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1. INTRODUGAO

Pseudomonas é um género de bactérias constituido por um grande numero
de espécies, as quais encontram-se amplamente distribuidas na natureza, apenas
algumas espécies sao patogénicas ao homem e animais como: P. aeruginosa, P.
fluorescens e P. putida (BUDZIKIEWICZ, 2004). Pseudomonas s&o bastonetes
gram-negativos médios, ndo esporulados, moveis, sao bactérias oportunistas,
muito presente em infec¢gées mistas (ROBINSON et al., 2019) e de acordo com o
reportado por FALCONE, M., GALFO, V., TISEO, G. (2024) diferentes cepas de
Pseudomonas aeruginosa expressam niveis diferentes de resisténcia a antibidticos
carbapenémicos, devido a produgao de B-lactamases, tendo grande importancia
sua identificagdo em infec¢des hospitalares.

Também sao classificadas em dois grupos, Pseudomonas fluorescentes (P.
aeruginosa, P. fluorescens, P. putida) e as nao fluorescentes, além disso algumas
cepas produzem pigmentos como a piocianina, piorrubina, piomelanina e
pioverdina, sendo a ultima fluorescente sob luz ultravioleta (UV). As caracteristicas
fenotipicas dessas culturas facilitam a identificagdo das cepas, porém diferentes
cepas podem produzir diferentes quantidades de pigmento (BUDZIKIEWICZ,
2004), e as nao produtoras de pigmentos apresentam maior desafio para
classificagado de espécie por apresentar caracteristicas fenotipicas e bioquimicas
similares (QUINN et al., 1994). Atualmente é possivel associar as caracteristicas
fenotipicas com as genotipicas, com o sequenciamento genético, havendo
evolugao taxonémica das espécies de Pseudomonas (LALUCAT et al. 2022).

O objetivo do estudo foi avaliar a eficiéncia dos métodos microbioldgicos de
caracterizagdo de género e espécie de Pseudomonas no Laboratorio Regional de
Diagnéstico (LRD) da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas

2. METODOLOGIA

Foi realizado um levantamento de 41 casos confirmados de Pseudomonas sp.
no periodo de 2019 a 2024. As bactérias foram isoladas a partir de materiais,
enviados ao LRD, de caes (25), gatos (8), ruminantes (4), animais silvestres (3) e
equinos (1) que apresentavam queixas de lesdes dermatologicas (20), otites (8),
doencas de trato respiratorio (6), cistite (3), ulcera de cérnea (2) e diarreia (2). No
ano de 2024 foi realizado o perfil bioquimico das culturas para caracterizacéo da
Pseudomonas sp. de 5 isolados. As bactérias foram semeadas em agar sangue
ovino 5%, agar MacConkey e repicadas posteriormente em agar Mueller-Hinton
para melhor observagao da coloragao da colbnia e produg¢ao de pigmentos, essas
culturas foram incubadas a 35 °C de 24 a 48 horas.

Para caracterizacdo dos isolados realizou-se a coloracdo de Gram das
colénias isoladas, que foram entdo observadas em microscopio com aumento de
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1000x para observagao dos isolados bacterianos. Além disso, foram realizadas as
provas de catalase, oxidase, motilidade, producao de gelatinase, nitrato redutase e
urease bem como o perfil fermentativo utilizando meio de cultura base com adi¢ao
do carboidrato testado (glicose, sacarose, lactose, maltose, manitol e frutose) em
uma concentragdo de 10% e acrescido de um indicador de pH (vermelho de fenol).
Os cultivos foram observados sob luz ultravioleta (UV) para determinar a presenga
de fluorescéncia das col6nias. O método para verificar a presenga de piocianina
consiste no cultivo da bactéria em caldo nutriente e incubagao por 24 horas a 35
°C, posteriormente foi adicionado 1mL de cloroférmio nessa cultura, apos algumas
horas é possivel observar a mudancga de coloragdo da solugéo no fundo do tubo
para azul esverdeado, diferentes cepas expressam diferentes niveis de produgao
de piocianina (OLIVEIRA; ADIL. 2018).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As colbnias cresceram em todos o0s meios, apresentavam o cheiro
caracteristico adocicado, mucoides brilhantes com bordas irregulares e com uma
coloragédo variavel de cinza a amarela-esverdeada. No meio de agar sangue
cresceram colbnias B-hemoliticas, no meio de MacConkey foi observado colénias
lactose negativas com alguns isolados ja indicando pigmentagao verde, no meio de
Mueller-Hinton foi mais bem demonstrado a coloragdo das coldénias com algumas
evidenciando uma coloracdo amarela ou esverdeada. Ao microscopio com
aumento de 1000x foram observadas bactérias em forma de bacilos médios, gram
negativas, catalase positiva e oxidase positiva. Além disso as provas de gelatinase
foram positivas em todos os isolados e urease negativa.

Tabela 1 - Capacidade do isolado de fermentagdo do agucar, (+) = houve
fermentacao, (-) = ndo houve fermentagao.

Placas Glicose Lactose Maltose Sacarose Frutose Manitol
1 () () (-) (-) () (-)
2 () () () () () ()
3 (+) () () (+) () (+)
4 (-) () () () (-) ()
5 () () () () () ()

O perfil de agucares apresentou isolados pouco fermentativos, o perfil dos
isolados 1, 2, 4, e 5 foi compativel com duas espécies a P. alcaligenes ou
pseudoalcaligenes (OLIVEIRA; ADIL. 2018), porém o restante dos isolados nao foi
possivel caracterizagao a nivel de espécie. O teste de descarboxilase foi utilizado
a arginina, lisina, e ornitina, obtendo resultados positivos em todos os isolados.

Na caracterizacdo fenotipica foi observado a coloracdo da colbnia,
fluorescéncia sob luz ultravioleta (UV) e presenga de pigmentos produzidos.

Tabela 2 - Coloragédo dos isolados em placas de MacConkey e Mueller-Hinton,
fluorescéncia da colénia em camara de luz Ultravioleta (UV) e presenca de
pigmentos visiveis em placa e pelo método de extragédo por cloroformio.
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Amostras Cor da coldnia Fluorescente em UV Pigmento
1 Amarela-esverdeada Sem fluorescéncia Verde (+)
2 Amarela-esverdeada Fluorescente (+) Amarelo (+)
3 Cinza-verde Sem fluorescéncia Verde (++)
4 Cinza-rosada Sem fluorescéncia Sem pigmento
5 Cinza-amarela Fluorescente (++) Amarelo (++)

Alguns isolados como o 3 apresentaram pigmentagao verde evidente, em
outras colbnias a producéo de pigmentos era discreta, porém ainda observavel, o
isolado 2 apresentou leve fluorescéncia em luz ultravioleta, enquanto o isolado 5
apresentou fluorescéncia intensa, evidenciando a produgéo de pigmento nao visivel
a luz natural, esse pigmento chamado pioverdina & caracteristico do grupo das
Pseudomonas fluorescentes. O método de extragao de pigmentos foi realizado nas
colénias, o pigmento se concentra junto ao cloroformio no fundo do tubo de ensaio
formando uma coloragdo verde azulada sugerindo a presenga de piocianinas, o
terceiro isolado teve a maior producédo de pigmentos azuis caracteristicos, outros
isolados produziram algum tipo de pigmentacdo em menor intensidade. E
necessario associar o isolamento bacteriano com a biologia molecular com o
sequenciamento gendmico ou a caracterizagao da espécie patogénica de interesse
como a Pseudomonas aeruginosa, através do método de qPCR. Além disso com
auxilio das técnicas moleculares a taxonomia de muitas espécies de Pseudomonas
foram reclassificadas, combinando as caracteristicas fenotipicas e genotipicas, a
caracterizagao por métodos moleculares pode ser um aliado no diagndéstico desses
patogenos.

4. CONCLUSOES

Podemos concluir com o presente trabalho que a caracterizagio
bacterioléogica das espécies de Pseudomonas, apresenta um desafio
principalmente das espécies n&o produtoras de pigmentos, que apresentam
resultados idénticos na caracterizacao de perfil fermentativo e outros testes
realizados. A combinagao das caracteristicas fenotipicas e genotipicas se mostra
essencial para uma classificacdo taxondmica mais precisa e eficiente,
demonstrando a importancia de integrar abordagens moleculares na rotina
diagnodstica. Os isolados aqui obtidos serdo usados em analises moleculares
posteriores.
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