdo Aeromonas hydrophila, Aeromonas
veronii biovar sobria e Aeromonas caviae (Janda & Abbott, 1998; Parker & Shaw,
2011; Prediger et al., 2012). A formacao de fezes diarreicas esta fortemente implicada
na infecdo, ostentando um intervalo de 2,1-10,8% de presenca da bactéria nas fezes
diarreicas a nivel mundial (Khajanchi et al., 2010). As infe¢Ges gastrointestinais por este
microrganismo em paises desenvolvidos ocorre na maioria das vezes em individuos que
realizam viagens a paises subdesenvolvidos onde esta infecdo € mais recorrente (Farmer
I et al., 2006). Assim, Aeromonas sdo muitas vezes associadas a diarreia do viajante
(Aeromonas veronii biovar sobria e Aeromonas caviae, as mais frequentes) mas
também sdo capazes de afetar outros grupos da populacdo como a geriatria e a pediatria
(Aeromonas caviae a mais corrente neste Gltimo), individuos com antecedentes
gastricos bem como individuos com o sistema imunoldgico debilitado como os
portadores de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Graevenitz, 2007; Parker &
Shaw, 2011; Prediger et al., 2012). Um estudo retrospetivo realizado em Cuba, que teve
como base estudos de caso-controlo enunciou Aeromonas spp. como responsavel por
cerca de 7,15% das fezes diarreicas em criangas com menos de 5 anos, unicamente
ultrapassada por Shigella spp. com cerca de 18%, sendo Aeromonas caviae a espécie
mais isolada (34,3%) (Bravo et al., 2012). Numa unidade hospitalar em Espanha foi
determinada a prevaléncia de Aeromonas em 863 individuos com diarreia do viajante,
vindos de varias areas geogréaficas. Os resultados mostraram que cerca de 2% das

amostras continham Aeromonas. As espécies em maior evidéncia foram Aeromonas
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veronii biovar sobria e Aeromonas caviae (Vila et al., 2003). Estes estudos vdo ao
encontro com o que foi mencionado anteriormente.

O sintoma gastrointestinal mais comum ¢é fezes diarreicas, que podem ir da
forma autolimitante, a subaguda ou cronica sendo as duas ultimas menos frequentes
(Lamps, 2010). O tempo de duracao da diarreia é variavel, pode ir de dias, a semanas e
até meses, mas normalmente em criangas o tempo de duracdo é de 2 a 10 dias e nos
viajantes é 1 a 2 dias (Ghenghesh et al., 2008; Graevenitz, 2007; Janda & Abbott,
2010). Quanto a consisténcia, as fezes podem variar de moles a aquosas e por vezes
com a presenca de sangue e muco (disenteria) (Parker & Shaw, 2011). Os outros
sintomas associados a este tipo de infecdo séo diversos, desde febre, cdlicas abdominais,
vomitos e consequentemente desidratacdo (Ghenghesh et al., 2008).

Recentemente, foi documentado na China, mais concretamente na cidade de
Xingyi, um surto alimentar por Aeromonas hydrophila que possivelmente teve origem
na agua (proveniente de um tanque) utilizada para lavar os vegetais da salada que foi
deixada a 30°C antes de ser servida no refeitorio da faculdade. Os sintomas descritos
pela grande maioria dos alunos, mais de 200, eram comuns aos indicados anteriormente,
febre, célicas abdominais, vomitos, cefaleias e diarreia (com presenca de sangue e
muco) com a duracdo de cerca de uma semana. Apesar de agua estar também
contaminada com Esherichia coli, 3 das 15 amostras de fezes foram apenas positivas
para Aeromonas. Apesar do estudo apresentar algumas limitacdes como o baixo numero
de amostras de fezes e ndo ter sido possivel analisar a salada, esta bactéria é suscetivel
de ser a principal causa do surto (Zhang et al., 2012).

Ja no continente sul-americano, no Brasil, a regido de Sdo Bento do Una em
Pernambuco evidencia condi¢des sanitarias insuficientes e dificil acesso a agua potavel,
sendo por vezes necessario recorrer a dgua do rio. Na populacdo desta regido foi
identificada Aeromonas como uma das bactérias envolvidas num surto de fezes
diarreicas. As amostras de fezes recolhidas durante cerca de 3 meses demonstraram que
25% apresentavam bactéria enteropatogénica, aproximadamente 19,5% continham
Aeromonas e que apenas 5,5%, aproximadamente, continham outras bactérias
responsaveis por causarem infecdes gastrointestinais. E de salientar que neste estudo as
especies de Aeromonas em maior evidéncia foram Aeromonas caviae (9,8%),
Aeromonas veronii biovar sobria (3,9%), Aeromonas veronii biovar veronii (2,6%)
(Hofer et al., 2006). E de realcar que os pontos-chave destes estudos estdo nitidamente

relacionados com as caracteristicas de Aeromonas descritas precedentemente, como a
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fonte de infecdo, a sintomatologia, o tempo de duragéo das fezes diarreicas bem como
as espécies identificadas.

A indicacdo de sangue e muco nas fezes diarreicas € indicativo de disenteria,
sendo por vezes necessario internamento. Apesar de ser raramente associada a
Aeromonas, alguns casos tém sido documentados (Janda & Abbott, 2010).

A infecdo gastrointestinal por Aeromonas pode evoluir para doengas mais graves
como a colite, peritonite e colangite (as duas ultimas véo ser abordadas nas infecdes
“Intra-abdominais™) (Parker & Shaw, 2011). Varios tipos de colite tém sido relatados
em individuos infetados por Aeromonas, destacando-se a colite segmentar e a colite
cronica que é idéntica a ulcerosa (Ahishali et al., 2007; Lin, 2006).

Além disso, foram também documentadas complicacbes como SUH por
Aeromonas (Graevenitz, 2007). Este sindrome é caraterizado por uma série de
acontecimentos como a trombocitopénia, anemia hemolitica, microangiopatia
trombdtica e comprometimento da funcdo renal (Mayer et al., 2012). Uma senhora de
40 anos de idade foi hospitalizada com uma série de sintomas clinicos incluindo diarreia
aquosa com a duracdo de 2 dias. Durante o internamento o seu quadro clinico
complicou-se, apresentando diminuicdo dos niveis de plaquetas e hemoglobina e
aumento dos niveis de lactato desidrogenase e creatinina, sendo-lhe detetada uma
anemia hemolitica microangiopatica e trombocitopénia. A avaliacdo clinica e
laboratorial indicou que o diagnostico da senhora era SUH por Aeromonas,
representando o sexto caso de SUH por Aeromonas descrito na literatura (Figueras et
al., 2007).

Em suma, Aeromonas estd claramente relacionada com as infecdes
gastrointestinais quer pelo crescente numero de casos quer pelas possiveis complicacdes
que destas advém. Torna-se assim necessario que este microrganismo faca parte da lista
das bactérias enteropatogénicas (Figueras et al., 2007; Janda & Abbott, 2010; Zhang et
al., 2012).

5.2. Pele e tecidos moles
As infecOes de pele e tecidos moles sdo as infecbes mais recorrentes logo a
seguir as gastrointestinais (Parker & Shaw, 2011). Os microrganismos do género
Aeromonas tém assim a capacidade de provocar uma variedade de lesbes apds
colonizagdo do tecido, como a foliculite, a celulite que pode evoluir para fasceite

necrosante, a miosite necrosante (também conhecido por gangrena gasosa), ectima
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gangrenosa, artrite séptica e a osteomielite (Avolio, Spisa, Moscariello, Rosa &
Camporese, 2009; Huang et al., 2006; Janda & Abbott, 2010; Manresa, Villa, Giralt &
Gonzalez-Ensefiat, 2009). A fasceite necrosante apresenta uma taxa de mortalidade de
mais de 50% em individuos imunocomprometidos, quando Aeromonas hydrophila é o
agente causador. E necessario que esta complicagio seja rapidamente detetada para que
se proceda a uma terapéutica eficaz (Liao, Yen & Liu, 2010). No que respeita & miosite
necrosante, esta apresenta uma evolucgédo acelerada nos tecidos, com varios sintomas e
sinais como a dor, 0 edema, bolhas serosas com sangue e formacao de gas (Ribeiro et
al.,, 2010). Um outro fator importante diz respeito ao facto de as infecGes por
Aeromonas neste local anatomico poderem ser confundidas por outras bactérias como
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. (Vally, Whittle, Cameron, Dowse & Watson,
2004).

A maioria das infecOes de feridas por Aeromonas sdo polimicrobianas,
encontrando-se colonizadas por outras bactérias, nomeadamente, bacilos entéricos,
Clostridium e Enterococcus (Parker & Shaw, 2011). As lesdes nos tecidos podem
formar pustulas, Glceras, edemas e eritemas (Behera et al., 2011; Liao et al., 2010; Vally
et al., 2004). Geralmente sdo lesdes do quotidiano que ddo origem as infecdes por
Aeromonas que afetam maioritariamente os membros superiores e inferiores (Janda &
Abbott, 2010). A manifestacdo da infecdo por Aeromonas em feridas surge entre as 8
horas a 1 ou 2 dias ap0s o incidente, apresentando uma evolucdo muito rapida no tecido
(Easow & Tuladhar, 2007). Devido a este facto, os ferimentos da pele e tecidos moles
requerem usualmente intervencéo cirurgia para remocao dos tecidos necroticos e corpos
estranhos, sendo por vezes necessario recorrer a amputacdo do membro em questdo
(Orsini & Sakoulas, 2007). Doentes com diabetes mellitus, doenca hepatica e neoplasias
estdo também entre os que podem desenvolver infecBes de feridas por Aeromonas,
devido sobretudo ao facto do sistema imunitario do paciente estar debilitado (Chao, Lai,
Tang, Ko & Hsueh, 2013; Liao et al., 2010).

Uma simples laceragdo com ou sem corpos estranhos ou uma fratura exposta
podem ser uma das vias para colonizagdo pela bactéria. Estes traumas sdo sobretudo
devidos a pratica desportiva, sinistros rodoviarios e até mesmo desastres naturais (Janda
& Abbott, 2010). Na Australia foi documentado um surto por Aeromonas em individuos
que tinham praticado futebol de lama. O campo utilizado para a pratica desportiva
continha pequenos objetos cortantes e era diariamente regado com agua proveniente de

um rio. A maioria dos jogadores apresentava pequenas escoriacdes e pustulas, sobretudo
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nos membros superiores e inferiores. A nivel sintomatico alguns individuos relataram
dores musculares, cefaleias, febre entre outros. As amostras recolhidas de alguns
jogadores e da agua do rio foram positivas para Aeromonas hydrophila (Vally et al.,
2004). Relativamente aos sinistros rodoviarios, foi recentemente relatado um caso
clinico de um senhor de 22 anos que sofreu um ferimento (ligeiramente contaminado
com corpos estranhos) no membro inferior direito num acidente com um automovel
todo-o-terreno. Apos ter alta o paciente regressou as urgéncias com sintomas de infecao,
ligeiro eritema na zona da lesdo e alguns centimetros de pele necrosada. Foi sujeito a
uma intervencdo cirurgica ao qual foi retirada amostra para anélise laboratorial. Ainda
foi necesséaria uma segunda intervencdo cirargica devido ao aparecimento de pus no
local da lesdo. O ferimento estava infetado por dois microrganismos sendo um deles
Aeromonas hydrophila (Koth, Boniface, Chance & Hanes, 2012). As bactérias do
género Aeromonas tém sido descritas em alguns individuos apos catéastrofes naturais,
nomeadamente furacdes e tsunamis (Janda & Abbott, 2010). Exemplo disso mesmo, foi
0 tsunami que atingiu a Tailandia em dezembro de 2004. A maioria das lesdes na pele e
tecidos dos individuos continham corpos estranhos, tendo estado em contato com agua.
Em mais de 300 sobreviventes, Aeromonas hydrophila e Aeromonas veronii biovar
sobria foram as espécies mais frequentemente isoladas nas lesdes dos tecidos,
representando cerca de 22,6% (Hiransuthikul, Tantisiriwat, Lertutsahakul, Vibhagool &
Boonma, 2005).

As picadas ou mordidas de animais, sdo outra forma de infecéo de pele e tecidos.
As cobras transportam muitas vezes Aeromonas na flora da mandibula que ap6s picada
no ser humano pode desencadear infecdo por este microrganismo (Ghenghesh et al.,
2008). Além disso, outros animais selvagens como 0s ursos, 0s jacarés, os tubardes e 0s
tigres tém sido associados a infecdes de feridas por Aeromonas apés ataque (Easow &
Tuladhar, 2007; Hochedez et al., 2010; Kunimoto, Rennie, Citron & Goldstein, 2004).
No Nepal, um senhor com 50 anos de idade foi atacado por um tigre apresentando
varios ferimentos nas costas e no antebraco esquerdo, um dos quais, apos 3 dias se
complicou com a produgéo de pus. O paciente também apresentava febre. Da amostra
colhida da ferida a bactéria identificada foi Aeromonas hydrophila e possivelmente teve
origem na flora da mandibula do tigre (Easow & Tuladhar, 2007). Ja no Canada foi
registado um ataque de um urso a um cagador de 49 anos que sofreu lesfes na cabeca e
ombros. As culturas das amostras de feridas identificaram que a infecdo era

polimicrobiana da qual Aeromonas hydrophila fazia parte (Kunimoto et al., 2004).
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Outras formas de infecdo neste local anatdmico sdo resultantes de operagdes
médicas/terapéuticas como as cirurgias ou tratamentos alternativas com sanguessugas.
As infecdes subjacentes a intervencgdo cirdrgica estdo normalmente associadas a doencas
do sistema digestivo. Além disso as infecbes das feridas no pés-operatdrio estdo
fortemente ligadas as intervencdes a nivel abdominal ou pélvico (Tena et al., 2009). No
que toca aos tratamentos alternativos, as sanguessugas tém sido utilizadas na congestéo
venosa apos cirurgias plasticas e de reconstrucdo, mas apresentam risco de infecéo para
o0 paciente (Orsini & Sakoulas, 2007). Como referido anteriormente, a sanguessugas tém
uma relagdo de simbiose com determinadas espécies de Aeromonas podendo ser uma
potencial fonte de contaminagdo. Exemplo disso mesmo foi a situacdo vivenciada por
dois individuos de 35 e 47 anos submetidos a intervencdo cirurgica de reconstrucdo de
uma mdo. Para diminuir a congestdo venosa foram sujeitos a tratamentos com
sanguessugas. As lesdes complicaram-se, devido a necrose do tecido. As sanguessugas
utilizadas na terapéutica apresentaram resisténcia a ciprofloxacina, antibiotico utilizado
como medida profilatica nestes anelideos. A amostra analisada no laboratério
identificou a espécie Aeromonas hydrophila como agente etioldgico (Sartor, Bornet,
Guinard & Fournier, 2013). Situacdo semelhante envolveu um senhor de 57 anos que
apos cirurgia e utilizacdo de sanguessugas, desenvolveu infecdo polimicrobiana, na qual
Aeromonas hydrophila estava incluida (Orsini & Sakoulas, 2007).

Por outro lado, as queimaduras podem representar também uma via para a
colonizagdo por Aeromonas. Tém-se registado varias infecdes por Aeromonas em
queimaduras resultantes de explosdes de géas e bombas, descargas elétricas, incidentes
comuns do dia-a-dia e ainda de incéndios (Chim & Song, 2007; Kienzle, Muller &
Pegg, 2000; Sherry, Padiglione, Spelman & Cleland, 2013). A maioria das infecdes por
qgueimaduras resulta da utilizacdo de agua contaminada nos primeiros socorros ou por
rolamento no solo nos incéndios (Kienzle et al., 2000). Um estudo australiano que
procurava investigar a populacdo microbiana das queimaduras das vitimas de incéndios
identificou Aeromonas como a segunda bactéria mais comum (Sherry et al., 2013).
Apesar das infe¢cOes por Aeromonas em queimaduras serem raras estas podem resultar
em complicagdes graves que podem levar a morte do individuo (Janda & Abbott, 2010;
Parker & Shaw, 2011).
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5.3. Intra-abdominais

As infe¢bes intra-abdominais aqui abordadas referem-se as infegdes em
determinados oOrgdos do sistema digestivo, designadamente o figado (incluindo a
vesicula biliar), o apéndice e o0 pancreas, para além da membrana que reveste 0s 0rgaos
da cavidade abdominal, o peritoneu. Portanto, neste grupo de infecdes vai ser dado
destaque as peritonites, colangites, apendicites agudas, abcessos hepaticos e
pancreaticos (De Gascun, Rajan, O'Neill, Downey & Smyth, 2007; Tsai, Yeh, Wang,
Liu & Chao, 2013; Wu et al., 2009).

A peritonite causada por Aeromonas é pouco frequente, sendo esta dividida em 3
tipos clinicos: peritonite bacteriana espontanea, peritonite por perfuragdo do intestino e
ainda peritonite por dialise peritoneal em ambulatério (Huang et al., 2006). A peritonite
bacteriana espontanea ndo € mais do que a presenca de um microrganismo no liquido
ascitico com origem inexplicavel (Carrola, Militdo & Presa, 2013). Os individuos com
comorbidades hepaticas como a cirrose tém sido um alvo bastante acessivel para as
espécies de Aeromonas (Wu et al., 2009). A peritonite bacteriana espontanea por
Aeromonas associada a cirrose € frequente nos individuos do sexo masculino com
idades entre os 50 e os 65 anos e com sintomatologia variada como febre, dor no
abdomen e alteragdes psicoldgicas (Choi et al., 2008; Huang et al., 2006; Wu et al.,
2009). Na Republica da Coreia a prevaléncia da peritonite bacteriana espontanea por
Aeromonas em doentes com cirrose é elevada, possivelmente fruto de uma alimentacéo
rica em produtos de origem marinha e também pelo facto de esta bactéria ser muito
comum neste pais (Choi et al., 2008). Para além da Republica da Coreia foram também
descritos casos de peritonite bacteriana espontanea por Aeromonas num pais nordico e
em Espanha (Wu et al., 2009).
O Taiwan é um dos outros paises bastante afetados por este tipo de infecdo (Wu et al.,
2009). Nesse mesmo pais, mais concretamente na cidade de Taipé, estabelecimentos de
venda de produtos alimenticios tinham perto de 90% dos produtos alimentares de
origem marinha inquinados por Aeromonas (Huang et al., 2006). Um estudo
retrospetivo realizado no mesmo pais num periodo de 10 anos em pacientes com
cirrose, determinou que a peritonite bacteriana espontanea por Aeromonas nestes
individuos foi mais recorrente no tempo quente. Varios sintomas foram mencionados
como febre, dor no abdémen e fezes diarreicas; a bactéria Aeromonas hydrophila foi a
espécie mais isolada (Choi et al., 2008). Um segundo estudo retrospetivo de 10 anos,

também efetuado no Taiwan que visava estabelecer as divergéncias entre a peritonite
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priméria (infecdo sem origem nos 6rgdos intra-abdominais) e secundéria (resulta da
complicagdo ou trauma de um 6rgdo intra-abdominal; perfuracdo do intestino, cisdo de
um abcesso hepatico, etc.) por Aeromonas, concluiu que a peritonite priméaria € mais
recorrente em individuos com cirrose e é predominantemente causada por um Unico
microrganismo, geralmente Aeromonas hydrophila (Aeromonas caviae e Aeromonas
veronii biovar sobria também estiveram presentes nas amostras do estudo). J& a
peritonite secundaria esta mais ligada a infecdes polimicrobianas, que para além de
Aeromonas  incluem  Escherichia  coli, Klebsiella  pneumoniae, outras
Enterobacteriaceae, Enterococcus entre outros. Os principais sintomas mencionados
em ambos os grupos foram a febre, a diarreia e o desconforto a nivel abdominal. E
importante salientar que este tipo de infe¢Bes pode progredir para bacteriemia e
consequente morte do paciente (Huang et al., 2006).

No que toca a peritonite por dialise peritoneal em ambulatério poucos casos
clinicos tém sido descritos (Liakopoulos et al., 2011). Recentemente, uma senhora de 44
anos que realizava dialise peritoneal continua em ambulatério desenvolveu peritonite.
Na anamnese foi referido que o cateter da dialise tinha caido na casa de banho. A
amostra de fluido ascitico recolhida para analise microbioldgica foi positiva para
Aeromonas hydrophila (Sahin & Barut, 2010). As peritonites por diélise peritoneal
continua em ambulatério também podem ser polimicrobianas, tendo ja sido descrito um
caso que envolveu Aeromonas hydrophila e Streptococcus viridan, (Liakopoulos et al.,
2011).

Relativamente ao sistema hepatobiliar, destaca-se a colangite por Aeromonas
que é bastante vulgar no continente Asiatico. Em Hong Kong tém sido detetados alguns
casos (Randive & Mathur, 2012). Por definicdo a colangite € uma infecdo das vias
biliares por um microrganismo aliada a uma obstru¢do no mesmo local (Mosler, 2011).
Um estudo retrospetivo de 14 anos, realizado nos Estados Unidos da América
identificou que as infecOes por Aeromonas no sistema hepatobiliar e no pancreas
estavam vulgarmente associadas a pacientes portadores da diabetes mellitus, de doencas
oncoldgicas e ainda doentes transplantados de figado. A infecdo por Aeromonas foi
sobretudo ao nivel biliar com o predominio da colangite e apenas um caso de
pseudoquisto pancreatico. Os individuos apresentavam obstrucdo da bilis ou do ducto
pancreatico devido a varias variaveis: colelitiase ou coledocolitiase, colangiocarcinoma,
neoplasia pancreatica, estenose biliar e ainda pancreatite necrosante. Alguns pacientes

do estudo adquiriram infecdo durante o internamento suspeitando-se que as infecGes por
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Aeromonas, que geralmente estdo acompanhadas de outros patogénicos neste tipo de
infecdo, tenham origem no trato digestivo. Outra possivel forma de colonizagdo por
Aeromonas no sistema hepatobiliar pode estar relacionada com os procedimentos
médicos. A bactéria Aeromonas hydrophila foi a espécie de Aeromonas mais isolada
nas amostras (Clark & Chenoweth, 2003).

Na india, uma senhora de 34 anos que tinha procedido a uma colecistectomia ha
10 anos atrds, apresentava constantes incidentes de vomitos e dor no abdémen nos
ultimos 3 anos. A paciente continha pedras na vesicula biliar e uma infecdo nas vias
biliares por Aeromonas caviae, apesar de também estar presente Escherichia coli na
cultura. Julga-se que a infecdo possivelmente resultou de procedimentos médicos que
podem ter facilitado a colonizacdo da bactéria no sistema biliar (Randive & Mathur,
2012).

Quanto aos abcessos hepaticos por Aeromonas, estes estdo presentes na maioria
das vezes em sujeitos com o sistema imunitario debilitado associado a Vvarias
comorbidades como doenca hepatica e neoplasias ou mesmo obstrucéo das vias biliares
(Parker & Shaw, 2011). Alguns casos clinicos de abcessos hepaticos por Aeromonas
tém sido relatados mas apenas um foi descrito em relacdo ao pancreas. Neste Gltimo, um
individuo de 50 anos com pancreatite cronica e problemas hepéticos apresentava dor no
abdémen, perda de peso e hematémese. Durante o internamento o seu quadro clinico
piorou acabando por falecer. A autdpsia ndo demonstrou qualquer lesdo nos 6rgaos
exceto um abcesso no interior do pancreas, do qual foi retirada uma amostra de pus para
analise laboratorial. Os resultados indicaram a presenca de uma bactéria anaerébica ndo
identificada e de Aeromonas hydrophila. Atendendo as avaliacBes subsequentes a
bactéria Aeromonas hydrophila foi indicada como causa do abcesso pancreéatico, que
despontou uma septicemia e consequente morte no doente (De Gascun et al., 2007).

Muito recentemente, foi descrito o primeiro caso de apendicite aguda associada
a Aeromonas sobria. Um individuo de 93 anos de idade com dor no abdémen e nauseas
foi submetido a uma avaliacdo clinica e laboratorial. N&o foi mencionada na anamnese
qualquer envolvimento em atividades aquaticas ou animais marinhos. Detetada a
apendicite procedeu-se a uma apendicectomia, sendo o apéndice enviado para analise. A
cultura laboratorial foi positiva para Aeromonas sobria e Escherichia coli (Tsai et al.,
2013).
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Atendendo aos casos e estudos clinicos aqui descritos, Aeromonas demonstra
que tem capacidade de causar uma grande variedade de infe¢bes a nivel intra-

abdominal.

5.4. InfegOes respiratdrias

Como referido anteriormente, Aeromonas séo sindnimo de ubiquidade aquética.
Dada esta carateristica é facil compreender como este microrganismo pode estar
associado a infecOes respiratorias sobretudo resultantes de inalacdo de agua, como a
pneumonia (Igbinosa et al., 2012). Apesar de pouco comuns, alguns casos tém sido
relatados, particularmente pneumonias, empiemas, abcessos pulmonares, epiglotite e
ainda traqueobronquite (Janda & Abbott, 2010). Estes tipos de infecdo tém afetado
individuos imunodeprimidos e imunocompetentes, alguns dos quais com comorbidades
associadas. A fonte de infecdo esta fortemente relacionada com &gua, quer por pré-
afogamento quer por inalacdo durante as atividades nauticas e aquaticas (Parker &
Shaw, 2011).

A pneumonia resulta de uma infecdo nos pulmdes, que provoca inflamacao dos
alvéolos pulmonares com a producédo de exsudado, podendo ser diferenciada em 3 tipos
clinicos, a de ambiente hospitalar, a dos individuos imunodeprimidos e ainda a auferida
na comunidade (Wilkinson & Woodhead, 2004). Esta patologia pulmonar é a forma de
infecdo respiratdria mais comum causada por Aeromonas (Janda & Abbott, 2010).

No sul de Taiwan, entre 2004 e 2011 foram identificados pacientes com
pneumonia por Aeromonas atraves da base de dados do hospital. Dos 84 pacientes, 85%
apresentava idade superior a 65 anos sendo maioritariamente homens. A sintomatologia
mencionada por estes individuos era bastante ampla como febre, tosse, dor no térax ou
dispneia e calafrios. As infe¢cbes mono e polimicrobianas (presenca de outras bactérias
para além de Aeromonas) por Aeromonas, como possiveis causas de pneumonia foram
detetadas através das amostras de secrecOes respiratorias purulentas. Alguns dos
pacientes apresentavam doencas subjacentes como cirrose, diabetes mellitus, doenca
renal, neoplasias, e individuos a realizarem terapéutica imunossupressora. Cerca de 70%
da populacdo com pneumonia por Aeromonas em estudo tinha o sistema imunitario
debilitado, além disso aproximadamente 30% dos individuos adquiriu a infegdo em
ambiente hospitalar. Apenas 9,5% da populagdo em estudo apresentava diagndstico
claro de pneumonia por Aeromonas, além da bacteriemia e do empiema no térax

provocados pela mesma bactéria. Destes 9,5%, 50% veio a falecer. Dos 84 pacientes, 6
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desenvolveram pneumonia por Aeromonas devido a afogamento, estando esta situacéo
ligada a uma elevada taxa de mortalidade em individuos com cirrose. A espécie mais
isolada foi Aeromonas hydrophila, mas também estavam presentes no estudo
Aeromonas caviae, Aeromonas veronii biovar sobria e Aeromonas veronii biovar
veronii (Chao et al., 2013).

Um estudo realizado em Paris entre 2001 e 2010 registou os pacientes vitimas de
afogamento no rio Sena com suspeita de pneumonia. Foram incluidos 37 pacientes com
idades entre os 30 e os 48 anos, sendo que 14 faleceram nas 24 horas seguintes ao
internamente. Dos 23 individuos, 21 (sendo que 2 ndo eram suspeitos de pneumonia)
foram sujeitos a colheita de amostras do lavado broncoalveolar ou aspirado traqueal.
Das espécies isoladas, Aeromonas spp. foi a mais recorrente, em conjunto com
Haemophilius spp., cada um presente em 5 casos de pneumonia por afogamento. A
Aeromonas também estava presente nas amostras de agua recolhidas do rio Sena em
2010 (Tadié et al., 2012).

A tragueobronquite é outra forma de infecdo respiratdria por Aeromonas. Na
Suica, um individuo de 19 anos imunocompetente foi vitima de pré-afogamento no rio
Cassarate (que muito provavelmente continha Aeromonas), tendo sido reanimado no
local depois de varios minutos submerso. Foi-lhe diagnosticado tragqueobronquite aguda
por Aeromonas veronii biovar sobria (bactéria predominante na amostra) e um
comprometimento neuroldgico grave que ap6s suspensdo da terapéutica acabou por
falecer (Bossi-Kipfer, Genini, Peduzzi & Demarta, 2007).

Um outro evento respiratorio desencadeado por Aeromonas é a epiglotite. Um
senhor tailandés de 61 anos com cirrose apresentava febre, odinofagia, disfagia e a voz
afetada. Mais tarde o quadro sintomatol6gico agravou-se com dispneia e febre, edema
no pesco¢o e lingua e presenca de exsudado. Apos avaliacdo clinica, laboratorial e
procedimentos médicos foi-lhe diagnosticado epiglotite por Aeromonas hydrophila que
progrediu para fasceite necrosante nos tecidos do pescogo. A fonte de contaminagdo
deste individuo ndo foi determinada, colocando-se a hipotese de possivel transicdo da
bactéria do sistema gastrointestinal por via sistémica (Apisarnthanarak, Pheerapiboon,
Apisarnthanarak, Kiratisin & Mundy, 2008).

Os empiemas bacterianos espontaneos sdo caraterizados por uma infecdo no
fluido pleural. Este tipo de infe¢do causada por Aeromonas esta vulgarmente associada
a pacientes com cirrose mas também foi relatada num individuo com patologia renal.

Supde-se que a fonte de contaminacdo possa advir da migracdo da bactéria do trato
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gastrointestinal por via sistémica com alta pressdo na veia porta ou por fluido ascitico
infetado na regido abdominal (Chen, Huang, Chen, Hsueh & Yang, 2006). Quanto a
sintomatologia estes doentes apresentam febre e dispneia, e relativamente a cultura de
amostras Aeromonas hydrophila € a espécie mais comum (Chen et al., 2006; Kim,
Chung & Shim, 2001).

Os abcessos pulmonares séo pouco frequentes e definem-se como a producao de
pus numa determinada regido do pulmé&o, com morte do tecido pulmonar, o qual pode
envolver a formacdo de cavidades. A sintomatologia desta infecdo é sobretudo a nivel
respiratério como dor no térax, tosse que pode apresentar expetoraces fétidas e
sanguinolentas, além da febre. Na anamnese pode ser evidenciado perda de peso
(Walters, Foley & Molyneux, 2011). Foi exatamente esta a situacdo que participou uma
idosa de 81 anos quando deu entrada na urgéncia hospitalar, apresentando dispneia,
hemoptise, febre e pesava cerca de 34 quilogramas, tendo sido diagnosticado um
abcesso pulmonar por Aeromonas hydrophila (Pérez, Novoa & Vidal, 2005).

Apesar de pouco habituais, as infe¢fes respiratdrias por Aeromonas sao diversas

podendo evoluir para graves complicacdes e até mesmo levar a morte do paciente.

5.5. Outras infecOes

5.5.1. Trato urinario

As infecBes do trato urinario (ITU) sdo frequentemente originadas por bactérias
podendo causar cistites (a infecdo mais habitual), uretrites e até mesmo prostatites
dependendo do 6rgao afetado. A populacdo feminina é a mais associada a este tipo de
infecdo (Sheerin, 2011). As bactérias do género Aeromonas Sd0 pouco comuns como
agentes etiologicos das ITU existindo escassos casos clinicos na literatura (Mandal et
al., 2010). Devido a este acontecimento € dificil caraterizar as ITU por Aeromonas. No
entanto, com a informacdo disponivel, Aeromonas caviae e Aeromonas hydrophila
ostentam ser as espécies mais frequentes. Além disso as espécies Aeromonas veronii
biovar sobria, Aeromonas popoffii e Aeromonas schubertii também ja foram isoladas
neste tipo de infecdo (Chao, Gau & Lai, 2012). Atendendo aos fatores de viruléncia
descritos anteriormente, pressupde-se que as fimbrias e as hemolisinas possam ter um
papel preponderante na colonizagdo do trato urinario por esta bactéria, como acontece
com Escherichia coli, microrganismo bastante comum nas ITU (Al-Benwan, Abbott,
Janda, Huys & Albert, 2007; Mandal et al., 2010; Sheerin, 2011).

49



InfecGes por Aeromonas

As ITU por Aeromonas podem afetar tanto individuos com o sistema imunitario
debilitado como individuos saudaveis, com ou sem comorbidades associadas, desde
cirrose, diabetes mellitus, doenca renal, neoplasias assim como doentes a fazer
terapéutica imunossupressora (Chao et al., 2012).

As cistites apresentam uma grande diversidade de sintomas como disuria, dor na
regido suprapubica, hematuria, mic¢do frequente, e menos comummente febre, nduseas
e vomitos (Sheerin, 2011). Esta infecdo ja foi relatada na literatura devido a espécies de
Aeromonas, como o0 caso clinico decorrido em Bangladeche, num paciente
imunocompetente de 39 anos com disdria, hematiria, mic¢do frequente e perda de peso,
num periodo de 2 meses. Na avaliacio médica, o individuo apresentava alguma
suscetibilidade na zona suprapubica. Apos colheita e andlise da urina foi detetada
Aeromonas caviae como agente etioldgico da cistite (Al-Benwan et al., 2007).

Um outro caso de ITU por Aeromonas popoffii foi detetado em 2003 numa
crianga de 13 anos. O menino apresentava alguns problemas de salde os quais
envolviam o ndo correto funcionamento da bexiga. Apds intervencdo cirdrgica a que foi
sujeito, foi-lhe dada alta com a necessidade de realizar cateterismo vesical intermitente.
Alguns dias depois, este foi novamente internado com sintomas de febre e dor na regido
esquerda. Apds avaliacdo clinica e analise microbiolégica a urina foi identificada
Aeromonas popoffii como causa de infecdo urinaria (Hua, Bollet, Tercian, Drancourt &
Raoult, 2004). A forma de infecdo ndo foi mencionada no caso mas atendendo ao
descrito, esta podera estar relacionada com o uso do cateter.

Recentemente, uma paciente de 18 anos gravida de 12 semanas, sem qualquer
patologia subjacente, foi hospitalizada com sintomatologia de febre, aumento da
frequéncia e ardor na miccdo, aléem de alguma suscetibilidade na regido suprapubica.
Através da analise laboratorial foi identificada Aeromonas hydrophila na amostra de
urina. O facto de a senhora estar gravida pode ter facilitado a colonizacdo da bactéria no
trato urinario devido a possiveis alteracfes a nivel hormonal, no sistema imunitério e
dieta alimentar (Ragunathan et al., 2012).

Os casos clinicos de individuos saudaveis aqui descritos, a fonte e a forma de
infecdo séo desconhecidas. Varias hipoteses sao colocadas, como a possivel transi¢éo da
bactéria do sistema gastrointestinal para o urindrio ou até mesmos durante a
higienizacdo da zona genital com &gua inquinada por Aeromonas, pois 0s pacientes dos
casos clinicos ndo tinham presenga da bactéria nas fezes (Al-Benwan et al., 2007;
Ragunathan et al., 2012).
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Relativamente as prostatites, estas apresentam sintomas semelhantes a cistite
como a disuria e aumento da frequéncia em urinar, além de dor a nivel do perineo ou do
escroto (Sheerin, 2011). Esta infecdo ja foi desencadeada por Aeromonas,
designadamente no caso que se segue. Um senhor de 44 anos com problemas de
alcoolismo cronico apresentava na urgéncia hospitalar febre e tensdo arterial diminuida.
Depois de uma tomografia ao abdémen e uma ultrassonografia transretal, os resultados
eram indicativos de prostatite. As amostras de sangue e urina foram positivas para
Aeromonas sobria sendo-lhe diagnosticado prostatite e septicemia por esta espécie de
Aeromonas. A forma e a fonte de infecdo ndo foram desvendadas mas o facto de o
paciente apresentar problemas alcodlicos, pode ter coadjuvado numa patologia
assintomatica ao nivel do sistema hepatobiliar, tornando este individuo mais vulneravel
a infecdes por este patogénico (Huang, Yu, Huan, Cheng & Chuang, 2007).

E importante salientar que as ITU apesar de raras podem ocorrer em qualquer
individuo, independentemente da idade que possua (Mandal et al., 2010).

5.5.2. Oculares

O olho é um 6rgédo que esta facilmente exposto ao meio ambiente podendo ser
alvo de colonizagéo por qualquer microrganismo. As formas de infegcdo séo diversas,
que podem ir de lesdo traumatica, a migracdo do microrganismo de um 6rgao adjacente
infetado ou através da via sistémica. Varios agentes etioldgicos podem causar infecoes
oculares dos quais as bactérias ndo sdo excecdo (Sharma, 2012). As bactérias
Aeromonas sdo responsaveis por provocar diversos tipos de infecbes oculares, das quais
se destacam, as endoftalmites enddgenas, queratites (Ulceras da cornea) bem como as
conjuntivites (Khan, Walters & Metcalfe, 2007; Puri, Bansal, Dinakaran & Kayarkar,
2003).

As queratites bacterianas sdo infecBes que ocorrem a nivel da clrnea. A
colonizagdo por bactérias pode ser facilitada por lesGes traumaticas bem como pelo uso
de lentes de contato, devido a uma incisdo no epitélio da cornea. Clinicamente esta
infecdo ocular pode causar dor, reducdo da visdo, vermelhiddo, fotofobia e edema da
conjuntiva (Al-Mujaini, Al-Kharusi, Thakral & Wali, 2009). Um caso clinico de
queratite por Aeromonas foi causado por falta de higienizacdo do recipiente das lentes
de contato. Além disso, o individuo de 35 anos que apresentava bilateralmente dor e
vermelhidao, referiu que por vezes utilizava agua canalizada para a lavagem das lentes.

Apos analise das amostras recolhidas da conjuntiva, da cornea e das lentes de contato,
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foi identificada Aeromonas caviae em todas as culturas. Assim, supBe-se que a agua
utilizada para higienizacéo das lentes possa ter sido 0 meio de propagacgéo do recipiente
das lentes. Ha varios fatores de viruléncia que podem contribuir para a colonizacéo da
cornea por Aeromonas, sdo eles o pili Tap que promove a adesdo ao epitélio, a
gelatinase, as proteases e ainda as toxinas citoliticas que em conjunto com as lesdes
traumaéticas permitem a descontinuacdo do epitélio da cdrnea e consequente invasao
(Pinna, Sechi, Zanetti, Usai & Carta, 2004). Um outro caso de queratite foi motivado
por Aeromonas sobria num individuo de 58 anos, afetando apenas um olho. Apesar da
sintomatologia e dos sinais da infecdo, este individuo ndo apresentava qualquer indicio
de acidente traumatico ou utilizacdo de agua ou contato com o solo inquinados por
Aeromonas, 0 que ndo é habitual em infecGes oculares por esta bactéria (Puri et al.,
2003). Apesar de descritos alguns casos, 0s microrganismos Aeromonas S0 pouco
comuns como agentes etioldgicos deste tipo de infecdo (Pinna et al., 2004).

As endoftalmites bacterianas enddgenas sdo infegdes graves mas pouco
frequentes e podem ter dois tipos de origem, infecdo proveniente por via sistémica de
outra area do organismo infetada, ou através de dispositivos médicos inquinados como
os cateteres (Arévalo, Davis, Dodds & Zeballos, 2013). Os sinais e 0s sintomas incluem
dor, viséo turva, hipdpio, manchas hemorragicas e periflebites na retina e auséncia de
reflexo vermelho. Um exemplo tipico desta infecdo devido a Aeromonas envolveu uma
idosa de 73 anos de idade que tinha sido submetida a uma intervencdo cirurgica no
intestino tendo-lhe sido colocado um cateter. Uns dias mais tarde surgiram diversas
complicacdes como infecdo da ferida no abdémen, artrite séptica num dos joelhos e
ainda septicemia. Além disso, apresentou bilateralmente alteracdo da visao e dores com
elevada pressdo intra-ocular, além de auséncia de reflexo vermelho. As amostras
recolhidas do cateter, de sangue, do joelho e do humor vitreo dos dois olhos foram
positivas para Aeromonas hydrophila. A possivel origem da infecdo pode estar
relacionada com o uso do cateter (Khan et al., 2007).

Portanto, é essencial que na analise microbioldgica das amostras se faga o
despiste de Aeromonas spp. como microrganismos causadores de doengas oftalmicas,
algumas das quais com complica¢fes graves como a endoftalmite. Apesar de serem

bactérias oculares raras, estas podem estar presentes.
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5.5.3. Meningite

A meningite é um processo inflamatorio cerebral frequentemente provocado por
microrganismo como 0s Virus e as bactérias (Burnet, Huntley & Kemp, 2007). Embora
pouco comum, Aeromonas tém a capacidade de inflamar as meninges
independentemente da idade e estado imunitario do paciente (Ghenghesh et al., 2008;
Pampin et al., 2012). Em alguns casos descritos, 0s pacientes apresentavam doengas
subjacentes sobretudo ao nivel hepatico e sanguineo. Esta patologia pode resultar de
intervencdes cirurgicas e fratura do cranio, terapia alternativa com sanguessugas, entre

outros (Pampin et al., 2012).

5.6. Septicemia

A septicemia tem sido mencionada na literatura desde sempre (cerca de dois
milénios para tras). E uma patologia com elevada mortalidade e ocorre em qualquer
ponto do globo (Martin, 2012). Vérios agentes etioldgicos podem ser responsaveis por
este sindrome, dos quais as bactérias de Gram negativo como Aeromonas ndo sdo
excecdo. E importante salientar que a septicemia é a manifestacdo do organismo, através
de mediadores inflamatoérios, a infecdo sistémica, como mecanismo de defesa do
hospedeiro, ao passo que a bacteriemia é a aparecimento do microrganismo no sangue
(Cohen, 2009). No entanto, estes dois termos sdo utilizados sem divergéncia pelos
autores quando se referem a Aeromonas. Tém sido descritos casos de septicemia por
Aeromonas desde aproximadamente 50 anos atras. Esta patologia tem sido mais
associada a populacdo geronte e pode continuar a aumentar neste grupo atendendo ao
envelhecimento da populacdo (Lamy et al., 2009). As espécies que se destacam nesta
infecdo sdo Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii biovar sobria e Aeromonas
caviae, mas outras trés espécies também ja foram relatadas, como Aeromonas jandaei,
Aeromonas veronii biovar veronii e Aeromonas schubertii (Janda & Abbott, 2010). Um
estudo retrospetivo realizado por Chuang e colaboradores (2011) no Taiwan, com uma
populagdo em estudo de 154 pacientes, Aeromonas hydrophila e Aeromonas veronii
biovar sobria apresentavam maior percentagem de individuos com bacteriemia bem
como maior taxa de mortalidade em comparagdo com Aeromonas caviae. Este tipo de
infecdo € bastante predominante em paises com padrdes atmosféricos favoraveis para o
desenvolvimento de Aeromonas nomeadamente o tropical e subtropical, sendo a grande

maioria contraidas na comunidade (Hochedez et al., 2010; Morinaga et al., 2011).
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Relativamente aos sintomas associados a septicemia por Aeromonas, estes
podem variar entre febre, calafrios, fezes diarreicas, dor no abdémen, ictericia, perda de
apetite, astenia, e choque (Ghenghesh et al., 2008; Hochedez et al., 2010; Morinaga et
al., 2011). Uma vez que a sintomatologia e a clinica da septicemia por Aeromonas €
habitualmente idéntica as das outras bactérias, a unica forma do clinico pressupor este
microrganismo € através da anamnese do paciente, nomeadamente pela possivel ligagcdo
ao meio aquatico (Janda & Abbott, 2010).

O grupo da populacdo mais suscetivel a septicemia por Aeromonas € o dos
imunodeprimidos que apresentam maior risco quando Vérias patologias estdo
associadas, sobretudo ao nivel hepético, biliar e neoplésico (cancros malignos) (Parker
& Shaw, 2011). Outras patologias podem estar associadas nomeadamente ao nivel do
pancreas, rim, coracdo, sangue e ainda patologias metabolicas (Hochedez et al., 2010;
Janda & Abbott, 2010).

Relativamente as neoplasias, 0s cancros liquidos com maior predisposicdo para
septicemia por Aeromonas sdo a leucemia mieloblastica aguda, leucemia linfoblastica
aguda e o linfoma ndo-Hodgkin (Tsai et al., 2006). Devido a estas condi¢des e ao facto
de realizarem quimioterapia, estes pacientes tém a mucosa do trato gastrointestinal
bastante afetada, tornando-se numa via acessivel para a colonizacdo de Aeromonas.
Além disso 0 estado transitorio de neutropénia resultante dos tratamentos
antineoplasicos torna estes individuos mais suscetiveis. Ainda recentemente, uma
crianca de dois anos e meio com leucemia linfoblastica aguda evidenciou uma
septicemia por Aeromonas hydrophila. A crianca tinha uma alimentagdo a base de peixe
e queijos, alimentos de onde sdo isoladas Aeromonas. Supfe-se que a bactéria tenha
transitado do trato gastrointestinal para a via sanguinea provocando a bacteriemia.
Posteriormente pele e tecidos moles da perna foram afetados, provocando fasceite e
miosite necrosante, pois ndo apresentava lesdo traumatica (Papadakis et al., 2012). E
necessario referir que individuos imunodeprimidos com consomem alimentos
inquinados por Aeromonas tém maior risco de contrair septicemia (Morinaga et al.,
2011).

Tambem tém sido descritos casos de gravidas que desenvolvem bacteriemia por
Aeromonas. Na fronteira entre Mianmar e a Tailandia em 2011, num periodo de 5
meses, trés gravidas de 12 semanas foram vitimas de bacteriemia por Aeromonas. No
geral os sintomas mencionados foram a febre, dor no abddémen, as cefaleias, a

hemorragia vaginal, os calafrios, os vomitos, as fezes diarreicas e o choque. As trés
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gravidas abortaram e uma acabou por falecer. Apenas uma das gravidas tinha possivel
fonte de infe¢do, o material utilizado na tentativa de aborto que muito provavelmente
ndo estava esterilizado. A espécie Aeromonas veronii biovar sobria foi a espécie mais
comum e uma das gravidas tinha infecdo polimicrobiana (Turner et al., 2012). A
gravidez pode ser considerada um estado imunodeprimido temporario (Hochedez et al.,
2010). Também foi descrito um caso clinico de septicemia por Aeromonas num recém-
nascido prematuro. O facto do parto espontaneo ter-se dado na casa de banho da
habitacdo pode ter resultado na contaminacdo cutanea ou oral e consequentemente do
trato gastrointestinal do recém-nascido dando origem a uma septicemia por Aeromonas
hydrophila, sendo que também estava presente Klebsiella oxytoca (Chaudhari & Todd,
2009).

As septicemias por Aeromonas podem ser mono ou polimicrobianas sendo as
bactérias mais comuns Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. (Ho et al.,
2011; Hochedez et al., 2010). Os individuos onde é mais comum as infecbes por
maultiplas bactérias incluindo Aeromonas sdo o0s portadores de neoplasias e 0s
individuos com cirrose (Ho et al., 2011). No estudo realizado por Hochedez e
colaboradores (2010) as septicemias exclusivas por Aeromonas foram mais prevalentes,
representando cerca de 62%.

Estas infecBes podem ainda ser primarias ou secundarias. As septicemias
secundarias podem resultar de varios tipos de infecdo: meningite, trato urinario,
peritonite bacteriana espontanea, fasceite necrosante, colecistite, colangite, abcessos
cutaneos e pulmonares, pneumonias e queimaduras (Chuang et al., 2011; Coutinho,
Morais, Gomes & Motta, 2013; Lai, Shiao, Lu & Ding, 2007; Nagata, Takeshima,
Tomii & Imai, 2011). Também tém sido relatados casos de septicemia por Aeromonas
resultantes da utilizacdo de dispositivos médicos, como foram o0s casos de dois
individuos de 48 e 77 anos que desenvolveram septicemia depois de submetidos a
colocacéo de drenos biliares (Doudier, Imbert, Vitton, Kahn & La Scola, 2006).

As lesdes traumaticas, independentemente da forma como foram contraidas,
estdo por vezes associadas a septicemia por Aeromonas, sem colocar em causa 0 estado
imunitario do paciente (Papadakis et al., 2012). Também foram descritos casos de
individuos imunocompetentes com septicemia resultante do sistema gastrointestinal,
sem apresentarem qualquer sintoma de fezes diarreicas mas com amostras de sangue e
fezes positivas para Aeromonas caviae (Dwivedi et al., 2008). Outra forma de infecéo

que pode progredir para septicemia € a utilizacdo de sanguessugas como terapéutica
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alternativa. Um individuo de 52 anos saudavel foi sujeito a esta terapéutica e mesmo a
fazer antibioticos como medida profilatica desenvolveu septicemia por Aeromonas sem
lesdo na pele e tecidos moles no local (Levine, Frangos, Hanna, Colen & Levine, 2010).

E ainda importante referir que a percentagem de morte de individuos com
septicemia por Aeromonas encontra-se entre 0s 24% e os 63% (Chuang et al., 2011).
Assim, torna-se claro que os microrganismos do género Aeromonas spp. estdo
envolvidos em diversos tipos de infecdo, podendo progredir para situacdes invasivas

como a septicemia, consequéncia mais graves de todas as infecdes.

6. Epidemiologia

Estudos de infecBes por Aeromonas no que toca a sua distribuicdo gquantitativa
na populacdo humana sdo muito raros. Na sua grande maioria fazem mencgdo a uma
Unica infecdo (Lamy et al., 2009). Aqui, serdo abordados em primeiro lugar os estudos
retrospetivos em determinados pontos do globo para alguns tipos de infecéo,
nomeadamente as gastrointestinais (as mais frequentes) e a septicemia/bacteriemia (a
mais grave) e posteriormente seréo referidos os estudos que englobam todas as infeges.

Como referido anteriormente as infegdes gastrointestinais por Aeromonas sao as
mais comummente encontradas. Em Hong Kong, durante um periodo de 1 ano, foram
selecionados os individuos com fezes diarreicas de causa infeciosa. Dos 130
selecionados, 6,9% tinham Aeromonas como agente etiolégico (Chan & Ng, 2004).
Num estudo idéntico realizado em Calcuta na india, 10,6% das 602 amostras de fezes
diarreicas continham Aeromonas (Kannan et al., 2001). Ainda no continente asiatico,
mais concretamente no sudeste, a percentagem de populagdo com Aeromonas nas fezes
pode alcancar os 30% ao passo que na Europa € de 3% (Doudier et al., 2006). Num
outro estudo realizado na cidade de Nasarawa na Nigéria com participantes voluntarios,
foi determinada a percentagem de populagdo com Aeromonas nas fezes. Em 250
amostras, Aeromonas spp. estavam presentes em 1,6%, com maior predominio nas
criancas e gerontes (Kandakai-Olukemi, Mawak, Olukemi & Ojumah, 2007). Na
populacédo pediatrica em varios paises do continente africano, asiatico e América Latina
é bastante comum a presenca deste patogénico nas fezes, variando entre 1 a 88% em
fezes diarreicas e 0 a 45% em fezes ndo diarreicas (Ghenghesh et al., 2008). No que
toca as infecbes gastrointestinais em viajantes, a taxa varia consoante 0s paises de

proveniéncia. Um estudo realizado por Vila e colaboradores (2003) detetou maior
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predominio de Aeromonas nas fezes diarreicas em turistas vindos da Asia, com 2,3%
(India, Irdo e Tailandia), seguida da América Latina com 1,8% (Guatemala, México,
Nicaragua e Paraguai) e por dltimo Africa com 1,7% (Quénia, Mali/Burquina Fasso,
Sara e Senegal). Na Tailandia foi realizado um estudo durante um periodo de cerca de 1
ano, e este determinou que o0s turistas europeus, neozelandeses/australianos e
americanos sdo mais afetados por Aeromonas (14%) comparativamente as restantes
bactérias (Chongsuvivatwong et al., 2009). A presenca de Aeromonas nas fezes
diarreicas da populacdo dos paises desenvolvidos pode alcancar os 7,4% ao passo que
os individuos sem a presenca de qualquer sintoma podem chegar aos 4% (lgbinosa et
al., 2012).

Relativamente as espécies de Aeromonas encontradas nas fezes de seres
humanos, estas variam consoante a area geografica. Por exemplo, na Europa e nos
Estados Unidos da América Aeromonas caviae ¢ a mais frequente ao passo que na
Tailandia, Brasil e india a mais comum é Aeromonas hydrophila (Pablos et al., 2011).

No gue toca a septicemia/bacteriemia por Aeromonas, num estudo realizado no
sul de Taiwan no periodo de 2008 a 2010, registaram-se 429 casos de bacteriemia, cerca
de 76 casos/milh&o de habitantes anualmente, valor 143 vezes maior que na California
em 1988. O numero de casos foi muito menor em paises desenvolvidos como Inglaterra
e Pais de Gales em 2004, com 1,5 casos/milhdo de habitantes (Janda & Abbott, 2010).
No Japdo, num estudo retrospetivo de 1994 a 2010 apenas foram registados 36 casos de
bacteriemia por Aeromonas.

Quanto as espécies isoladas na bacteriemia, em paises como Estados Unidos da
América, Taiwan, Hong Kong, Espanha e Australia Aeromonas hydrophila é a mais
comum ao contrario do Japdo em que Aeromonas caviae tem maior predominio
(Kimura, Araoka & Yoneyama, 2013).

Olhando agora para as infe¢bes num contexto geral, o primeiro estudo
epidemiol6gico sobre Aeromonas spp. foi efetuado na California em 1988. Neste estudo
foram registados 10,6 casos/milhdo de habitantes durante 1 ano. A infecdo com maior
predominio foi a gastrointestinal com 81% seguida pelas infecbes de pele e tecidos
moles com 9% e a bacteriemia com 5% (King, Werner & Kizer, 1992). Num estudo
mais recente efetuado em Franca, de maio a outubro de 2006, em 70 unidades
hospitalares, foram incluidos 78 individuos com infeces por Aeromonas. As infecdes
mais prevalentes foram as de pele e tecidos moles com 43,6%, seguida da bacteriemia

com 25,6% dos quais 35% acabaram por falecer. Nas infe¢fes gastrointestinais foram
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registados 19,2%, as infecBes respiratorias com 6,4% seguidas de 2,6% nas infecdes
intra-abdominais, 1,3% nas infecGes oculares e 1,3% nas infe¢cbes do trato urinario
(Lamy et al., 2009).

E necessario referir que diferentes técnicas sdo utilizadas na detecdo das
espécies, além disso varias outras condigdes estdo inerentes aos diferentes resultados
obtidos nas diversas areas geograficas como os padrbes climatéricos (supfe-se que 0s
paises de clima temperado tenham uma menor contato com Aeromonas no meio
ambiente e produtos alimentares comparativamente ao tropical e subtropical), o tipo de
alimentacdo, o acesso a cuidados medicos e saneamento basico podendo inferir nestes
resultados (Hochedez et al., 2010; Igbinosa et al., 2012; Kimura et al., 2013; Pablos et
al., 2011).

7. Meétodos de Detecdo e Identificacéo

A detecdo e identificacdo do agente etioldgico da infecdo sdo de extrema
importancia havendo necessidade de o fazer num curto espaco de tempo, de forma a
permitir aos clinicos a administracdo de uma terapéutica antibidtica adequada ao
paciente, reduzindo assim a utilizacdo de antibidticos desnecessarios (administrados
empiricamente), bem como desenvolvimento de resisténcias aos mesmos (Leekha,
Terrell & Edson, 2011; Wolk & Dunne, 2011). Desta forma é importante conhecer 0s
métodos laboratoriais que podem estar disponiveis para a detecdo e identificacdo do
género e se possivel das espécies de Aeromonas.

7.1. Métodos Convencionais

Como patogénico causador de infecdes humanas, a detecdo e identificacdo
laboratorial de Aeromonas spp. em amostras clinicas tem a sua importancia no
diagnostico e na identificacdo de surtos. Inicialmente € necessario recolher as amostras
para meios de transporte adequados, como 0 meio de Amies, 0 meio Stuart
(modificado), a solucdo salina tamponada com glicerol e o mais indicado, o0 meio de
Cary-Blair. Este ultimo meio contem agar, fosfato dissddico, tioglicolato de sodio,
cloreto de sodio e cloreto de célcio, a pH de 8,4 + 0,2 a 25°C sendo a gama de
temperaturas de incubacdo mais apropriada entre os 25 e 0s 37°C (Koehler & Ashdown,
1993; Oxoid Ltd, 2001; Martin-Carnahan & Joseph, 2005). A. O passo seguinte passa

por isolar as amostras em meios de cultura, pois 0s meios de enriquecimento (agua
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peptonada alcalina e caldo triptona soja com ampicilina) sdo um assunto ainda
discutivel em relagdo as amostras clinicas sendo mais aconselhados em amostras de
alimentos e ambientais (Martin-Carnahan & Joseph, 2005).

As bactérias do género Aeromonas Sa0 microrganismos que crescem sem
dificuldade na maioria dos meios de cultura, tanto em meios para amostras de locais
anotomicos isentos de microrganismos como em meios para bactérias entéricas, sendo
apenas afetadas em meio de tiossulfato-citrato-sais biliares-sacarose (TCBS). Estas
bactérias sdo comummente isoladas em meio MacConkey, meio lisina-xilose-dextrose
(LXD), meio entérico Hektoen, meio Luria Bertani, meio citrato-desoxicolato (CD) e
em meio Shigella-Salmonella (SS) (Janda & Abbott, 2010; Parker & Shaw, 2011). Em
meio de MacConkey a aparéncia das coldnias varia consoante a estirpe de Aeromonas
em analise, desde vermelho brilhante com precipitado em volta da colo6nia, a rosa claro
ou incolor dependendo da fermentacdo da lactose. Devido a esta situacdo as colonias
incolores podem ser facilmente confundidas com as coldnias de Salmonella ou Shigella
(Farmer 111 et al., 2006). O mesmo acontece com 0 meio SS, em estirpes de Aeromonas
lactose-negativas. Mas caso contrario, se as estirpes fermentarem a lactose podem iludir
0 microbiologista como sendo bactérias da flora normal, levando-o a ignorar tal
resultado (Aguilera-Arreola, Portillo-Mufioz, Rodriguez-Martinez & Castro-Escarpulli,
2012). Em meio de Hektoen, as estirpes de Aeromonas que fermentam a lactose também
prejudicam a sua detecdo (Gonzalez et al., 2010).

O meio agar de sangue com ampicilina (ASA) tem sido usado como meio
seletivo para Aeromonas, uma vez que a grande parte das espécies deste género
provenientes de amostras clinicas sdo p-hemoliticas (Andélova, Porazilova & Krejéi,
2006). Este meio € vantajoso numa primeira fase de recuperacdo da bactéria e por
permitir diretamente o teste da oxidase (Aguilera-Arreola et al., 2012). Contudo, o facto
de Aeromonas trota e por vezes algumas estirpes de Aeromonas caviae serem sensiveis
a ampicilina, podendo ambas estarem presentes em infe¢cGes humanas, a utilizacao deste
composto seletivo € questionavel (Awan, Magbool, Bari & Krovacek, 2009). Além
disso, 0 aparecimento de resisténcias a este antibidtico por outras bactérias tem
colocado algumas reticéncias na utilidade deste meio em anélises rotineiras (Andélova
et al., 2006).

Outro meio que também tem sido utilizado no isolamento de Aeromonas € o
meio seletivo novobiocina-irgasan-cefsulodina (NIC) comummente usado para detecdo

da Yersinia spp. (Gonzalez et al., 2010). Devido ao facto das colonias de Aeromonas, de
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Yersinia e de Citrobacter serem idénticas dificulta a detecdo e além disso o teste da
oxidase por vezes resulta em falsos-negativos, ndo podendo ser realizado no proprio
meio (Aguilera-Arreola et al., 2012; Andélova et al., 2006). No entanto, este meio
continua a ser utilizado e como tal recentemente foi demonstrado que a inoculacdo em
meio de Muller Hinton ap6s teste de oxidase em coldnias de NIC manitol positivas
aumenta a sensibilidade de Aeromonas isoladas de amostras fecais em compara¢do com
0 meio de Kligler (Gonzalez et al., 2010).

O agar Aeromonas como o préprio nome indica, € um meio desenvolvido para
detecdo de Aeromonas spp. em Varios tipos de amostras, incluindo as clinicas. Como
meio seletivo que é, é dotado de compostos como o verde brilhante e o irgasan. Além
disso ndo impede o crescimento de Aeromonas suscetiveis a ampicilina (Lab M, 2005).
O microrganismo Pseudomonas € a bactéria que apresenta colonias idénticas a
Aeromonas neste meio, mas podem ser facilmente distinguiveis pelo metabolismo
fermentativo e teste da oxidase que pode inclusive ser realizado diretamente no meio
(And¢lova et al., 2006; Lab M, 2005). O agar Aeromonas num estudo comparativo de
meios de cultura (NIC, CD e MacConkey) com amostras fecais foi o0 que apresentou
maior eficacia na detecdo de Aeromonas, podendo ser utilizado em laboratorios para
analises de rotina (Andélova et al., 2006).

No Brasil, tem estado a ser desenvolvido um meio para detecdo de Aeromonas
spp. e Plesiomonas shigelloides e outros enteropatogénicos como Escherichia coli,
Shigella spp. e Salmonella spp.. O meio seletivo, designado agar UNISC faz a distingéo
entre bactérias fermentadoras e ndo fermentadoras de xilose. As bactérias Aeromonas e
Plesiomonas shigelloides, bem como Shigella sdo microrganismos ndo fermentadores
de xilose apresentando coldnias azuis, sendo os dois primeiros facilmente distinguiveis
da Shigella pelo teste da oxidase, no qual sdo positivos. Este meio necessita ainda de
ensaios de validacdo, havendo grande possibilidade de suprir a utilizacdo dos atuais
meios de coprocultura, nomeadamente o meio de MacConkey e o meio SS (Rocha,
Scheid & Alves, 2008).

Atendendo a necessidade de ter um meio econdmico, rapido, préatico e efetivo
para a detecdo e identificacdo de Aeromonas em analises de rotina foi realizado um
estudo de avaliacdo do meio cromogenico agar CromoCen® AGN em varios tipos de
amostras, incluindo fezes diarreicas. A detecdo de Aeromonas neste meio esta
relacionada com a atividade proteolitica da bactéria surgindo um halo transparente na

colonia. Os microrganismos Pseudomonas tambeém detém tal atividade mas distinguem-
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se de Aeromonas pela presenca da glucuronidase e galactosidade nesta Gltima. Em
termos gerais, este meio apresentou elevada sensibilidade e especificidade sobre os
diferentes géneros de Gram negativo testados, identificados por diferentes cores. E
necessario referir que ocorreu variacdo da cor nas colonias de Aeromonas (desde verde
claro, a salméo ou violeta) bem como no desenvolvimento do halo nas temperaturas de
incubagdo, 28°C e 37°C (24 a 48 horas), sendo aconselhado a utilizacdo de duas
temperaturas no ensaio. Assim, o meio CromoCen® AGN ¢ Util na detecdo e
identificacdo de Aeromonas ao nivel do género, cumprindo com os VArios requisitos
referidos acima (econémico, répido, préatico e efetivo) (Aguilera-Arreola et al., 2012).

Outros meios de detecdo incluem, o agar verde brilhante-sais biliares para
Aeromonas e Plesiomonas, meio dextrina-fucsina-sulfito, meio de Rimler-Shotts (para
amostras de agua e animais), agar ADNase com ampicilina e azul toluidina, MacConkey
com ampicilina e Tween-80, agar pril-xilose-ampicilina e agar amido-ampicilina
(Farmer 111 et al., 2006). A temperatura de incubacdo das amostras clinicas é usualmente
entre 0s 35 e 0s 37°C mas pode variar consoante meio utilizado (Perales, 2003).

Um dos grandes problemas na identificacdo de Aeromonas incide sobre a grande
quantidade de espécies descritas e 0 facto de ndo haver determinadas caracteristicas
fenotipicas discriminatdrias uUteis (Edberg et al., 2007). Os testes bioquimicos para
identificacdo do género e espécies de Aeromonas ndo sdo de facil determinacdo mas sao
a forma mais comumente usada para analise laboratorial de amostras clinicas (Lamy et
al., 2010). Como tal, o reconhecimento do género Aeromonas de entre 0s géneros Vibrio

e Plesiomonas pode ser conseguido por intermedio de varios testes (Tabela 4).
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Tabela 4 - Identificagdo do género Aeromonas'?. Adaptado de (Ghenghesh et al., 2008; Janda & Abbott,
2010; Martin-Carnahan & Joseph, 2005).

] Vibrio
Carateristicas Aeromonas Plesiomonas
i i Vibrio cholerae e .
shigelloides R Outros vibrios
Vibrio mimicus
Agente . . . , Particularmente
e Resistente  Resistente/Sensivel Sensivel™ ;
vibriostatico O/129 sensivel
Crescimento a 0% u
14 Cresce Cresce Cresce Né&o cresce
NacCl
Crescimento em N30 cresce N30 cresce Colonia Colo6nia amarela
TCBS amarela/colénia verde ou verde
Crescimento a 6% . ~
Né&o cresce Né&o cresce Cresce
de NaCl
Liquefacao da
quetac " - +
gelose
Ornitina
. - + +
descarboxilase
Lisina
. + + +
descarboxilase
Arginina
o + + -
dihidrolase
Fermentacéo do N
myo-inositol

No entanto ha excecbes, Aeromonas veronii biovar veronii tem um perfil
(referente as carateristicas da tabela 4) idéntico a algumas estirpes de Vibrio cholerae
01 e 0139 resistentes ao agente vibriostatico O/139, sendo necessario 0 teste da
esculina ou salicina (positivos) e formacdo de gas através da glucose por Aeromonas
veronii biovar veronii para haver distingdo. O mesmo acontece entre Aeromonas caviae
e determinadas estirpes de Vibrio fluvialis que apresentam perfis semelhantes (referente
as carateristicas da tabela 4), recorrendo-se a metabolizacdo da celobiose por
Aeromonas caviae para diferenciar os géneros (Janda & Abbott, 2010).

Os sistemas comerciais também tém sido utilizados para identificar Aeromonas,
contudo tem-se verificado alguns erros de identificacdo relacionados com o género
Vibrio. Em relacdo a espécie, a situacéo fica ainda mais complicada (Soler et al., 2003).
Esta conjuntura é particularmente grave porque uma identificacédo errada, especialmente

ao nivel do género pode ter consequéncias graves para 0 paciente, uma vez a terapéutica

12 Simbolos e abreviaturas: +, positivo; -, negativo; NaCl, cloreto de sédio.

3 Geralmente as estirpes Vibrio cholerae serogrupo O1 e todas as estirpes do serogrupo 0139 s&o
resistentes.

' Caldo nutritivo Difco.
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antibiotica adequada é preponderante (Park et al., 2003). Recentemente foi realizado um
estudo comparativo entre seis sistemas comercias de identificagdo em relacdo a
Aeromonas e 0 que apresentou melhores resultados em termo globais foi 0 API-32GN,
cerca de 98,9% ao nivel do género e 91,9% em relacdo as espécies mas com a
necessidade de realizar testes adicionais. O sistema de microplaca Omnilog GN2
apresentou 100% de identificagdo em relagdo ao género. Em contraste, este sistema de
identificacdo apresentou baixa precisdo ao nivel da espécie, juntamente com o API-20E,
0 Vitek2, o Phoenix 100 ID/AST e o Neg Fermenter Combo 47/Micro Scan. Assim, 0s
sistemas comerciais de uma forma geral necessitam de ser melhorados para a
identificacdo de Aeromonas, sobretudo em relagdo aos algoritmos, aos bancos de
informacao e especialmente na distincdo do género Vibrio (Lamy et al., 2010).

Depois de detetar e isolar Aeromonas em meios de cultura apropriados é util
identificar as espécies envolvidas. Como tal, é importante realcar de entre as varias
Aeromonas spp. quais as mais implicadas em infe¢des humanas: Aeromonas caviae,
Aeromonas hydrophila e Aeromonas veronii biovar sobria em maior destaque, seguidas
de Aeromonas veronii biovar veronii, Aeromonas jandaei e Aeromonas schubertii
(Janda & Abbott, 1998). As bactérias Aeromonas allosaccharophila, Aeromonas media
e Aeromonas trota embora ja& tenham sido isoladas de amostras clinicas, as suas
presencas em infecdes humanas sdo raras (Lamy et al., 2010). Alguns dos varios testes
bioquimicos para identificacdo destas diferentes espécies encontram-se descritos no
anexo II.

Dependendo do perfil determinado num conjunto de testes bioquimicos,
Aeromonas podem ser distinguidas em 3 grupos de espécies, designadamente o
complexo Aeromonas hydrophila (Aeromonas hydrophila, Aeromonas bestiarum e
Aeromonas salmonicida), o complexo Aeromonas caviae (Aeromonas caviae,
Aeromonas media e Aeromonas eucrenophila) e o complexo Aeromonas sobria
(Aeromonas veronii biogrupo sobria, Aeromonas jandaei, Aeromonas schubertii, e
Aeromonas trota). As bactérias pertencentes a cada complexo tém por base reacdes
bioquimicas para se diferenciarem do restante grupo (Abbott et al., 2003). Através da
analise do anexo Il pode-se verificar que as espécies do complexo Aeromonas
hydrophila podem ser distinguidas pela fermentacdo do D-sorbitol e pela utilizacdo do
acido uricanico. O complexo Aeromonas caviae pode ser diferenciado a partir do teste
de fermentacdo da sacarose e utilizacdo do &cido uricanico. Em relagdo ao complexo

Aeromonas sobria, 0s testes mais indicados sdo a fermentacdo da sacarose e arabinose e
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a producdo de géas a partir da D-glucose. Para 0 caso de ser necessario descriminar
Aeromonas veronii biovar veronii de Aeromonas hydrophila (resultados bioquimicos no
anexo Il muitos similares), os testes que podem ser aplicados sdo a fermentacdo da
arabinose e a reacao da arginina descarboxilase.

Outros métodos que podem ser aplicados na identificacdo de Aeromonas sdo
producdo de sulfureto de hidrogénio a partir da gelose-cisteina-tiossulfato, presenca da
enzima pirazinamidase, utilizacdo do DL-lactato e da elastase, formacdo de &cido a
partir da D-ramnose, entre outros (Martin-Carnahan & Joseph, 2005).

Dados recentes sugerem que os testes bioquimicos ndo sdo os mais indicados
para detetar Aeromonas ao nivel das espécies (Su, Lin & Chao, 2013) porque além de
ser necessario uma grande quantidade de testes, a demora nos resultados
(aproxiamadamente 72 horas), os elevados custos economicos e as metodologias
envolvidas tornam-o inviavel em andlises laboratoriais de rotina. O mais apropriado
seria identificar o complexo, uma vez que a terapéutica e as consequéncias provaveis da
infecdo seriam idénticas entre espécies do mesmo complexo (Janda & Abbott, 1998).
Abbott e colaboradores (2003) fizeram uma analise aos resultados de estudos
anteriormente realizados e juntamente com resultados do seu ensaio, concluiram que das
62 carateristicas bioquimicas testadas em cerca de 400 estirpes de Aeromonas, apenas 4
carateristicas demonstram resultados idénticos. Apesar de em varios estudos os testes
bioquimicos serem 0s mesmos, ndo existe um procedimento nem carateristicas de
reagentes/meios padrdo, e por este motivo pode haver variagdes de resultados (Abbott et
al., 2003; Beaz-Hidalgo et al., 2010). Além disso, a maioria dos algoritmos de
identificacdo de Aeromonas estdo desatualizados em relacdo as reclassificacbes
taxondmicas e espécies que foram posteriormente descritas (Edberg et al., 2007).

Tendo em conta o descrito, 0s métodos convencionais apresentam muitas
limitacdes na detecdo e identificacdo de espécies/género Aeromonas. Além de morosos,
€ necessario um grande numero de testes bioquimicos para obter um resultado

fidedigno.

7.2. Métodos Moleculares
Como referido na sec¢do “Taxonomia e Classificacdo” varios métodos
moleculares tém sido aplicados como meio de identificagdo de espécies Aeromonas.
Desde a hibridizagdo ADN-ADN ao MLST de genes Housekeeping, muitos métodos
foram aplicados.
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Os métodos moleculares sdo particularmente importantes porque permitem
identificar as espécies com fendtipos bastante idénticos. Contudo, a maioria das técnicas
de sequenciacdo e filogenéticas ndo sdo as mais apropriadas em laboratorios como
técnicas de diagnostico porque sdo muito onerosas (Benagli et al., 2012).

A técnica loop-mediated isothermal amplification (LAMP) é uma metodologia
recente de amplificacdo de &cidos nucleicos a uma temperatura constante (Notomi et al.,
2000). A bactéria Aeromonas caviae (proveniente de amostras clinicas) foi testada nesta
técnica que se baseia na amplificacdo de uma determinada regido, neste caso a regido
espacadora intergénica 16S-23S (apresenta diferentes sequéncias entre espécies) a uma
temperatura relativamente baixa (60-65°C) (Notomi et al., 2000; Wei, Zheng, Zhang,
Qu & Huang, 2008). Com base nessa regido de Aeromonas caviae foram desenhados
quatro iniciadores (primers) que se ligavam a seis locais diferentes da regido alvo,
promovendo desta forma o aumento da especificidade da reacdo. A polimerase Bst foi
responsavel pela amplificacdo a uma temperatura de 62°C durante cerca de uma hora
sendo o produto posteriormente analisado por eletroforese em gel de agarose. Os
resultados foram satisfatérios na medida em que todas Aeromonas caviae foram
detetadas em oposicdo a ndo Aeromonas caviae. Esta técnica é sensivel e apresenta
resultados em menor tempo (cerca de 1 hora) comparativamente aos métodos
convencionais e PCR (cerca de 3 horas), podendo ser util em laboratérios como método
de diagndstico (Wei et al., 2008).

Um outro método ainda ndo referido consiste na identificacdo de Aeromonas por
sondas de ADN. Duas sondas foram desenvolvidas, uma deteta a ATGC e a outra uma
proteina da membrana externa. Ambas demonstraram capacidade de identificar
Aeromonas sem ocorrer hibridizacdo das sondas com bactérias de outros géneros
(especialmente o género Vibrio). Esta técnica pode demorar sensivelmente 36 horas
com resultados precisos em oposicdo as 72 horas dos testes convencionais, podendo ser
uma técnica Util como diagndéstico de infecBes por bactérias do género Aeromonas.
(Chacén, Castro-Escarpulli, Soler, Guarro & Figueras, 2002; Khushiramani, Girisha,
Karunasagar & Karunasagar, 2009). Também tém sido construidas sondas de ADN que
se limitam a identificar uma Unica espécie, nomeadamente Aeromonas hydrophila,
Aeromonas trota, Aeromonas schubertii e Aeromonas jandaei. Apesar deste
desenvolvimento, ainda nenhuma sonda esta acessivel (Parker & Shaw, 2011).

Outra alternativa passa pela aplicagdo de um PCR-Duplex para espécies de

Aeromonas, que se fundamenta na amplificacdo dos genes que codificam para a ATGC
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e 16S rARN. Este método foi testado em espécies de Aeromonas e Vibrio mais
implicadas em infe¢cGes humanas (estirpes de referéncia e amostras de fezes diarreicas).
Os resultados foram favoraveis para Aeromonas uma vez que os dois genes testados
foram amplificados. Contudo alguns vibrios (Vibrio cholerae ndo-O1 e nao-0139,
Vibrio alginolyticus, Vibrio mimicus e Vibrio parahaemolyticus) apresentaram
amplificacdo do gene 16S rARN. Ainda assim, este método pode representar uma opgao
viavel aos testes fenotipicos na detecdo e distin¢do entre Aeromonas e Vibrio. Séo
necessarios mais testes para validar esta técnica que pode ser util como método de
diagnédstico em laboratdrios com andlises de rotina (Mendes-Marques, Hofer & Leal,
2013).

Um dos métodos mais recentes para a identificacdo de Aeromonas é o Matrix
Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight — espetrometria de massa
(MALDI-TOF) (Benagli et al., 2012). A base do MALDI-TOF esta na formagdo de
espetros de massa caracteristicos a partir dos fragmentos de moléculas (proteinas)
desagregadas da célula bacteriana. O espetro resultante é comparado com 0s espetros
contidos no banco de dados constantemente atualizado (Biswas & Rolain, 2013). Um
estudo realizado com amostras clinicas e ambientais de Aeromonas demonstrou que 0
MALDI-TOF apresenta uma descriminacdo em relacdo ao género de 100%. No que toca
as amostras clinicas, a precisdo em relacdo a espécie foi de 90%, indicando que pode ser
uma metodologia promitente ao nivel da identificacdo de espécies bacterianas (Lamy,
Kodjo, Laurent & Group the colBVH Study, 2011). E um método econémico, exato,
pratico e com resultados num curto espaco de tempo (em minutos), indicado para
laboratdrios de analises microbioldgicas de rotina (Biswas & Rolain, 2013).

Desta forma, as metodologias moleculares apresentam carateristicas mais
favoraveis comparativamente aos meétodos convencionais, nomeadamente a nivel de
especificidade, sensibilidade, rapidez de execucéo e de resultados. Estes podem ter um
papel preponderante a nivel clinico sobretudo nos ensaios de detecdo e identificacdo de

espécies/género Aeromonas.
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8. Tratamento
8.1. Antibioterapia
8.1.1. Introducédo aos Antibioticos
Os antibioticos sdo um grupo farmacologico fundamental no tratamento das
infecBes (Coates & Hu, 2007). Tém como objetivo causar a morte da célula bacteriana
ou inibir a multiplicacdo da mesma. Os diferentes antibidticos estdo divididos em
classes consoante o local de acdo na célula bacteriana, com maior destaque para 0s
antibioticos que inibem a sintese da parede celular, antibidticos que alteram a sintese
dos &cidos nucleicos, antibidticos que inibem a sintese proteica por agdo sobre os
ribossomas e os que interferem com o metabolismo bacteriano (Figura 6) (Kohanski,
Dwyer & Collins, 2010).

Sintese da Parede Celular
Glicopeptideos
Carbapenemos
Cefalosporinas
Monohactamos

Penicilinas

Sintese de Acidos Nucleicos
Quinolonas

Metabolismao
Bacteriano

Anti-folatos

Sintese Proteica

Sintese Proteica (inibicdo subunidade 3035)
(inibicdo subunidade S05) Aminoglicosideos
Macrdlidos Tetraciclinas
Fenicdis

Figura 6 - Locais de agdo de vérias classes antibidticas. Abreviaturas: PABA, acido paraminobenzoico;
DHF, di-hidrofolato; THF, tetra-hidrofolato. Adaptado de (Jackson, Reyes, & Cordiés, 1998).

No entanto, é cada vez mais evidente o aparecimento de resisténcias e
consequente diminuicdo da eficdcia no tratamento. Por este motivo é necessario o

desenvolvimento de novos antibiéticos (Coates & Hu, 2007).
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8.1.2. Antibioterapia nas infe¢cGes por Aeromonas spp.

Usualmente as infecOes por Aeromonas spp. ndo carecem de antibioterapia,
contudo em determinadas situacdes € inevitavel a sua utilizacdo, quer para impedir a
evolucdo bem como a permanéncia da enfermidade. Esta conjuntura € normalmente
requerida na populagdo pediatrica e geronte e em individuos com o sistema imunitéario
debilitado (Obi et al., 2007). Em relagdo as infe¢es no sistema gastrointestinal, mais
concretamente a supressao das fezes diarreicas, a utilizacdo de antibidticos é ainda
incerta uma vez que estas sdo na sua grande maioria autolimitantes (Graevenitz, 2007;
Quiroga & Vergara, 2011). Na Tabela 5 estd descrito um resumo das terapéuticas
utilizadas nas infecGes gastrointestinais por Aeromonas spp. em diversos estudos

disponiveis na literatura.

Tabela 5 - Antibioterapia utilizada em infe¢des gastrointestinais por Aeromonas spp..

. . Sensibilidade Antibiotico .
Caso Clinico Espécie Isolada S . Referéncia
N pect Antibiotica utilizado !
9 Individuos com fezes . Clprofloxiacma
I Aeromonas caviae Ceforaxima
diarreicas em Hong Kong . . . . (Chan & Ng,
- Aeromonas hydrophila Cloranfenicol Ciprofloxacina
(apenas 1 fez terapéutica . . . 2004)
- Aeromonas veronii Trimetoprim-
antibidtica)
Sulfametoxazol
Norfloxacina (1
18 Individuos com diarreia Aeromonas veronii . individuo)
. . . Cefotaxima . )
do viajante biovar sobria . . Ciprofloxacina (6 .
o . Ciprofloxacina . (Vilaetal.,
(apenas 9 individuos Aeromonas caviae Acido individuos) 2003)
fizeram terapéutica Aeromonas jandaei Nalidixico Trimetoprim-
antibidtica — monoterapia)  Aeromonas hydrophila Sulfametoxazol
(2 individuos)
2 Individuos (chineses, Ceftriaxona (Sule, Tai,
idosos) com fezes Aeromonas hydrophila Trimetoprim- Ceftriaxona Boey, & Tay,
diarreicas Sulfametoxazol 2008)

Individuo com Sindrome
urémico hemolitico em

Aeromonas veronii

Ciprofloxacina

Ciprofloxacina

(Figueras et al.,

biovar sobria Piperacilina 2007
Espanha P )
Individuo (crianca de 2 ASromonas veronii Gentamicina
anos) com . . Cefuroxima Ceftriaxona (Lin, 2006)
. biovar sobria .
colite segmentar Ceftriaxona

Através da analise da tabela 5, os antibioticos mais apropriados na terapéutica

gastrointestinal

sdo o

cefalosporinas de 3?2 geracao.

trimetoprim-sulfametoxazol,

as fluoroquinolonas

€ as

Relativamente as infecbes de pele e tecidos moles, a terapéutica antibiotica €

mais complexa devido a similaridade com as infe¢bes por Staphylococcus spp. e
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Streptococcus spp., pois estas Ultimas sdo tratadas empiricamente com penicilina ou
amoxicilina-&cido clavulanico, ndo produzindo qualquer efeito sobre Aeromonas (Lamy
et al.,, 2009; Vally et al., 2004). Como tal, na Austrdlia, antes dos resultados
microbiologicos estarem concluidos, a terapéutica indicada inclui a cefotaxima,
ceftriaxona ou a ciprofloxacina (Vally et al.,, 2004). No que toca as lesGes que
ocorreram devido ao tsunami que assolou a Tailandia em 2004, no qual Aeromonas spp.
estiveram maioritariamente presentes, as 3 principais terapéuticas antibioticas utilizadas
foram a amoxicilina-acido clavulanico (40,5%), a cefotaxima ou ceftriaxona com
gentamicina (19,1%) e ainda a cloxacilina com gentamicina (11,4%). E importante
referir que a maioria das infecGes eram de cariz polimicrobiano, sobretudo bactérias de
Gram negativo como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, e em menor nimero as
de Gram positivo como Staphylococcus spp. e Enterococcus. Os microrganismos do
género Aeromonas spp. bem como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
demonstraram sensibilidade a amicacina, cefepima, cefotaxima, ceftazidima,
ciprofloxacina, gentamicina, imipenem e trimetoprim-sulfametoxazol (Hiransuthikul et
al., 2005).

Nas infe¢des por mordidas de animais, também polimicrobianas, tem-se optado
pela terapéutica com ciprofloxacina ou piperacilina-tazobactam com amoxicilina-acido
clavulanico e ciprofloxacina (Easow & Tuladhar, 2007; Kunimoto et al., 2004). Nestas
infecdes, nomeadamente as causadas por felinos, esta referido que a determinacdo da
flora bacteriana e a avaliacdo continua da sensibilidade antibidtica sdo poderosas
ferramentas para a implementacdo de uma terapéutica empirica (Easow & Tuladhar,
2007).

Em infecBes por queimaduras (com mais 35% da superficie corporal queimada)
por Aeromonas hydrophila e outro patogénico associado, as terapéuticas administradas
em diversos casos variaram entre meropenem com vancomicina, numa outra situacdo
clinica mais complicada vancomicina com ciprofloxacina, trimetoprim-sulfametoxazol e
meropenem; num outro caso foi instaurada vancomicina com amicacina e cefepima, e
no dltimo ciprofloxacina com vancomicina e piperacilina-tazobactam (Chim & Song,
2007; Ribeiro et al., 2010).

Regra geral, as infecOes de pele e tecidos moles por Aeromonas sdo tratadas
empiricamente com fluoroquinolona e/ou trimetoprim-sulfametoxazol. Contudo estas
estdo muitas vezes contaminadas por mais patogénicos (Staphylococcus spp.,

Enterococcus, coliformes e anaerobios), podendo ser incluido outro antibiotico de
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forma a abranger as restantes bactérias envolvidas, como as cefalosporinas de 32
geracdo (Chao et al., 2013; Ribeiro et al., 2010).

As infecOes intra-abdominais apresentam uma terapéutica empirica complicada,
isto porque a maioria dos antimicrobianos utilizados, ampicilina-sulbactam ou a
piperacilina podem ndo ter qualquer agéo sobre Aeromonas spp., e para além disso neste
tipo de infecdo estdo presentes varios patogénicos (Clark & Chenoweth, 2003). Nas
colangites, por exemplo, com infecdo polimicrobiana com a presenca de Aeromonas
caviae foi aplicada a terapéutica de cefotaxima com amicacina (Randive & Mathur,
2012). Em outros casos de colangite polimicrobiana mas com Aeromonas hydrophila, as
terapéuticas variaram entre a piperacilina-tazobactam e a ofloxacina com gentamicina
(Clark & Chenoweth, 2003). No que refere as apendicites, por Aeromonas sobria
associada a outra bactéria, a terapéutica imposta no caso clinico foi o ertapenem (Tsai et
al., 2013). Nos abcessos pancreaticos (apenas um caso descrito) por Aeromonas
hydrophila, o tratamento mais apropriado envolve uma quinolona ou um carbapenemo
podendo ser associado um aminoglicosideo (De Gascun et al., 2007). Nas peritonites
bacterianas espontaneas por Aeromonas spp., 0 antibidtico mais indicado é a cefotaxima
(Choi et al., 2008).

Relativamente as infecOes respiratorias por Aeromonas spp., COMO as
pneumonias (algumas das quais polimicrobianas), a terapéutica antimicrobiana tem
consistido em cefalosporinas de 3% ou 4% geracdo ou fluoroquinolonas (Chao et al.,
2013). E importante referir que nas pneumonias por aspiracio de agua, a terapéutica
deve ter em conta as bactérias presentes nesta (Tadié et al., 2012). No caso clinico de
traqueobronquite por Aeromonas veronii biovar sobria o tratamento incluiu apenas a
cefepima (Bossi-Kupfer et al., 2007) enquanto o caso de epiglotite por Aeromonas
hydrophila implicou a utilizacdo de ceftriaxona (Apisarnthanarak et al., 2008). Os
autores indicam que em casos de infecbes com elevada gravidade por Aeromonas
hydrophila (como o da epiglotite) é aconselhavel recorrer as cefalosporinas de 32
geracdo (Apisarnthanarak et al., 2008). Os empiemas por Aeromonas spp. séo sobretudo
tratados com cefotaxima ao passo que nos abcessos pulmonares por Aeromonas
hydrophila a terapéutica inclui maioritariamente a cefuroxima, mas também pode conter
a ciprofloxacina (Chen et al., 2006; Pérez et al., 2005).

No que respeita as infegdes do trato urinario, a terapéutica para a extingdo de
Aeromonas spp. engloba varias classes antibidticas ja mencionadas, nomeadamente as

fluoroquinolonas (como a ciprofloxacina), as cefalosporinas de 3% geracdo ou 0sS
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aminoglicosideos (Al-Benwan et al., 2007; Chao et al., 2012). Também tem sido
utilizado o trimetoprim-sulfametoxazol e hum grupo mais suscetivel da populagéo, uma
gravida de 12 semanas foi-lhe administrada cefuroxima (Hua et al., 2004; Ragunathan et
al.,, 2012). No caso clinico em que foi diagnosticado prostatite e septicemia por
Aeromonas, o individuo recuperou favoravelmente com ofloxacina. Em caso de infe¢do
por prostatite as fluoroquinolonas séo a classe antibidtica de eleicdo porque além de as
bactérias do género Aeromonas serem sensiveis, a farmacocinética é excelente nesta
terapéutica (Huang et al., 2007).

Nos dois casos de infecdo ocular por Aeromonas, em que foi diagnosticado
queratite, as terapéuticas antibidticas variaram entre a tobramicina topica fortificada
com ciprofloxacina e gentamicina fortificada com cefuroxima (Pinna et al., 2004; Puri
et al., 2003). Assim, neste tipo de infecdo a antibioterapia mais indicada inclui os
aminoglicosideos e as fluoroquinolonas (Pinna et al., 2004). J& nas endoftalmites
bacterianas enddgenas, o caso clinico abordado apenas referiu que Aeromonas
hydrophila era suscetivel a gentamicina e ciprofloxacina (Khan et al., 2007), o que
induz que as duas classes antibidticas destes dois farmacos sejam as mais apropriadas
para as infecGes oculares por Aeromonas spp..

Em relagdo a meningite, o caso clinico abordado (cirurgia ao cranio para
remocao de um tumor) consistia de uma infecdo por Aeromonas veronii biovar sobria
apos terapia com sanguessugas. A terapéutica da meningite incluiu ceftriaxona e
posteriormente cefepima com tobramicina. Nao é de mais referir que a terapéutica
antibidtica preventiva no tratamento com sanguessugas € indispensavel (Ouderkirk,
Bekhor, Turett & Murali, 2004).

No que toca a septicemia por Aeromonas spp., um caso clinico de septicemia
secundaria por infecdo de pele e tecidos moles foi solucionado com ciprofloxacina e
cefepima (Coutinho et al., 2013). No Japdo varios pacientes com septicemia primaria e
secundaria por Aeromonas spp. e com outras patologias associadas fizeram monoterapia
com carbapenemos (meropenem, por exemplo), a exce¢do de um paciente que fez
cefepima com isepamicina (Morinaga et al., 2011). Em relacdo as gravidas, a
terapéutica antibiotica na septicemia por Aeromonas spp. pode incluir carbapenemos,
cefalosporinas de largo espetro ou fluoroquinolonas (Turner et al., 2012). Tem-se que as
cefalosporinas de largo espetro sé@o as mais apropriadas neste tipo de infecdo por

Aeromonas (Chuang et al., 2011).
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Assim, de forma a sintetizar toda a informacéo, a tabela 6 contem as classes
antibidticas organizadas consoante a capacidade de inibir de uma forma geral as

espeécies do género Aeromonas.

Tabela 6 - Sensibilidade antibiética das bactérias do género Aeromonas®®. Adaptado de (Janda & Abbott,
2010).

Perfil de sensibilidade (% de isolados) Classe Antibiotica

Aminoglicosideos
Carbapenemos
Cefalosporinas (largo espetro)
Cefalosporinas de 42 geragéo
Macroélidos (azitromicina)
Sensivel (90-100) Monobactamos

Nitrofuranos
Penicilinas™
Fenicdis
Quinolonas
Tetraciclinas

Aminoglicosideos (tobramicina)
Intermédio (70-90) Anti-folatos (trimetoprim-sulfametoxazol)
Cefalosporinas (cefoxitina)

Anti-folatos (sulfametoxazol)
Cefalosporinas (espetro estreito)
Resistente (<70) Penicilinas*’
Macrolidos (claritromicina)
Penicilinas (oxacilina, penicilina)

Tendo em conta o que foi descrito, e ao facto das infecdes poderem ser
polimicrobianas com diversas resisténcias, a terapéutica empirica das infecdes por
Aeromonas spp. é complexa de se definir, mas de uma forma geral devem conter uma
cefalosporina de 3% ou 4? geracdo ou uma fluoroquinolona, podendo ser incluida em
situacGes mais complicadas, a gentamicina ou a amicacina (Lamy et al., 2009; Orsini &
Sakoulas, 2007).

Quanto a duracdo da terapéutica das infecBes por Aeromonas spp., ndo existe
informacdo descrita e como tal o clinico deve ter em conta a evolucdo do doente face a

terapéutica aplicada (Morris & Horneman, 2013).

1> Simbolos: <, menor.
16 Azlocilina, piperacilina, piperacilina-tazobactam.
7 Amoxicilina, ampicilina, ampicilina-sulbactam, ticarcilina.
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8.1.3. Resisténcias aos Antibidticos em Aeromonas

Os antibiodticos foram uma grande mais-valia aquando do seu aparecimento.
Entretanto com o decorrer dos anos as bactérias, devido a uma serie de fatores, tém
vindo a ganhar resisténcia a varios farmacos deste grupo terapéutico. Esta € uma
situacdo muito delicada para a saude publica, uma vez que Vvérias condicionantes
clinicas estdo dependentes de antibidticos (Davies & Davies, 2010). As bactérias do
género Aeromonas spp. ndo sdo excecdo, apresentam uma grande diversidade de
resisténcias a antibioticos e em determinadas situacdes clinicas é necessario recorrer a
estes farmacos (Ghenghesh, EI-Mohammady, Levin, Zorgani & Tawil, 2013; Saavedra,
2012). Desde os anos 90, a humanidade tem assistido a uma diminuicdo da
suscetibilidade aos antimicrobianos por Aeromonas (Quiroga & Vergara, 2011).

Os microrganismos Aeromonas spp. sdo conhecidos por serem resistentes as
penicilinas (penicilina, ampicilina, carbenecilina, ticarcilina, meticilina), eritromicina,
clindamicina, vancomicina, cefalosporinas de 12 geracdo (Carvalho, Martinez-Murcia,
Esteves, Correia & Saavedra, 2012; Farmer Il et al., 2006; Igbinosa et al., 2012).
Algumas destas resisténcias, nomeadamente a das penicilinas e das cefalosporinas de 12
geracdo, sdo explicadas pela producdo de P-lactamases intrinsecas da bactéria
(codificadas a nivel cromossdmico), penicilinases da classe D e a cefalosporinase classe
C, respetivamente (Libisch, Giske, Kovacs, Toth & Fizi, 2008). Contudo existem
algumas estirpes que sdo sensiveis a ampicilina nomeadamente Aeromonas trota e
determinadas estirpes de Aeromonas caviae, sendo que ambas podem estar envolvidas
em infe¢Bes humanas. Por isso, a introdugdo deste antibidtico em meio de cultura deve
ser considerado, uma vez que pode influenciar os resultados (Awan et al., 2009).
Relativamente aos antibidticos aos quais Aeromonas spp., regra geral, sdo sensiveis
englobam os aminoglicosideos (gentamicina, amicacina e tobramicina), as tetraciclinas,
o cloranfenicol, o trimetoprim-sulfametoxazol, as quinolonas, a piperacilina, as
cefalosporinas de 22 e de 32 geragdo e a nitrofurantoina (Farmer 111 et al., 2006; Igbinosa
et al., 2012). Apesar deste perfil tipico, tanto a nivel de resisténcias como de
sensibilidades aos antibioticos, tem-se observado de estudo para estudo algumas
variacdes, que ao que tudo indicam estdo associadas as especificidades da estirpe,
localizagdo geografica bem como ao conjunto de condi¢des ambientais que favorecem
determinadas carateristicas (Aravena-Roman, Inglis, Henderson, Riley & Chang, 2012;
Awan et al., 2009; Carvalho et al., 2012; Liu, Huang, Liao & Hsueh, 2008). Assim,

tem-se assistido ao ganho de resisténcias por parte de Aeromonas spp. aos antibioticos,
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tanto em amostras clinicas e ambientais (por exemplo, a 4gua) como de alimentos
(Alcaide, Blasco & Esteve, 2010). Exemplo disso mesmo foi o estudo realizado por
Ghenghesh e colaboradores (2013) que tinha como objetivo determinar a suscetibilidade
dos antibioticos em amostras clinicas (fezes diarreicas e ndo diarreicas), de alimentos
(galinha) e ambientais (dgua ndo tratada) na Libia. Neste estudo, as amostras de
alimentos e ambientais ndo apresentaram qualquer resisténcia ao trimetoprim-
sulfametoxazol ao passo que 13,6% das estirpes isoladas de fezes diarreicas tinham
resisténcia ao mesmo (Ghenghesh et al., 2013). Outro exemplo ainda mais robusto é
duas estirpes da mesma espécie e com a mesma origem apresentarem resisténcias
diferentes, como no estudo realizado por Alcaide e colaboradores (2010) em que duas
Aeromonas media isoladas do rio Jucar em Espanha, uma tinha resisténcia as
quinolonas e a ticarcilina e a outra tinha para além dessas, a piperacilina e eritromicina.
Tendo em conta as resisténcias antibidticas que foram mencionadas nos
exemplos anteriores, torna-se notdrio que alguns antibioticos tém vindo a diminuir a sua
eficacia sobre espécies de Aeromonas. Na Africa do Sul, em Limpopo, foi executado
um estudo de suscetibilidade antibiética a 104 Aeromonas (Aeromonas hydrophila
(85,6%), Aeromonas sobria (11,5%) e Aeromonas caviae (2,9%)) isoladas de fezes
diarreicas. Observou-se que algumas Aeromonas eram resistentes a duas cefalosporinas
de 3% e 42 geracdo, a cefotaxima em 34% e a cefepima em 26%. No grupo dos
carbapenemos e quinolonas, estas bactérias também apresentaram resisténcia ao
meropenem, ao imipenem e a ciprofloxacina, apesar de baixa (7%, 11% e 12%
respetivamente) (Obi et al., 2007). Além das duas B-lactamases referidas anteriormente
(penicilinases da classe D e a cefalosporinase classe C), a metalo-p-lactamase classe B
pode originar outras resisténcias que Aeromonas tém vindo a apresentar nomeadamente
no grupo dos carbapenemos (Libisch et al., 2008). Outro exemplo deste tipo de
resisténcia foi detetada numa paciente de 88 anos com colangite por Aeromonas veronii
biovar sobria que apresentava elevada resisténcia ao imipenem. A senhora perfez uma
terapéutica de 10 dias com piperacilina-tazobactam (Sanchez-Céspedes et al., 2009).
Relativamente as quinolonas, mais concretamente as fluoroquinolonas, sdo amplamente
usadas na terapéutica de infegdes por Aeromonas, contudo também tem sido observado
um aumento de resisténcias a estas (Alcaide et al., 2010). Varios casos de terapia
alternativa com sanguessugas, precedentes de intervencdo cirdrgica, que utilizaram a
ciprofloxacina como medida profilética resultaram em infeces (Giltner, Bobenchik,
Uslan, Deville & Humphries, 2013; Patel, Svestka, Sinkin & Ruff IV, 2013). Apds
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testes de suscetibilidade antibidtica, uma das pacientes foi tratada com piperacilina-
tazobactam e metronidazol (infecdo polimicrobiana com Aeromonas hydrophila)
(Giltner et al., 2013), ao passo que a outra paciente fez terapéutica com aztreonam
(Aeromonas hydrophila com resisténcia a varios antibioticos) (Patel et al., 2013). Desta
forma, recomenda-se uma terapéutica profilatica numa associacdo de fluoroquinolonas
com outro antibidtico (trimetoprim-sulfametoxazol ou tetraciclinas) (Giltner et al.,
2013). Foi detetado um caso de resisténcia a ciprofloxacina numa paciente a fazer
dialise peritoneal continua em ambulatério com diagndstico de peritonite por
Aeromonas hydrophila, tendo realizado tratamento com ceftazidima com éxito (Sahin &
Barut, 2010). Em Espanha, foi efetuado um estudo de suscetibilidade as
fluoroquinolonas em 24 Aeromonas veronii biovar sobria e 16 Aeromonas caviae
resistentes ao acido nalidixico, isoladas de fezes diarreicas. Em relacdo a Aeromonas
veronii biovar sobria, 4% eram resistentes a ciprofloxacina, 33,33% a norfloxacina e
8,3% a ofloxacina, ao passo que Aeromonas caviae apresentaram uma resisténcia
superior, 18,75% a ciprofloxacina, 43,75% a norfloxacina e 18,75% a ofloxacina (Arias,
Seral, Gude & Castillo, 2010). Quanto ao aparecimento destas resisténcias Vila e
colaboradores (2002) indicam que caso a bactéria seja resistente ao acido nalidixico, a
utilizacdo de fluoroguinolonas deve ser evitada porque 0 microrganismo apresenta
propensdo para gerar resisténcias a estas.

No que toca as resisténcias a tetraciclinas, no estudo realizado na Libia, cerca de
18,2% de Aeromonas spp. presentes nas fezes diarreicas e 9,1% nas fezes ndo diarreicas
apresentaram resisténcia a estas (Ghenghesh et al., 2013). Em Franca, de 70 Aeromonas
spp. (Aeromonas hydrophila (35,8%), Aeromonas caviae (21,4%), Aeromonas veronii
(40%), Aeromonas allosaccharophila (1,4%), Aeromonas jandaei (1,4%)) em analise,
provenientes de varios tipos de infecdo (pele e tecidos moles, bacteriemia e
gastrointestinal), 11,1% eram resistentes a esta classe antibidtica (Lamy et al., 2009). O
caso mais preocupante foi registado no Taiwan, onde 39,3% de Aeromonas spp.
(Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae e Aeromonas sobria) provenientes de
amostras clinicas eram resistentes as tetraciclinas (Liu et al., 2008). Nos individuos com
diarreia do viajante por Aeromonas spp., Aeromonas veronii biovar sobria e Aeromonas
caviae apresentaram uma resisténcia as tetraciclinas de 44,4% e 28,6% respetivamente.
A resisténcia as tetraciclinas nos paises subdesenvolvidos assim como nos viajantes
provenientes desses paises, pode estar potenciada pela utilizacdo abusiva desta classe
antibiotica (Vila et al., 2003).
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Ja no grupo dos aminoglicosideos, apesar de poucas resisténcias descritas em
Aeromonas spp., estas também se tém verificado (Shak, Whitaker, Ribner & Burd,
2011). Exemplo disso mesmo, foi o estudo realizado em Franca (ja mencionado
anteriormente) em que 18,1% das estirpes de Aeromonas testadas apresentavam
resisténcia a tobramicina (Lamy et al., 2009). Um outro estudo envolveu 47 Aeromonas
aquariorum isoladas de diversas amostras clinicas (fezes, pus, entre outras). Deste
conjunto de Aeromonas aquariorum, 13% demonstraram resisténcia a gentamicina e 6%
a canamicina (Puah, Puthucheary, Liew & Chua, 2013). Num caso clinico em particular,
além de ter sido detetada resisténcia aos aminoglicosideos, nomeadamente a amicacina,
gentamicina e tobramicina, foi também assinalada resisténcia as cefalosporinas de 3?
(ceftazidima, ceftriaxona e cefotaxima) e 4% geracdo (cefepima), carbapenemos
(ertapenem), monobactamos (aztreonam) e tetraciclinas, além da vulgar resisténcia a
ampicilina e cefoxitina. A bactéria Aeromonas hydrophila foi a espécie responséavel por
este caso de multiplas resisténcias, verificado numa Unica estirpe isolada de uma leséo
de tecidos moles exposta a agua do rio. Como a lesdo era polimicrobiana fez-se uma
terapéutica de dois dias com vancomicina, piperacilina-tazobactam, amicacina e
levofloxacina e posteriormente vancomicina e piperacilina-tazobactam (Shak et al.,
2011).

Este microrganismo também tem apresentado resisténcias a outros
antimicrobianos, nomeadamente o trimetoprim-sulfametoxazol, amoxicilina-acido
clavulanico, piperacilina e cloranfenicol alguns dos quais com elevadas percentagens
(Ghenghesh et al., 2013; Lamy et al., 2009; Puah et al., 2013; Vila et al., 2003).

Vérios fatores tém sido apontados para justificar esta situacdo: o uso de
antibidticos na industria alimentar como aditivos, a utilizacdo na aquacultura e na
veterinaria e consequentemente no meio ambiente, a facil acessibilidade ao antibiotico e
resultante uso abusivo do mesmo (Arias et al., 2010; Ghenghesh et al., 2008; Vila et al.,
2003). No que refere a bactéria, a presenca de p-lactamases bem como de plasmideos
que transportam e codificam para tais resisténcias, também estdo envolvidos (Libisch et
al., 2008; Puah et al., 2013). Além disso, os integr6es que tém sido isolados, também
parecem ter envolvimento na resisténcia a alguns antibiéticos como o0s
aminoglicosideos, o cloranfenicol e trimetoprim (Chang, Shih, Wang & Yang, 2007).

Tendo em conta o crescente ganho de resisténcias por parte de Aeromonas spp.
aos diversos antibioticos que até entdo eram utilizados empiricamente nas infeces,

torna-se necessario que a terapéutica empirica seja composta por varias associacdes de
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antibidticos de forma a cobrir as diferentes resisténcias adquiridas (Sanchez-Céspedes et
al., 2009). Além disso os doentes devem ser monitorizados para avaliar a efetividade da
terapéutica, para além de se realizarem os indispensaveis testes de determinagdo da

suscetibilidade aos antibidticos (Quiroga & Vergara, 2011).

8.2. Outros Tratamentos

Em algumas infecGes por Aeromonas é necessario recorrer a outros tipos de
tratamento, uns para complementar a terapéutica antibidtica outros para restabelecer a
paciente. Em relacdo a este ultimo, ocorre sobretudo nas infecBes gastrointestinais por
Aeromonas spp. de fécil resolucéo, sendo geralmente solucionadas com a administracéo
de constituintes de rehidratacdo, nomeadamente fluidos e eletrdlitos, descartando-se
utilizacdo de antibidticos (Ghenghesh et al., 2013).

Em determinados casos, por exemplo nas infecBes de pele e tecidos moles apds
intervencdo cirurgica a cavidade abdominal, a drenagem do local infetado por vezes é o
quanto basta no tratamento (Tena et al., 2009). Ainda nas infecbes de pele e tecidos
moles, a drenagem pode complementar-se com 0s antibidticos (intravenosos, orais ou
topicos), sendo por vezes necessario o desbridamento do membro ou até mesmo
amputacdo (Behera et al., 2011; Kienzle et al., 2000). A fasceite necrosante e a miosite
necrosante estdo fortemente associadas a este tipo de intervencgdes, sobretudo para a
extracdo das zonas necrosadas (Kienzle et al., 2000; Likitarunrat, 2008). Apds tais
intervencdes médicas em lesbes de pele e tecidos moles, podem ainda ser realizados
diariamente banhos de clorexidina para diminuir acentuadamente a populagédo
microbiana (Kienzle et al., 2000).

O processo de drenagem pode também ser requerido em infecdes intra-
abdominais, nomeadamente nos abcessos e no sistema biliar (Clark & Chenoweth,
2003).

8.2.1. Novos Tratamentos em Estudo

Como referido anteriormente, as resisténcias aos antibioticos em Aeromonas
spp. ttm aumentado progressivamente, e como tal torna-se cada vez mais necessario a
descoberta de novas moléculas. Prova disso mesmo, foi o estudo realizado por Singh e
colaboradores (2012), que determinou pelo menos dois farmacos, a cinodina | e a
ciclotialidina, com possivel acdo sobre a ADN girase (enzima preponderante na

multiplicacdo das células bacterianas), mais concretamente na subunidade B, de
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Aeromonas hydrophila. Esta avaliacdo foi estabelecida por possiveis interacGes
moleculares em programas informaticos.

Outra terapéutica alternativa incide sobre a utilizacdo de plantas medicinais. Um
ensaio in vitro demonstrou que os Oleos essenciais extraidos das plantas Muninga
(Pterocarpus angolensis), Umdoni (Syzygium cordatum) e Lukandulula (Zornia
milneana) exibiam boa atividade inibitdria sobre varias espécies de Aeromonas. Estas
plantas podem representar uma nova solucdo no tratamento das infecGes por Aeromonas
e além disso sdo monetariamente menos dispendiosas podendo ser uma grande mais-

valia para os paises subdesenvolvidos (Obi et al., 2007).

9. Prevencao

As infecBes por Aeromonas sdo sobretudo desencadeadas pelo contato com a
agua e alimentos inquinados (Ghenghesh et al., 2008). Como tal, é necessario acautelar
tais infecdes através de medidas preventivas. Os alimentos tém sido considerados uma
das fontes de transmissdo de doenca por Aeromonas (Daskalov, 2006). Um dos
principais problemas deste género bacteriano nos produtos alimentares é o de algumas
espécies terem a valéncia de crescer a temperaturas de refrigeracdo (entre os 2 e 0s 7°C)
mantendo a capacidade de produzir os fatores que contribuem para a sua patogenicidade
(Nagar & Bandekar, 2011; Uyttendaele, Neyts, Vanderswalmen, Notebaert & Debevere,
2004). Mas o estudo realizado por Palumbo e colaboradores (1991) indica que uma
temperatura baixa em conjunto com o pH, o sal e os nitritos reduzem a multiplicagéo de
Aeromonas hydrophila. J& Devlieghere e colaboradores (2000) indicam que uma
atmosfera modificada com didxido de carbono e baixa atividade da dgua (menor que
0,985) em embalagens de carne cozida afastaria a possivel multiplicacdo de Aeromonas
hydrophila. Outras condigdes podem contribuir para restringir o crescimento da
Aeromonas hydrophila, nomeadamente o oxigénio e os fosfatos (Daskalov, 2006).

O método de irradiacio foi testado sobre varios alimentos vendidos na india,
peixe, carne de frango e legumes. Os autores concluiram que uma radiacéo de 1,5 kilo-
Gray é suficiente para reduzir em 10° UFC/grama as espécies de Aeromonas presentes
em tais alimentos. Tendo em conta que o nimero de UFC de Aeromonas por grama nos
alimentos é cerca de 10° a 10> UFC/grama e que a dose para causar infecdo é de 10° a
10° UFC/g (em determinadas estirpes pode ser inferior para grupos da populacdo mais
suscetiveis), a irradiacdo demonstra ser um metodo eficaz na erradicagdo de Aeromonas

nos alimentos (Nagar & Bandekar, 2011).
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Um outro estudo observou uma boa atividade inibitoria do &cido lactico (2%)
sobre um vegetal minimamente processado. A regressdo de aproximadamente 2,5log
nas amostras de cenoura ralada foi rapidamente alcancada, devido possivelmente a
diminuico do pH para uma gama intoleravel por Aeromonas. E importante referir que
as caracteristicas organoléticas do alimento mantiveram-se aceitaveis. Este
antimicrobiano pode ser uma mais-valia no controlo de Aeromonas nos alimentos
(Uyttendaele et al., 2004).

Como referido anteriormente, as bactérias do genero Aeromonas estdo
fortemente ligadas ao meio aquatico e como tal, a 4gua propria para consumo provem
de fontes que muito provavelmente contém este microrganismo (Chauret et al., 2001).
Atendendo a esta situacao, varias medidas tém sido implementadas de forma a prevenir
a populacdo. Em 1998 a United States Environmental Protection Agency publicou a
primeira lista de contaminantes de agua potavel tendo em vista uma regulamentacédo
futura, lista na qual Aeromonas hydrophyla foi incluida (Environmental Protection
Agency, 1998). No ano anterior em Italia, foram impostos limites preventivos para a
presenca de Aeromonas na agua mineral, de 10 UFC/100 mililitro na agua de origem e
100 UFC/100 mililitros na &gua engarrafada (Ministério da Saude Italiano, 1997).
Portanto, um controlo microbioldgico eficaz no tratamento das aguas, nomeadamente o
cloro residual e a baixa turbidez sdo essenciais na prevencdo de Aeromonas nas aguas
para consumo (Egorov, Best, Frebis & Karapondo, 2011). Além disso, uma temperatura
inferior a 14°C e uma baixa concentracdo de compostos de carbono também limitam o
crescimento desta bactéria (World Health Organization, 2002).

Em relacdo ao controlo das infegdes gastrointestinais na populacdo (mais
concretamente as gastroenterites), as condi¢fes de saneamento basico, higienizagdo das
maos, confegdo dos alimentos (alimentos bem cozinhados em detrimento dos crus -
56°C durante 10 minutos usualmente inviabiliza 0 microrganismo e as enterotoxinas
citotoxicas), bem como a supervisdo de todos estes pressupostos sdao de méaxima
importancia na prevencéo das infe¢es por Aeromonas (Edberg et al., 2007; Igbinosa et
al., 2012; Wu et al., 2012). Além disso e tendo em conta que a maioria das infegdes por
Aeromonas sdo de caracter gastrointestinal, a elevada ocorréncia desta bactéria ao nivel
alimentar (incluindo a 4gua) torna-se uma grande adverténcia para a satde da populagéo
(Nagar & Bandekar, 2011).

No que se refere a presenca de Aeromonas na aquacultura, estas tém produzido

elevados gastos monetarios pelas diversas infecbes que causam (Wu et al., 2012).
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Assim, é necessario excluir os animais infetados e manter os niveis desta bactéria
diminuidos através da supervisdo da temperatura, limpeza do material e sobretudo
através do controlo da qualidade da agua. Estes fatores sdo de extrema importancia
devido a possibilidade de infecdo em seres humanos quando os produtos sdo
consumidos sem qualquer cozimento (Ighinosa et al., 2012). Tendo em conta que é
essencial reduzir a utilizacdo de antibidticos nesta atividade, tem-se investigado a
utilizacdo de vacinas para peixes mas até ao momento nenhuma foi comercializada (Wu
etal., 2012).

Para finalizar a prevencéo das infegdes por Aeromonas, resta ainda ressalvar que
as queratites por Aeromonas devido a utilizagdo de lentes de contato podem ser
facilmente evitaveis por meio de uma correta higienizacdo das lentes com produtos de

desinfecdo adequados (Pinna et al., 2004).
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10. Concluséo

As bactérias do género Aeromonas estdo naturalmente presentes em meio
aquatico. Encontram-se sobretudo associadas aos paises subdesenvolvidos e a climas
temperados, tropicais e subtropicais.

Estdo descritas como bactérias oportunistas pelo facto de afetarem com maior
frequéncia as criancgas, os idosos e os imunocomprometidos, todavia também se tem
registado casos de infecdo em individuos saudaveis. Pacientes com comorbidades como
a patologia hepatica ou pacientes a realizar terapia imunossupressora ou individuos
hospitalizados estdo mais propensos a infecdo. As espécies mais vulgarmente
mencionadas nas infe¢cfes humanas incluem Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila
e Aeromonas veronii biovar sobria. De entre os varios tipos de infecdo que estas
bactérias provocam, o maior destaque vai para as gastroenterites e para as infecbes de
pele e tecidos moles. As bactérias Aeromonas sdo cada vez mais reconhecidas como
causadoras de intoxicacGes alimentares, tendo ja sido isoladas de diversos tipos de
alimentos, principalmente dos produtos oriundos do meio aquatico.

Apesar do crescente interesse neste género microbiano e da pesquisa até entdo
realizada, a sua taxonomia, filogenia, os métodos para detecdo e identificacdo, o
processo de invasdo e os fatores de viruléncia ainda ndo estdo completamente
esclarecidos, sendo necessaria mais investigacdo nestas areas, pois a falta de
informacao/incompreensao destes fatores dificultam a correta avaliacdo do clinico e
subsequente tratamento. Esta situacdo releva ainda mais a sua importancia quando as
patologias causadas por Aeromonas apresentam consequéncias drasticas para o paciente,
desde graves danos ou até mesmo a morte.

E importante também dar a conhecer & comunidade médica as caracteristicas de
Aeromonas bem como as possiveis fontes de infecdo e sintomas, de forma a que possam
considerar Aeromonas como agentes etiolégicos de determinadas infecGes. Além disso,
a terapéutica e outros procedimentos médicos sdo também importantes de forma a
poderem atuar rapidamente para limitarem a progressao da doenca.

No que toca & populacdo em geral, é necessario informar sobre as medidas
preventivas, especialmente em relacdo aos alimentos nos quais se inclui a agua. Estas
medidas ganham maior relevancia nos individuos que viajam para paises

subdesenvolvidos onde ha maior prevaléncia desta bactéria.
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Anexo |

Propriedades fenotipicas e bioquimicas de algumas espécies de Aeromonas.*® Adaptado de (Martin-Carnahan & Joseph, 2005).
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. + + - o+ + -+ + 4+ + -+ o+ - - + 4+ + - - -+ -+ -+ + + + + - -
hydrophila d d d d d d
Aeromonas
. + - 4+ + - - - 4 -+ -+ -+ + 4 e T - + + -
allosaccharophila d d d d d d d d d SD
Aeromonas
. + + - +d + - d d - + - + 4+ + - - - - 4+ - + - - + + + + - -
bestiarum d d d d d d d d d d
Aeromonas
. d + - + + + - + - - + - + - + - - +d + + + - - - - d -+ -+ - - - + + + - - d
caviae
Aeromonas
. + + - + - 4+ - + - . -+ - - - -+ + - - - - 4+ -+ - - -+ 4+ o+
encheleia d d d d d d d SO SD
Aeromonas
. + + - + - d - + - - - - + + - - - - -+ - - - + - +
eucrenophila d-dd dd-dd+d d d - d-d+dd
Aeromonas
. . + + - + + + - dd + + - + + - - - + - o+ - - - -+ -+ - - - - -+ o+ o+ - -
jandaei d d d

'8 Simbolos e abreviaturas: +, >90%; -, <10%; d, de 11 a 89% positivas com incubagdo a 35°C a excecdo de Aeromonas popoffii e Aeromonas sobria (25°C); SD, sem dados;
ONPG, o-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo; KCN, cianeto de potéssio; LDC, lisina descarboxilase; ODC, ornitina descarboxilase; H,S, sulfureto de hidrogénico; GCT,
gelose cisteina tiossulfato; NaCl, cloreto de sédio.

9 Discos com 10pg, incubados por 24 horas.

% Incubagéo por 48 horas.



Continuacéo do anexo I.
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Anexo 11

Propriedades bioquimicas das espécies de Aeromonas presentes em infecdes humanas.? Adaptado de (Janda & Abbott, 2010; Perales, 2003).

5 - Cresce - Aci
VP GasnaD Salicina LDC ODC ADH S, Gluconato  Arginina  Arabinose Esculina  Arbutina  Lactose  Sacarose D. ACJdF)
glucose a42°C Sorbitol urocanico
Aeromonas hydrophila ~ + + + + - + (+) + + (+) + (+) ) + - (+)
Aeromonas bestiarum  (+) +) - +) - + SD SD SD + + SD - + - +
Aeromonas +) +) +) (+) } +) - SD SD + + SD + + (+) +
salmonicida
Aeromonas caviae - - + - - + +) + + + + - ) + - +
Aeromonas media - - + - - + (+) + + + + - + + , +
Aeromona_ls . *) + - - (+) - + + ) ) SD *) (+) - -
eucrenophila
Aeromonas veronii + + 3 " - + + SD SD + - - +) + - -
biovar sobria
Aeromonas jandaei + + - + - + + (+) (+) - - - (+) - - -
Aeromonas schubertii ~ (+) - - +) - + + + + - - - +) - - -
Aeromonas trota - - - + - + + + + - - (+) - +) - +)
Aeromonas veronii ) + + " + - + + + - + (+) +) + - -
biovar veronii
Aeromonas SD + - + (+) SD + + + + (+) - SD SD SD SD

allosaccharophila

2! Simbolos e abreviaturas: +, mais de 85% das estirpes positivas; -, mais de 85% das estirpes negativas; (+), 16 a 84% das estirpes positivas; SD, sem dados; VP, Voges-
Proskauer; LDC, lisina descarboxilase; ADH, arginina descarboxilase; ODC, ornitina descarboxilase.
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