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ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DO GENERO Aeromonas, POR MEIO DE
TECNICAS MOLECULARES, EM DIVERSAS ETAPAS DO ABATE BOVINO

RESUMO - O género Aeromonas compreende espécies consideradas
importantes patdégenos para os seres humanos sendo as gastrenterites as
infeccbes mais comumente atribuidas a estas bactérias. Tendo em vista sua
importancia como patégeno de origem alimentar, a ocorréncia de Aeromonas sp.
foi estudada em carcagas bovinas e ambiente do abatedouro em uma industria do
estado de S&o Paulo. Foram colhidas 285 amostras de 19 locais. Foi realizada a
contagem direta por semeadura em meio seletivo, pesquisa e caracterizagcdo de
espécies apos enriquecimento seletivo, teste de susceptibilidade a antimicrobianos
e caracterizagdo molecular dos isolados pelas técnicas de REP e ERIC-PCR. A
contagem direta permitiu a quantificacdo destas bactérias em apenas 12
amostras, variando de 0,5 a 9,2 x 10° UFC/cm?, sendo cinco delas de ambiente,
com populagdes que variaram de 1,0 x 10° a 3,0 x 10° UFC/placa. Entretanto,
ap6s o enriquecimento seletivo, aeromonas foram isoladas de 38 amostras. A
caracterizacdo bioquimica das espécies permitiu verificar a ocorréncia de A.
caviae, A. schubertii, A. trota e A. sobria. Os testes com antimicrobianos revelaram
resisténcia de todas as cepas a ampicilina e cefalotina, e para os demais
antimicrobianos esta foi variavel. A resisténcia da totalidade dos cultivos a
determinados principios indica que os antimicrobianos devem ser utilizados
criteriosamente com a finalidade de evitar o surgimento precoce de cepas de
Aeromonas sp. resistentes. As técnicas moleculares nao possibilitaram a
identificacdo precisa da origem das bactérias na industria, mas possibilitaram
identificar os manipuladores como disseminadores das mesmas. Ainda, a maior
prevaléncia de A. caviae deve ser considerada relevante, pois trata-se de uma das

espécies causadoras de gastrenterite em humanos.

Palavras-chave: Aeromonas sp., epidemiologia molecular, abate bovino.



EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF THE GENUS Aeromonas BY USING
MOLECULAR TECHNIQUES DURING BOVINE SLAUGHTER PROCESSES

ABSTRACT - The genus Aeromonas comprises important human
pathogens and the gastroenteritis are the most common infections attributed to
these microorganisms. Considering their importance as foodborne pathogens, the
occurrence of Aeromonas sp. was studied on bovine carcasses and environment in
an industry in Sdo Paulo State. From 19 location were collected 285 samples. It
was done the direct count by seeding on selective medium and biochemical
characterization of the species after selective enrichment, antimicrobial
susceptibility test and molecular characterization of the isolates by REP and ERIC-
PCR. The direct count permitted bacteria quantification only in 12 samples ranging
from 0.5 to 9.2 x 10° CFU/cm? and five of then were from environment, ranging
from 1,0 x 10° a 3,0 x 10° CFU/plate. However after selective enrichment,
aeromonas were isolated from 38 samples. Biochemical characterization permitted
to verify the occurrence of 59 samples of A. caviae, one of A. schubertii, one of A.
trota and one of A. sobria. Antimicrobial test revealed all isolates were resistant to
ampicillin and cephalotin, while the results for the other antimicrobials were
variable. Resistance of all isolates to some principles indicates that antimicrobials
must be used critically to avoid early development of resistant Aeromonas sp.
Molecular techniques did not identify precisely the origin of the contamination into
the industry, but identified handlers as agent of spreading the bacteria. Also, the
greatest prevalence of A. caviae must be considered relevant because it is one of
the human gastrenteritis causative species.

Keywords: Aeromonas sp., molecular epidemiology, bovine slaughter.



1 INTRODUGCAO

Os resultados da producédo animal e o subsequente processamento da carne
crua e seus produtos € um processo que, consistentemente produzira derivados
carneos mais seguros sob o ponto de vista microbioloégico, para o consumo publico,
contanto que os mesmos sejam produzidos e manipulados adequadamente antes de
serem consumidos. No entanto, a histéria mostra que patdgenos bacterianos tém
apresentado a capacidade de sobreviver aos melhores esforcos realizados pelas
industrias e consumidores para elimina-los.

O aumento em numero e severidade de casos relacionados as doencas de
origem alimentar ao redor do mundo tem contribuido com o aumento da preocupacao
com a seguranga do consumo da carne e seus derivados. A carne € um alimento
altamente perecivel que, se néo for obtido, processado, embalado, armazenado e
distribuido adequadamente pode deteriorar rapidamente pela agdo microbiana e tornar-
se um risco a saude humana, além de atuar como um veiculo na transmisséo de
patégenos.

Dentre os microrganismos responsaveis pela deterioracdo da carne incluem-se
as bactérias do género Aeromonas que também s&o consideradas importantes
microrganismos patogénicos para animais homeotermos e pecilotermos. Trabalhos
recentes tém enfatizado seu surgimento como patdgenos primarios relacionados a uma
grande variedade de infecgbes locais e sistémicas, mesmo em individuos
imunologicamente competentes.

Aeromonas sp. podem ser encontradas no solo, agua doce e salgada, agua
clorada e fezes de animais. Consequentemente, existe a possibilidade dessas bactérias
adentrarem o ambiente industrial e contaminarem os equipamentos e a carne.

Alguns trabalhos ja demonstraram a presenca de Aeromonas sp. em carne e
produtos carneos, mas com dificuldades em estabelecer a sua real origem ou fonte de
contaminacédo dentre as diferentes fases do abate. Duvidas, estas, que podem ser

dirimidas com a utilizagao de estudos envolvendo epidemiologia molecular.



Tendo em vista o apresentado e:

A importancia da carne bovina e seus produtos na alimentagéo da populacéo;

O pequeno numero de trabalhos cientificos referentes ao género Aeromonas no
Brasil, principalmente em relacdo a sua detecgao e caracterizagdo na industria
da carne bovina;

A importancia em se descobrir, de forma segura, a(s) fonte(s) de origem das
bactérias do género Aeromonas para o ambiente industrial, no sentido de serem

adotadas medidas profilaticas em relagdo a essas fontes de contaminagéao;

Idealizou-se o presente estudo, tendo por objetivos:

Determinar, durante o processo de abate bovino, em estabelecimento
exportador, as possiveis fontes de contaminagdo da carne por bactérias do
género Aeromonas e as possiveis formas de disseminagdo destes
microrganismos;

Verificar, através de semeadura direta e contagem, a populacao de bactérias do
género Aeromonas nas amostras estudadas e consequente potencial de risco
que a carne possa apresentar;

Realizar estudos para definir a possivel origem comum das espécies isoladas
nos ambientes do frigorifico pela utilizacdo de técnicas de biologia molecular
(REP e ERIC-PCR);

Verificar o comportamento dos isolados frente a acdo de antimicrobianos de uso
comum;

Fornecer subsidios as autoridades de saude publica quanto as principais vias de
transmissdo das Aeromonas sp. no ambiente industrial, no sentido de serem

adotadas medidas de carater preventivo a sua presenga na carne bovina.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificagao e caracteristicas microbiolégicas das Aeromonas sp.

Bactérias pertencentes ao género Aeromonas estdo associadas aos ambientes
aquaticos e sao reconhecidas como patogénicas para peixes desde 1894 (KIRKAN et
al., 2003). As aeromonas consistem em microrganismos oxidase e catalase positivos,
anaerdbios facultativos, geralmente moveis devido a presenca de flagelo polar, Gram
negativas, fermentadoras de glicose. Apesar da maioria dos isolados de alimentos
serem mesofilos, muitas podem se multiplicar sob temperatura de refrigeracéo (KIROV,
1997).

O género Aeromonas foi inicialmente incluido na familia Vibrionaceae a qual
também pertencem os géneros Vibrio, Photobacterium e Plesiomonas. Subsequentes
investigacdes filogenéticas indicaram que as aeromonas nao estdo estreitamente
relacionadas aos vibrios, mas ao contrario, formam uma unidade no subgrupo y-3 da
classe Proteobacteria (ABBOTT et al., 2003). Oficialmente, as aeromonas estao
classificadas dentro da familia Aeromonadaceae (JOSEPH & CARNAHAN, 2000).

A taxonomia do género Aeromonas tem sido alterada durante as ultimas
décadas. Inicialmente, a diferenciacdo era limitada as aeromonas psicrofilicas nao
moveis e mesofilicas moveis (JANDA & ABBOTT, 1998). Posteriormente, a
nomenclatura foi desenvolvida para incluir distingdes entre as espécies mesofilicas A.
hydrophila, A. caviae, A. sobria e a espécie psicrofilica A. salmonicida.

Numerosas metodologias tém sido desenvolvidas para uma rapida e acurada
identificacdo das espécies de aeromonas. Os primeiros estudos com grupos de
hibridizagdo foram realizados por POPOFF et al. (1981) e, desde entéo, 17 grupos de
hibridizacdo (HG) foram descritos no género Aeromonas. Atualmente, a lista de
espécies inclui: A. hydrophila (HG 1), A. bestiarum (HG2), A. salmonicida (HG3), A.
caviae (HG4), A. media (HG5), A. eucrenophila (HG6), A. sobria (HG7), A. veronii
(HG8/10), A. jandaei (HG9), Aeromonas sp. (sem nomeacao HG11 e HG13), A.



schubertii (HG12), A. trota (HG14), A. allosaccharophila (HG15), A. encheleia (HG16),
A. popoffii (HG17) (TACAO et al., 2005). Também foram descritas A. culicola (PIDIYAR
et al.,, 2002), A. simiae (HARF-MONTEIL et al., 2004) e A. molluscorum (MINANA-
GALBIS et al.,, 2004). Entretanto, a classificagdo para algumas espécies como A.
ichthiosmia e A. enteropelogenes € controversa, sendo consideradas sinbnimos de A.
veronii e A. trota, respectivamente, pois sdo idénticas pelo sequenciamento génico 16S
rRNA (COLLINS et al., 1993).

2.2 Patogenia e fatores de viruléncia

O género Aeromonas compreende espécies consideradas importantes
patbgenos para os seres humanos causando septicemias primarias e secundarias em
pessoas imunocomprometidas, sérias feridas em individuos saudaveis e um numero de
enfermidades pouco relatadas tais como peritonite, meningite e infecgdes nos olhos,
articulacbes e ossos (ABBOTT et al., 2003). A principal acdo patogénica das
aeromonas corresponde as gastrenterites, podendo ocorrer diarréia nas seguintes
formas: secret6ria (aquosa, geralmente com vomito), disentérica, cronica (persistente
por mais de 10 dias), colérica e dos viajantes com diferentes caracteristicas (JANDA &
DUFFEY, 1988). A populacdo mais frequentemente afetada por gastrenterite causada
por aeromonas inclui criangas com idade inferior a dois anos, idosos e pessoas
imunossuprimidas por medicamentos ou doencgas (KIROV et al. 1993; KIROV, 1997).

Segundo KINGOMBE et al. (1999), estudos indicam que Aeromonas sp. podem
atuar tanto como patdégenos infecciosos como enterotoxigénicos. As trés aeromonas
mesofilicas consideradas mais importantes e causadoras de varias enfermidades em
humanos sé&o A. hydrophila, A. veronii biovar sobria e A. caviae que correspondem a
85% de todos os isolados clinicos envolvidos em infecgbes gastrointestinais e
extraintestinais (JANDA, 1991; GAVIN et al., 2002). Em 1984, a Food and Drug
Administration, nos Estados Unidos, classificou A. hydrophila como patégeno de origem
alimentar (TSAI & CHEN, 1996).



CHALLAPALLI et al. (1988), em um estudo prospectivo de 27 meses conduzido
em Chicago, nos Estados Unidos, definiram Aeromonas sp. como 0s Unicos
enteropatdgenos potenciais isolados de criangas (entre um e 27 meses de idade) com
diarréia durante sua pesquisa.

Em Toéquio, entre 1985 e 1995, em uma investigacédo elaborada para pesquisar
as causas da diarréia dos viajantes, Aeromonas sp. (A. veronii biovar sobria e A.
hydrophila) foram isoladas de 5,5% dos viajantes que retornavam de paises em
desenvolvimento (YAMADA et al.,, 1997). Um trabalho semelhante realizado com
turistas finlandeses provenientes de Marrocos isolou Aeromonas sp. em 8,7% daqueles
que apresentaram diarréia e 1,4% daqueles que nao apresentaram diarréia; espécies
de aeromonas foram encontradas como unico patégeno em 5,5% destes pacientes
(HANNINEN et al., 1995).

A patogenicidade das aeromonas mesofilicas tem sido atribuida a um numero de
determinantes, incluindo toxinas, proteases, proteinas de membrana externa,
lipopolissacarideo, motilidade e presenca de flagelo (THORNLEY et al., 1997) entre
outros fatores (ISONHOOD & DRAKE, 2002).

Duas categorias de enterotoxinas (citotonica e citolitica) tém sido detectadas em
filtrados de Aeromonas. A enterotoxina citotbnica, como a toxina da célera, ndo causa
degeneracédo das criptas e vilos das células intestinais, enquanto que a enterotoxina
citolitica promove um extenso dano ao epitélio. A enterotoxina citotéxica também tem
sido referida, por outros pesquisadores, como [(-hemolisina e/ou aerolisina. As
moléculas dessas toxinas tém atividades hemolitica, citotdxica e enterotdéxica (CHOPRA
& HOUSTON, 1999).

No Brasil, em um estudo com a finalidade de isolar espécies de aeromonas
produtoras de toxinas, foram analisadas 194 amostras (99 de alimentos: carne, leite e
vegetais; 95 de fontes clinicas: 35 de fezes de casos de diarréia, 56 de feridas e quatro
de septicemia). Das amostras clinicas, as porcentagens de cepas enterotoxigénicas,
hemoliticas e citotoxigénicas encontradas foram, respectivamente, de 29,4%, 43,1% e
89,0%. Dentre as amostras de alimentos, 18,2% eram enterotoxigénicas, 17,1% eram

hemoliticas e 72,7% eram citotoxigénicas, sendo que A. sobria e A. veronii produziram



mais enterotoxinas e citotoxinas do que as demais espécies isoladas (MARTINS et al.,
2002).

Com o objetivo de verificar a capacidade enterotoxigénica de isolados de
Aeromonas sp. de diferentes produtos e locais no fluxograma de abate bovino, ROSSI
JUNIOR et al. (2001) testaram 102 isolados (18 da espécie A. hydrophila, 65 da espécie
A. caviae e 19 atipicas) ante os testes de inoculagéo intragastrica em camundongo
lactente e em alca intestinal ligada de coelho. Revelaram-se como produtores de
enterotoxinas trés (16,7%) isolados de A. hydrophila, originarias das maos do
manipulador antes que ele iniciasse seus trabalhos e da carne desossada pronta para o
consumo, e um (1,5%) da espécie A. caviae, também isolada das méos dos
manipuladores.

As aeromonas também produzem uma grande variedade de proteases que
causam danos aos tecidos e favorecem o estabelecimento da infec¢ao por sobrepujar
as defesas do hospedeiro. Pelo menos trés tipos de proteases foram identificadas,
inclusive algumas estaveis ao calor. Também podem produzir um glicerofosfolipideo
que atua como uma lipase ou fosfolipase e poderia causar lise de eritrécito por digestéo
de sua membrana plasmatica (PEMBERTON et al., 1997).

Ainda, as aeromonas sao capazes de produzir varias lecitinas e adesinas que
permitem a bactéria aderéncia a glicoconjugados especificos nas superficies epiteliais,
nos eritrécitos ou na mucina da mucosa gastrica (CHOPRA & HOUSTON, 1999).

Em relagcéo aos flagelos, cepas de aeromonas mesofilicas expressam um unico
flagelo polar em todas as condi¢cbes de cultura e produzem flagelos laterais em meios
de cultura sélidos. Tais células hiperflageladas tém demonstrado alta capacidade de
aderéncia devido a presenca destes flagelos laterais que também atribuem as

aeromonas a capacidade de formar biofilmes (GAVIN et al., 2002).

2.3 Ocorréncia de Aeromonas sp. em produtos de origem animal

A agua é uma fonte de contaminagéo potencial e um veiculo de disseminacao de

aeromonas. As feridas ocasionadas por estas bactérias ocorrem devido ao contato



direto da pele lesionada com a agua, enquanto que, as doencgas entéricas resultam da
ingestdo de agua tratada inadequadamente ou alimentos contaminados,
particularmente vegetais e carne crua e/ou mal cozida (BAUAB et al., 2003).

SEN & ROGERS (2004), nos Estados Unidos, pesquisaram a presenga de genes
associados a fatores de viruléncia em aeromonas isoladas de agua de abastecimento
publico tratada e os resultados mostraram que estas cepas apresentaram uma grande
variedade destes genes. Segundo estes autores, apesar da maioria das estratégias de
tratamento de agua reduzir o numero de aeromonas a baixos niveis, a capacidade das
mesmas sobreviverem e se multiplicarem em agua potavel tem sido demonstrada em
varios estudos. Ainda, a formagao de biofilmes favorece a sobrevivéncia e multiplicacao
das aeromonas nos sistemas de abastecimento de agua.

ROSSI JUNIOR et al. (2000a), no Brasil, pesquisaram aeromonas na agua
(abastecimento/residuaria) de abatedouro bovino. As bactérias do género Aeromonas
foram isoladas em 10 (33,3%) amostras da agua dos currais e em 10 (33,3%) amostras
da agua residuaria da lavagem de carcacas. As espécies isoladas foram A. hydrophila
em duas (2,2%) e A. caviae em 19 (21,1%) amostras. Os resultados evidenciaram que
a agua dos currais pode ser uma importante fonte de contaminacéo para a pele e,
através dela, as aeromonas podem chegar a sala de matanca.

ROSSI JUNIOR et al. (2000b) também realizaram a pesquisa de aeromonas nas
maos de 60 manipuladores de carne bovina que trabalhavam na fase de toalete das
carcacas. Os resultados obtidos evidenciaram que duas (6,7%) e sete (23,3%)
amostras apresentaram-se contaminadas pelos referidos microrganismos, antes e
durante a realizacdo da jornada de trabalho, respectivamente. Foram isoladas as
espécies A. hydrophila e A. caviae, nos dois tipos de amostras, sendo que um isolado
de A. hydrophila e um de A. sobria se revelaram como produtores de enterotoxinas
frente a prova da inoculagdo em alga intestinal ligada de coelho.

GRAY & STICKLER (1989) estudaram a presenca de aeromonas nas fezes de
suinos e bovinos durante o periodo de doze meses. Aeromonas foram encontradas em
8,8% das 520 amostras de suinos e 4,6% das 481 amostras de bovinos. A hydrophila

(62% dos isolados) foi a espécie predominante em bovinos, seguida por A. caviae



(32%) e A. sobria (15%). Em suinos, A. caviae (59%) foi a mais comum, seguida por A.
hydrophila (41%). Os autores concluiram, ainda, que os bovinos adquiriram aeromonas
pela ingestao de agua contendo estes microrganismos.

Aeromonas sp. ja foram isoladas de diversos produtos alimenticios como peixes
e frutos do mar, vegetais, carnes e leite crus entre outros (MERINO et al., 1995), sendo
de grande importancia naqueles armazenados sob refrigeracdo, pois podem se
multiplicar sob estas temperaturas (KIROV, 1997). No entanto, GILL & REICHEL (1989)
demonstraram que A. hydrophila pode se multiplicar nos alimentos em temperaturas
mais baixas (-2°C). A. hydrophila tem apresentado capacidade de se multiplicar em uma
grande variedade de produtos embalados a vacuo e armazenados entre -2 e 10°C, tais
como a carne bovina (GILL & REICHEL, 1989), carne assada (HUDSON et al., 1994),
carne suina (LAACK et al., 1993) e carne ovina (DOHERTY et al., 1996). Segundo
KIROV & BRODRIBB (1993), cepas de Aeromonas sp. podem produzir toxinas nos
alimentos armazenados sob baixas temperaturas (7°C).

YADAV & KUMAR (2000) isolaram aeromonas de leite pasteurizado, sorvete e
peixe, encontrando A. hydrophila, A. caviae e A. sobria, sendo que dos 45 isolados, 26
apresentaram producgao de toxina no teste de alga intestinal ligada de coelho.

MAJEED & Mac RAE (1991) comprovaram a produgcdo de enterotoxina e
hemolisina por cepas de A. hydrophila e A. sobria em extrato de carne sob baixas
temperaturas. Estas toxinas foram detectadas apés cinco dias de incubagéo a 12°C e
apos 8 dias a 5°C. Estes resultados s&do considerados importantes para a saude
publica, pois a refrigeracao dos alimentos n&o pode prevenir a produgéo destes fatores
de viruléncia pelas aeromonas.

Em um trabalho realizado com 520 amostras de alimentos provenientes do
comeércio, WALKER & BROOKS (1993) isolaram Aeromonas sp. de 57% de amostras
de carne “in natura”, 50% de produtos crus derivados de peixe e 14,4% de produtos a
base de peixes prontos para consumo e frutos do mar. As espécies mais isoladas foram
A. hydrophila (55%), enquanto que, A. sobria e A. caviae representaram 30 e 11%,

respectivamente.



Pesquisando a ocorréncia de Aeromonas sp. em 238 filés de peixe enlatados,
nos Estados Unidos, WANG & SILVA (1999) encontraram 36,1% positivos para A.
hydrophila, 35,7% para A. sobria e 10% para A. caviae, sendo que 86% das aeromonas
isoladas apresentaram atividade hemolitica em placas de agar sangue de carneiro a
5%.

KHURANA & KUMAR (1997) avaliaram a prevaléncia de aeromonas moéveis em
amostras de alimentos de origem ovina e avicola. Foram obtidos 125 isolados de
aeromonas em 507 amostras, sendo a distribuicdo destes microrganismos em 37,5% da
carne ovina, 32,6% em orgaos comestiveis de aves, 28,0% em carne de aves, 24,2%
em Orgaos comestiveis de ovinos e 0,9% em ovos. Os isoladas foram identificados
como A. hydrophila (77), A. caviae (43) e A. sobria (5).

SINGH (1997), no Canada, pesquisou a ocorréncia de Aeromonas sp. em
amostras de carne moida durante o periodo de um ano. Aeromonas foram encontradas
em 100% das amostras de carne suina e em 79% amostras de carne bovina moida. Em
carne suina e bovina, respectivamente, 19% e 87% dos isolados foram de A.

hydrophila.

2.4 Resisténcia a antimicrobianos

A susceptibilidade aos antimicrobianos de aeromonas provenientes de casos
clinicos tem sido extensivamente estudada. No entanto, o conhecimento sobre as
bactérias de origem ambiental (GONI-URRIZA et al., 2000) e de origem dos alimentos é
pequeno.

KO et al. (1996), em Taiwan, avaliando a resisténcia das aeromonas isoladas de
234 amostras clinicas, constataram que mais de 90% das bactérias apresentaram
susceptibilidade ao moxalactam, ceftazidime, cefepime, aztreonam, imipenem,
amicacina e fluoroquinolona, mas apresentaram resisténcia a tetraciclina, trimetropim
associado a sulfametoxazole, algumas cefalosporinas de largo espectro e

aminoglicosideos.
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Em filés de peixe enlatados, WANG & SILVA (1999), nos Estados Unidos,
avaliaram a resposta das aeromonas frente aos antimicrobianos durante o periodo de
oito meses entre 1994 e 1995. A maioria dos isolados de A. hydrophila e A. sobria
isoladas eram resistentes a bacitracina e ampicilina, mas sensiveis ao cloranfenicol,
neomicina, estreptomicina e associacgao trimetropim-sulfametoxazole.

A atividade de 19 antibidticos e quatro anti-sépticos e/ou desinfetantes foi
estudada contra 138 amostras de Aeromonas sp. (104 A. caviae, 22 A. sobria e 12 A.
hydrophila) isoladas de dois rios europeus. A frequéncia de resisténcia aos antibidticos
foi: acido nalidixico, 59%; tetraciclina, 14%; fosfomicina, 8%; tobramicina e
cotrimoxazole, 7%; cefotaxime, 4%; cloranfenicol, 2% e gentamicina, 1%, sendo que a
maioria dos isolados resistentes ao acido nalidixico apresentaram-se susceptiveis as
fluoroquinolonas (54 a 98%) (GONI-URRIZA et al., 2000).

No Brasil, PALU et al. (2006) avaliaram a resisténcia de 83 isolados de
Aeromonas sp. de origem humana (28) e de alface fresca (55). Trinta e cinco foram
identificadas como pertencentes ao grupo da A. hydrophila e, 48, da A. caviae. A
resisténcia aos agentes antimicrobianos foi observada em isolados tanto de origem
clinica quanto de alimento, sendo que as amostras de origem alimentar apresentaram
resisténcia a ampicilina/sulbactam, cefxitina, sulfametoxazole/trimetropim, cloranfenicol

e tetraciclina.

2.5 Estudo epidemiologico das Aeromonas sp.

Técnicas moleculares para tipificacdo de microrganismos séo ferramentas
eficientes que podem ser utilizadas para determinar a relagdo genotipica entre os
isolados de diferentes pacientes ou meio ambiente. Estudos epidemiolégicos de
isolados bacterianos tém recebido popularidade nas ultimas décadas (TENOVER et al.,
1997; KANG & DUNNE, 2003; LUKINMAA et al., 2004).

Algumas das técnicas utilizadas incluem REA (Restriction Endouclease Analysis),
RFLP (Restriction Fragment-lenght Polymorphism), PFGE (Pulsed-field Eletroforesis),
PCR (Polymerase Chain Reaction) (TENOVER et al., 1997). Dentre as técnicas
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incluidas nesta ultima categoria, REP (Repetitive Extragenic Palindromic) e ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)-PCR tém sido utilizadas com o intuito
de estabelecer a relacdo genética entre isolados de varios géneros de bactérias
(WOODS et al., 1992; REBOLI et al., 1994; HARVEY et al., 2004).

DAVIN-REGLI et al. (1998), na Franca, utilizaram as técnicas de RAPD e ERIC
no estudo de um surto por A. hydrophila envolvendo sete pacientes (dois casos de
ferida e cinco de bacteremia). Os pesquisadores analisaram amostras clinicas e
ambientais e, embora n&o tivessem determinado a origem dos isolados de A.
hydrophila, concluiram a eficacia das técnicas.

Em uma colegédo de 120 isolados de aeromonas provenientes de fezes de
pacientes com gastrenterite e de ambiente foram analisadas por SZCZUKA &
KAZNOWSKI (2004) através de RAPD, ERIC e REP-PCR e também comprovaram a
eficacia destas técnicas para uma investigacdo epidemiolégica. Mais recentemente,
TACAO et al. (2005) também comprovaram a utilizagdo de REP e ERIC-PCR para tal

finalidade.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizagao da industria e das amostras estudadas

A industria onde o trabalho foi desenvolvido situa-se no interior do Estado de S&o
Paulo, sendo caracterizada, por suas dependéncias e instalagdes, como um matadouro-
frigorifico, segundo estabelece o artigo 21, paragrafo primeiro, do Regulamento da
Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) - Ministério da
Agricultura, Brasil (BRASIL, 1997). Desta forma, é submetida a um controle higiénico-
sanitario permanente, pelo do Servigo de Inspecéo Federal (SIF), possuindo instalacdes

para o abate, preparo e conservacgao da carne bovina. Seu volume de abate aproximado é
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de 500 animais por dia e seus produtos sido destinados ao comércio nacional e

internacional.

Foram estudados pontos do fluxograma de abate bovino, que poderiam atuar como

veiculo de transmissdo das aeromonas a carne ou pontos de disseminacdo do

microrganismo na industria, particularmente no processo de abate, conforme descrito a

seguir e esquema apresentado na Figura 1.

Agua sem tratamento - Agua obtida antes da mesma ser tratada para utilizacdo na
industria;

Agua tratada - Agua clorada colhida na sala de matanca;

Superficie da pele do animal ainda seca - Amostras representativas deste ponto de
colheita foram obtidas da regido lombar do animal, no momento de sua chegada a
industria;

Superficie da pele das partes dianteira e traseira do animal, ap6s a lavagem do
animal por aspersdo - Amostras destes pontos foram obtidas apbés a
insensibilizagdo do animal antes do mesmo ser igado na area de vomito;

Superficie muscular das partes dianteira e traseira da carcaga durante a toalete -
Amostras destes pontos foram obtidas durante a fase de toalete das meias
carcagas, nas regioes laterais da paleta para a colheita do dianteiro, e do coxao
para a do traseiro (BRASIL, 1988);

Superficie muscular das partes dianteira e traseira da carcaca resfriada - Amostras
destes pontos foram obtidas apds 24 horas de permanéncia na camara de
resfriamento, nas regides laterais da paleta para a colheita do dianteiro, e do coxao
para a do traseiro (BRASIL, 1988);

Agua residuaria da lavagem das carcacgas - Agua que escorre ao longo das faces
interna e externa das meias carcagas, apdés sua lavagem na parte final do
fluxograma de abate. A lavagem das carcacas é realizada com agua a uma
press&o aproximada de 3 atm, e 37°C de temperatura, com o objetivo de remover
sangue e outros tipos de matéria organica que ficam aderidos tanto na face externa

quanto interna das meias carcacas;
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Carne das carcagas resfriadas - Estas amostras foram compostas por fragmentos
de carne colhidos durante o resfriamento das carcacgas;

Superficie das maos dos manipuladores - Estas amostras foram colhidas no
momento da chegada do funcionario a industria (antes da jornada de trabalho, ap6s
a higienizagdo das maos) e durante os trabalhos de individuos que exercem
atividades na fase de toalete das carcagas e na camara de resfriamento;

Ambiente da sala de matanca - Amostras representativas desta sala foram
tomadas através da exposicao de placas de Petri contendo os meios especificos
para o género em estudo (agar dextrina-ampicilina e agar vermelho de fenol-amido-
ampicilina), as quais permaneceram abertas por quinze minutos (APHA, 2001). As
placas ficaram expostas nas areas de evisceragéo, no final da linha de inspecao e
final da fase de toalete;

Superficie de facas utilizadas na sala de matanga - Estas amostras foram colhidas
das facas utilizadas na fase de toalete das carcacas;

Superficie da parede, piso e ralos da camara de resfriamento — Estas amostras
foram obtidas enquanto as carcagas em estudo ainda estavam armazenadas na
mesma;

Conteudo intestinal - Consistiu do conteudo do intestino grosso, colhido na segéo
de bucharia e triparia, no momento da abertura do aparelho digestério para a

lavagem e preparagao do mesmo.
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Figura 1. Esquema representativo do fluxograma de abate bovino, com apresentagéo dos locais de colheita de amostras
na sala de matanca.

Secdo | — Local de colheita das amostras referentes a pele das partes dianteira e traseira da carcaga, apés a lavagem do
animal por aspersao.

Secéo XllI - Local de colheita das amostras referentes a superficie muscular das partes dianteira e traseira da carcaga,
superficie das maos de manipuladores e de facas.

Secéo XIV - Local de colheita da agua residuaria da lavagem de carcaga.

Foram colhidas 15 amostras por ponto, totalizando 285 unidades amostrais. As
colheitas foram realizadas em dias normais de trabalho. As amostras referentes a pele
Uumida, superficie muscular em todas as etapas, carne e conteudo intestinal foram

obtidas do mesmo animal.

3.2 Colheita, acondicionamento e transporte das amostras

As amostras da agua tratada e sem tratamento foram colhidas, com os devidos
cuidados de assepsia, em frascos de vidro esterilizados, em quantidade aproximada de
400 mL. As amostras da agua tratada foram colhidas em um ponto da sala de matanca e,
no sentido de neutralizar a agéo do cloro, foi utilizado tiossulfato de sddio em solucao a
10% na quantidade de 0,1 mL para cada 100 mL da amostra. Para determinar a
concentragéo de cloro residual livre nas amostras de agua medido no local de colheita foi

utilizado o reagente NN Dietil Parafenileno Diamino (DPD) e colorimetro eletrénico
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(H193710C-HANNA INSTRUMENTS). O aparelho foi inicialmente zerado com 10 mL da
amostra de agua sem o reagente DPD e a leitura realizada apds adicdo e
homogeneizag¢ao do reagente na cubeta com os 10 mL da amostra, sendo a mesma dada
em mg.L™" (HANNA, 1997).

As amostras da agua residuaria da lavagem das meias carcacas foram colhidas em
seguida a lavagem das mesmas, durante a etapa em que o excesso dessa agua escorre
ao longo das faces externa e interna das meias carcacas. Essas amostras foram colhidas
em frascos com tampa esterilizados e cada uma delas representou as duas meias
carcagas de um mesmo animal.

As amostras representativas da superficie da pele do animal ainda seca, da pele
apos a lavagem por aspersao, de musculo, de utensilios, das m&os de manipuladores e
superficie da parede, piso e ralos da camara de resfriamento foram colhidas através de
suabes esterilizados. Esses suabes foram adquiridos prontos - Ceconetes’.

As areas colhidas com suabe, excetuando-se maos e facas, foram delimitadas
utilizando-se um gabarito em acgo inoxidavel esterilizado para a demarcacdo de uma
regido de 20 cm? (APHA, 2001). Antes da colheita o suabe era mergulhado na agua
peptonada a 0,1% e escorrido 0 excesso na parede do tubo. Para a colheita de material
das facas e maos, foi utilizado um suabe para cada amostra, sendo colhido de toda a
superficie da |amina da faca e espacos interdigitais e palma das maos. Apos a colheita os
suabes foram novamente mergulhados na agua peptonada a 0,1%.

As amostras de carne foram colhidas na camara de resfriamento, sendo compostas
por fragmentos de varias partes da carcaga; os mesmos foram acondicionados em sacos
de polietileno esterilizados.

As amostras de conteudo intestinal foram colhidas na se¢ao de bucharia e triparia,
no momento da abertura do aparelho digestivo para a lavagem e preparagdo. Essas
amostras foram acondicionadas em sacos de polietileno esterilizados.

As amostras do ambiente da sala de matanca foram tomadas através da exposi¢éao

de placas de Petri contendo os meios seletivos especificos para o género em estudo (agar

' Cecon - Centro de Controle e Produtos para Diagnostico Ltda. - S&o Paulo.
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dextrina-ampicilina e agar vermelho de fenol-amido-ampicilina) que permaneceram
abertas por quinze minutos (APHA, 2001).

O transporte das amostras de agua, de carne, de conteudo intestinal, bem como
dos tubos com os suabes foi realizado em caixas de material isotérmico contendo gelo
reciclavel. As placas de Petri foram transportadas em caixa isotérmica a temperatura
ambiente. As andlises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de Alimentos e
Agua do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugdo Animal da

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, UNESP.

3.3 Metodologia empregada no isolamento de bactérias do género Aeromonas

3.3.1 Preparo das amostras e enriquecimento seletivo

As amostras da agua tratada e sem tratamento, ap6s homogeneizagdo manual,
foram filtradas em membranas de éster de celulose? de 47 milimetros de diametro e poros
de 0,45 micrbmetros. Essas membranas foram picadas em pedacos pequenos e 0s
fragmentos colocados em Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, contendo 100 mL de
caldo tripticase-soja (TSB) adicionado de ampicilina®, na concentragdo de 30 mg por litro
(ABEYTA JUNIOR et al., 1990). A incubagdo do conjunto foi realizada a 28°C, em
incubadora para BOD, por 24 horas.

O enriquecimento seletivo das amostras da agua residuaria da lavagem das meias
carcagas foi realizado tomando-se, ap6s homogeneizacdo, 10 mL dessa agua e
adicionando-os a 100 mL de TSB adicionado de ampicilina e incubados a 28°C por 24
horas.

O enriquecimento seletivo das amostras de carne e de conteudo intestinal também

foi realizado em TSB adicionado de ampicilina, a 28°C por 24 horas apds a

2 Swinnex Disc Filter - Millipore
% Sigma - A9393
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homogeneizagdo, em aparelho Stomacher®, de 25 gramas da amostra com 225 mL do
referido caldo.

Os suabes, bem como a agua peptonada utilizada no transporte, apés a retirada da
aliquota utilizada na prova de semeadura direta para contagem (item 3.4), foram vertidos
em tubos de ensaio contendo 20 mL de TSB adicionado de ampicilina e incubados a 28°C

por 24 horas.

3.3.2 Plaqueamento seletivo

A partir das culturas de enriquecimento seletivo foram semeadas, com auxilio de
alca de niquel-cromo, placas contendo agar vermelho de fenol-amido-ampicilina
(PALUMBO et al., 1985; MAJEED et al.,, 1990) e agar dextrina-ampicilina, segundo
HAVELAAR & VONK (1988). Nos dois casos a ampicilina foi adicionada apoés a
esterilizacdo, na concentragdo de 10 mg por litro. A incubacdo foi realizada em

incubadora para BOD a 28°C por 24 horas.

3.3.3 Isolamento das coldnias e identificagdao presuntiva do género Aeromonas

Para identificacdo das culturas, foram colhidas entre seis e oito colénias por
placa de cada meio seletivo para cada amostra com caracteristicas sugestivas do género
Aeromonas que sao:

e Agar vermelho de fenol-amido-ampicilina: colénias amareladas, com halo
transparente devido a hidrolise do amido;

o Agar dextrina-ampicilina: colénias amareladas, circundadas por halo decorrente da
hidrélise da dextrina;

Adotou-se o seguinte esquema para identificacdo das mesmas:

4 Stomacher, Marca Marconi, Modelo MA440
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A: pele seca;

e Bd: superficie da pele umida da regiao dianteira;

e Bt: superficie da pele umida da regiao traseira;

e (Cd: superficie muscular da regido dianteira durante a fase de toalete;
e Ct: superficie muscular da regido traseira durante a fase de toalete;

e Dd: superficie muscular da regido dianteira da carcaca resfriada;

e Dt: superficie muscular da regido traseira da carcaca resfriada;

e Ea: superficie das maos dos manipuladores antes do trabalho:

e Ed: superficie das maos dos manipuladores durante o trabalho;

F: superficie das maos dos manipuladores da camara de resfriamento;

G: superficie das facas;

H: superficie da parede da camara de resfriamento;

I: superficie do piso e ralo da cAmara de resfriamento;

J: agua sem tratamento;

K: agua tratada;

L: agua residuaria da lavagem das carcacas;

M: carne das carcacas resfriadas;

N: conteudo intestinal;

O: ambiente da sala de matanca.

As colbnias com as caracteristicas descritas foram semeadas em tubos com agar
tripticase-soja (TSA) inclinado e incubadas a 28°C por 24 horas. Apoés o periodo de
incubacao foram realizados esfregacos corados pelo método de Gram e as culturas que
apresentaram forma de bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias
curtas e Gram negativas foram repicadas em agar triplice-agucar-ferro (TSI) (SAAD et al.,
1995). Apds incubacgido a 28°C por 24 horas, as culturas que apresentaram reagdo acida
tanto na base como no bisel, com ou sem formagéo de gas, foram novamente repicadas

em TSA e, em seguida, submetidas as provas da motilidade, oxidase, catalase e
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resisténcia ao agente vibriostatico O/129 (fosfato de 2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine®),
seguindo esquema de caracterizagdo adotado por POPOFF (1984), HAVELAAR et al.
(1987), ARAUJO et al. (1989), KNOCHEL (1990), NEVES et al. (1990) e HUDSON &
LACY (1991).

3.3.4 Caracterizacao das espécies

A caracterizagdo das espécies foi realizada seguindo o esquema proposto por
POPOFF (1984) acrescido de algumas outras provas recomendadas por BUCHANAN &
PALUMBO (1985) e ABEYTA JUNIOR et al. (1990) com atualizagcdes apresentadas por
FURUWATARI et al. (1994), PIDIYAR et al. (2002), ABOTT et al. (2003), HARF-
MONTEIL et al. (2004), MINANA-GALBIS et al. (2004) e TACAO et al. (2005) que foram:
producao do indol; hidrélise da esculina e da arginina; descarboxilacdo da lisina e da
ornitina; fermentagdo do inositol, da salicina, da sacarose, do manitol e da arabinose;
producado de acetoina a partir da glicose (VP); producao de gas a partir da glicose;
crescimento em caldo nutriente a 37°C com 0%, 3% e 6% de cloreto de sédio e redugdo
do nitrato.

As provas bioquimicas para a caracterizacdo das espécies foram realizadas
seguindo a metodologia de Mac FADDIN (1976).

3.4 Semeadura direta em meio seletivo e contagem do género Aeromonas

Para a realizagdo da contagem do género Aeromonas foram utilizadas placas de
agar vermelho de fenol-amido-ampicilina, preparadas conforme ja descrito no item 3.3.2,
sendo a semeadura realizada em superficie, em volumes de 0,1 mL de cada amostra ou
diluicdo. Para uma distribuicdo homogénea do indculo na superficie do meio foi utilizado
um bast&o de vidro em forma de “L".

As amostras de agua tratada, agua sem tratamento e residuaria da lavagem de

carcacas foram inoculadas na sua condig&o original e diluidas a 1/10 em agua peptonada

® Sigma - D0181
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a 0,1%. Nesses casos os resultados foram computados como unidades formadoras de
colénias (UFC)/mL.

Para a contagem a partir das amostras representadas por suabe inoculou-se apés
perfeita homogeneizagdo destes com os 4 mL de agua peptonada que serviram de
transporte (realizada em agitador de tubos®), 0,1 mL da prépria 4gua peptonada e também
a sua diluicdo a 1/10. Os resultados foram expressos em UFC/cm?, sendo considerado
que cada mililitro da agua peptonada era representativo da populacdo microbiana
encontrada em 5 cm? da superficie de dois animais ou carcagas.

Para a contagem da populacdo do género Aeromonas a partir das amostras de
carne e conteudo intestinal foi utilizada diluicdo preparada para a fase de enriquecimento
seletivo na qual 25 gramas de cada um dos tipos de amostra foram homogeneizados, em
aparelho Stomacher, com 225 mL de TSB. Assim, nesse caso, foi inoculada somente
essa diluicdo a 1/10. A incubagéo das placas foi realizada em incubadora para BOD a
28°C por 24 horas, a partir do que se identificou e realizou-se a contagem das colonias

caracteristicas. Os resultados foram expressos em UFC/g.
3.5 Testes de sensibilidade a antimicrobianos (BAUER et al., 1966; NCCLS, 2003)

Para a realizacao dos testes de sensibilidade a agentes antimicrobianos foi
utilizado somente um dos cultivos provenientes de um mesmo local de amostragem,
escolhido dentre aqueles que apresentaram resultados iguais entre si em todas as
provas bioquimicas. Também foram analisados os cultivos de uma mesma amostra
que, embora apresentassem a mesma classificacao fenotipica, apresentaram resultado
diferente dos demais em, pelo menos, uma prova bioquimica.

As cepas foram repicadas em tubos contendo 5 mL de TSB e incubadas a 37°C por
18 a 20 horas. ApOs a incubagédo, aliquotas das culturas foram gotejadas de forma
asséptica em tubos contendo 4 mL de solucdo salina esterilizada, até a obtencéo de
turvacao idéntica a da solugéo padrao de cloreto de bario, preparada pela adigéo de 0,5
mL de uma solug&o 0,048 M de cloreto de bario e 99,5 mL de acido sulfurico a 1% (v/v). A

€ Marca Phoenix - Modelo AP56
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seguir, as culturas diluidas foram semeadas, com auxilio de suabes esterilizados, em
placas com agar Mueller-Hinton e, apds aproximadamente 3 minutos, tempo necessario a
secagem da superficie do meio, foram colocados os multidiscos’ contendo os
antimicrobianos. A leitura foi realizada ap6s 18 a 24 horas de incubacéo a 37°C, por meio
da medida dos halos de inibigdo, com a utilizagdo de régua milimetrada. Os diametros
obtidos em milimetro foram comparados com a tabela fornecida pelo fabricante dos discos
utilizados.

Os multidiscos de antimicrobianos continham os seguintes principios ativos:
Amicacina (10 yg), Amoxicilina+Clavulanato (20x10 pg), Ampicilina (10 pg), Cefalotina
(30 pg), Cefepime (30 ug), Cefoxitina (30 ug), Ceftazidima (30 pg), Cefuroxima (30 ug),
Ciprofloxacin (5 pg), Gentamicina (10 pg), Imipenem (10 pg) e Sulfazotrim (20 pg).

3.6 Caracterizagao molecular dos isolados

Para a realizacao das técnicas de REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic)
e ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus), foram adquiridas as
seguintes cepas padrédo de aeromonas fornecidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz): A. hydrophila (Proteus ichthyosmius) (ATCC 7966), A. sobria (ATCC 43979) e
A. caviae (A. punctata subsp. caviae) (ATCC 15468).

Os cultivos analisados pelas técnicas de REP e ERIC-PCR consistiram nos
mesmos utilizados no teste de sensibilidade a antimicrobianos.

3.6.1 Isolamento bacteriano e extragao do DNA

A partir das culturas em tubos de TSA inclinado, foram retiradas aliquotas com
auxilio de uma alca de niquel-cromo e semeadas em tubos contendo 3 mL de caldo
TSB, sendo incubadas em estufa bacteriologica a 28°C por 24 horas. ApOs esse
periodo de incubacédo foram retiradas aliquotas com auxilio de uma alga de niquel-
cromo e semeadas em microtubos contendo 1,5 mL de caldo TSB e, novamente
incubadas a 28°C por 18 a 20 horas. Apos este periodo de incubagéo, procedeu-se a

" Laborclin — Produtos para Laboratérios — Ltda. — Polidiscos LB-6.
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extracdo do DNA gendmico por meio da utilizacdo do kit GE Healthcare illustra™
bacteria genomicPrep Mini Spin.

Em seguida a extracdo do DNA, foi realizada sua dosagem de acordo com a
metodologia descrita por SAMBROOK et al. (1989), na qual a concentragdo e a pureza
do DNA foram determinadas a partir da leitura em espectrofotdmetro a 260 e 280 nm. O
DNA extraido e dosado foi conservado a temperatura de -80°C.

3.6.2 Reagao de amplificagao (REP e ERIC-PCR)

As analises REP e ERIC-PCR foram desenvolvidas de acordo com prévia
descricao por VERSALOVIC et al. (1991) e SZCZUKA & KAZNOWSKI (2004).

Foi realizada uma reacao de 20 pL consistindo de: 13,4 pL de agua Milli Q, 2 yL
de tampao 10x [200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCI], 0,5 uL de MgCl, (1,25 mM),
0,4 uL de dNTP (1 mM), 1 pL de primer Rep1R-I, 1 yL de primer Rep2-l, 0,5 uL de Taq
polimerase (2,5 U), 1,2 uL de DNA (30 ng/uL). Todos os reagentes foram adquiridos da
Invitrogen, USA.

A reacéo de amplificacao foi realizada em um aparelho termociclador Eppendorf
num total de 30 ciclos para REP e ERIC.

As condi¢des para amplificacdo do REP foram as seguintes: desnaturagéo por 1
minuto a 94°C, anelamento por 1 minuto a 45°C e extens&o por 2 minutos a 72°C. As
amostras foram mantidas a 4°C até a realizagdo da eletroforese dos produtos de PCR.

A amplificacdo para os primers ERIC foi realizada sob condi¢cbes idénticas aos
REP substituindo-se apenas os primers e as condicbes de anelamento que ocorreram
por 1 minuto a 50 °C.

Os primers® utilizados para REP-PCR (VERSALOVIC et al., 1991) foram:

REP 1R-I (5" =1l ICG ICG ICA TCI GGC - 3’)

REP 2-1 (5" - ICG ICT TAT CIG GCC TAC - 3’)

Os primers utilizados para ERIC-PCR (VERSALQOVIC et al., 1991) foram:
ERIC 1R (5’ — ATG TAA GCT CCT GGG GATTCA C -3))
ERIC 2 (5 — AAG TAA GTG ACT GGG GTGAGC G-73)

8 Invitrogen, USA.
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3.6.3 Analise eletroforética em gel de agarose dos fragmentos amplificados

Foram utilizados 10 yL de produto amplificado de cada amostra adicionados de 2
ML de uma solugdo de azul de bromofenol e glicerol. As amostras foram aplicadas em
gel de agarose a 2% (acrescido de 5 pyL de brometo de etidio), sendo submetidas a
corrida em cuba horizontal com tampao TEB 1X (Tris-Borato-EDTA). A corrida foi
realizada utilizando-se uma corrente elétrica de 68V por aproximadamente 90 minutos.
Como referéncia, foi utilizado um marcador de peso molecular de 1 kb plus (Invitrogen,
USA).

Apos a eletroforese, o gel foi analisado em um transiluminador de luz ultravioleta
e os produtos oriundos da amplificacdo foram visualizados e documentados em um
fotodocumentador modelo Gel Doc (BIO RAD).

3.6.4 Analise filogenética

Por meio da andlise do bandeamento produzido com o uso de cada
oligonucleotideo iniciador foi conferido o paradmetro 1 para a presenga de banda e 0
para a auséncia de banda, permitindo a elaboracdo de uma matriz binaria. Essa matriz
foi utilizada para a construgdo de um filograma pelo “software” Free Tree Win 95/98/NT
(HAMPL et al.,, 2001). A similaridade genética entre os isolados foi estimada pelo
coeficiente de distancia descrito por NEI (1986). Para o agrupamento dos dados da
matriz filogenética foi utilizado o método da média das distancias genéticas (UPGMA -
Unwrighted Pair Group Method for Arithmetic Averages) (SNEATH & SOKAL, 1973),
sendo que, o filograma foi obtido com o auxilio do “software” Tree View (PAGE, 1996).

Os padrdes de amplificacéo das bandas de DNA dos isolados foram comparados
por similaridade através de observacédo visual. Os padrbes foram considerados
altamente similares quando todas as bandas visiveis representadas em cada isolado
apresentavam a mesma distancia de migragdo. Heterogeneidade na intensidade e
formato das bandas né&o foi considerada diferenca. Dois isolados eram considerados

pertencentes ao mesmo grupo quando seus padrdes de banda diferiam em relacéo a
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distancia de migragcdo de até duas bandas (WOODS et al., 1992; REBOLI et al., 1994;
DAVIN-REGLI et al., 1998). Os isolados eram considerados pertencentes a mesma

espécie quando apresentavam similaridade = 99% (HARVEY et al., 2004).

3.7 Analise Estatistica

Foi realizada analise descritiva dos dados envolvendo calculos de porcentagens
e representacdes tabuladas e o teste ndo paramétrico do Qui-quadrado com corregao
de Yates (CAMPOS, 1983) para a verificacao da significancia entre os possiveis pontos

de contaminacgao e de disseminagéo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados referentes a contagem das colbnias
caracterizadas e confirmadas como do género Aeromonas no agar vermelho de fenol-
amido-ampicilina. Verifica-se que foi possivel a quantificacdo direta em apenas 12
amostras, sendo o menor valor populacional de 0,5 x 10° UFC/cm? para a amostra
numero cinco da superficie da pele umida da regido dianteira, para a amostra numero
um da superficie muscular da regido traseira da carcaca resfriada e para a amostra
numero sete da superficie muscular da regido traseira durante a fase de toalete; o maior
valor populacional foi de 9,2 x 10° UFC/cm? para a amostra nimero 14 da superficie do

piso e ralo da camara de resfriamento.
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Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados relativos ao isolamento de
aeromonas apo6s o enriguecimento seletivo a partir de cada ponto de colheita,
mostrando o numero de cultivos obtidos ap6s esta etapa e revelando a importéncia da
realizacao do enriquecimento seletivo para recuperar esses microrganismos. Verifica-se
que do total de amostras analisadas, 38 foram positivas e, destas, foram isolados 253
cultivos (colbnias) para a caracterizagéo das espécies. Salienta-se a ndo inclusdo dos
dados referentes as amostras de ambiente da sala de matanca devido ao fato das
mesmas nao terem sido submetidas ao enriquecimento seletivo.

Observa-se ainda, na Tabela 2, que ocorreu diferenca estatistica significativa
entre os resultados das amostras de mao dos funcionarios durante a jornada de
trabalho com os resultados das amostras de pele seca, pele umida da regido dianteira,
maos dos manipuladores antes do trabalho e camara de resfriamento, facas, parede da
camara de resfriamento, agua tratada, superficie muscular dianteira e traseira durante a
toalete, superficie muscular dianteira e traseira da carcaca resfriada e agua sem
tratamento. Também ocorreu diferenca estatistica significativa entre os resultados das
amostras de pele umida da regido traseira, piso e ralo da camara de resfriamento, agua
residuaria da lavagem das carcagas, carne e conteudo intestinal com os resultados da

pele seca.
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Tabela 2. Numero de cultivos de Aeromonas sp. obtidos apds o enriquecimento seletivo em

relagdo ao local de colheita das amostras obtidas em matadouro-frigorifico no estado
de Sao Paulo, no periodo de fevereiro a novembro de 2007.

Local de colheita Numero de amostras Numero de
Analisadas Positivas _cultlvos
isolados
N° %

Pele seca 15 0° 0,00 -
Pele umida/ dianteiro 15 2ab 13,33 12
Pele umida/ traseiro 15 3 be 20,00 18
Sup. musc. dianteira/ toalete 15 2ab 13,33 15
Sup. musc. traseira/ toalete 15 1 b 6,66 7
Sup. musc. dianteira/ carc.resfr. 15 22k 13,33 14
Sup. musc. traseira/ carc.resfr. 15 12ab 6,66 8
Maos manipul./ antes trabalho 15 o® 0,00 -
Maos manipul./ durante trabalho 15 8° 53,33 54
Maos manipul./ cam. resfriamento 15 0° 0,00 -
Facas 15 0@ 0,00 -
Parede camara resfriamento 15 0@ 0,00 -
Piso e ralo camara resfriamento 15 4 °° 26,66 25
Agua sem tratamento 15 24P 13,33 13
Agua tratada 15 0@ 0,00 -
Agua residuaria/ lavagem carcagas 15 4>c 26,66 24
Carne carcaca resfriada 15 4>c 26,66 26
Conteudo intestinal 15 5 be 33,33 37
Total 270 38 14,07 253

Valores seguidos de letras diferentes diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

No que se refere as populagbes de Aeromonas sp. encontradas nas amostras

analisadas constata-se, pela Tabela 1, que foi possivel realizar a contagem destas

bactérias a partir da semeadura direta em meio para contagem em um numero reduzido

de amostras. Embora a populagdo das aeromonas detectada na semeadura direta

tenha ocorrido em um numero pequeno de amostras, pela Tabela 2 pode-se observar

que o enriquecimento seletivo favoreceu o isolamento das mesmas.

Na Tabela 2 observa-se, ainda, que apesar do enriquecimento seletivo, nao foi

possivel isolar a bactéria das amostras de pele seca, superficie das maos dos

manipuladores antes do trabalho, superficie das m&os dos manipuladores da camara de

resfriamento, superficie das facas, superficie da parede da camara de resfriamento e

agua tratada.
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ROSSI JUNIOR et al. (2006) determinaram a populagdo de aeromonas em
abatedouro bovino e também encontraram um numero reduzido de amostras em que foi
possivel realizar a contagem populacional dessas bactérias. No entanto, enquanto no
trabalho destes autores foi possivel realizar a contagem em amostras de pele umida,
conteudo intestinal, superficie muscular do dianteiro e carne desossada, o presente
estudo realizou esta etapa em amostras de superficie da pele umida da regiéo traseira,
superficie muscular da regido traseira durante a fase de toalete, superficie muscular da
regido traseira da carcaca resfriada, superficie das méos dos manipuladores durante o
trabalho e superficie do piso da camara de resfriamento.

Nas amostras de pele umida da regido traseira, aqueles autores encontraram
populagao variando entre 0,2 x 10 e 1,5 x 102 UFC/cm?, sendo estes valores superiores
ao encontrado na mesma regido para o atual trabalho, que foi de 0,5 x 10° UFC/cm?.
Em relagdo a contagem de aeromonas na superficie muscular durante a fase de toalete
das carcagas, o presente estudo encontrou uma populagdo de 0,5 x 10° UFC/cm? na
regido traseira de apenas uma carcaga. ROSSI JUNIOR et al. (2006) encontraram
populacdo maior, entre 0,2 x10? e 3,0 x 10> UFC/cm? na superficie muscular da regido
dianteira de duas carcagas.

Dentre as amostras de superficie muscular da carcaca resfriada, foi possivel
realizar a contagem populacional a partir de apenas uma amostra da regido traseira,
com populagdo também de 0,5 x 10° UFC/cm?. Apesar de ser um valor muito pequeno,
€ importante ressaltar a caracteristica psicrotréfica das aeromonas, o que permite que
esta populagdo possa se elevar durante o armazenamento até o momento do consumo
da carne.

Em relagdo a amostragem das maos, nenhuma permitiu o isolamento de
aeromonas antes do inicio da jornada de trabalho, provavelmente porque os suabes
foram realizados ap6s a higienizacdo das maos com sabdo, agua e alcool em gel.
Dentre as amostras durante a jornada de trabalho, oito (53,3%) permitiram o isolamento
da bactéria e somente uma possibilitou a contagem prévia ao enriquecimento com um
valor de 7,0 x 10° UFC/mao. Diferentemente, o trabalho de ROSSI JUNIOR et al.

(2000a) encontrou aeromonas em duas (6,7 %) das maos antes do inicio das atividades
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no abatedouro e em sete (23,3%) das amostras durante as atividades, sendo este um
valor inferior ao encontrado no presente estudo.

Conforme a Tabela 2, observa-se que as maos dos manipuladores constituiram-
se na principal via de disseminacdo das aeromonas na industria. Consequentemente,
as medidas de boas praticas de fabricagdo devem ser sempre seguidas a rigor, visando
evitar o contato de forma direta dos funcionarios com as carcagas sempre que possivel.

A contagem de aeromonas a partir da superficie do piso e ralo da camara de
resfriamento foi possivel somente em trés (20%) amostras, apresentando valores de 1,2
x 10° 3,2 x 10° e 9,2 x 10° UFC/cm?. Apos o enriquecimento, uma amostra adicional
permitiu o isolamento destas bactérias. Muito embora nenhuma amostra de superficie
de parede estava contaminada por aeromonas, a presenga destas bactérias na
superficie de piso e ralo adquire importancia no momento da higienizagdo da camara,
pois é realizada utilizando-se agua sob alta pressado. Este fator é importante porque
pode ocasionar a transferéncia da bactéria do piso para as paredes da camara onde,
dependendo da localizagao, consiste em um ponto de contato da carcagca no momento
em que sdo encaminhadas para esta sala.

Nas amostras de agua residuaria da lavagem das carcagas, quatro (26,6%)
destas permitiram o isolamento das aeromonas ap6s o enriquecimento, entretanto,
somente uma pertencendo a mesma carcaga cuja amostra permitiu o isolamento em
pele umida e superficie muscular durante a toalete. Sdo escassos os trabalhos na
literatura cientifica que tenham analisado estes tipos de amostras. ROSSI JUNIOR et al.
(2000b) avaliaram 30 amostras de agua residuaria das carcacas e conseguiram isolar
aeromonas em 33,3% das mesmas. Em um abatedouro de Porto Alegre (RS), BIZANI &
BRANDELLI (2001) pesquisaram a ocorréncia de aeromonas em 35 amostras de agua
residuaria de carcaga apds a lavagem final das mesmas, isolando aeromonas de nove
(25,7%), sendo este, um resultado semelhante ao encontrado no presente estudo.

Quanto a presenca de aeromonas nas amostras de agua, embora a mesma seja
considerada habitat natural dessas bactérias, somente duas amostras de agua sem
tratamento apresentaram tais microrganismos. Esse fato evidencia um provavel numero

muito reduzido desses microrganismos nesta agua, que é proveniente de um pogo
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artesiano. Tal resultado pode ser corroborado pelo trabalho de MASSA et al. (2001), na
Italia, que pesquisaram a ocorréncia de Aeromonas sp. em agua de pog¢os e a isolaram
em cinco dentre os 20 pogos testados.

CAHILL & Mac RAE (1992), na Australia, encontraram populagdo superior de
Aeromonas sp. em agua nao tratada, com média de 3,0 x 102 UFC/mL, enquanto que
GRAY & STICKLER (1989) determinaram populagdo acima de 6,4 x 10* UFC/mL nos
meses de verdo. Uma contradi¢cdo € o trabalho de BIZANI & BRANDELLI (2001) que
encontraram aeromonas em seis (17,1%) amostras das 35 de agua clorada colhidas na
linha de abate.

Segundo ROSSI JUNIOR et al. (2000b), a agua dos currais pode ser uma
importante fonte de contaminacado, principalmente para a pele, e pela mesma, as
aeromonas podem chegar a sala de matanca. No abatedouro onde as amostras
analisadas no presente estudo foram colhidas, a agua ainda ndo deve ser considerada
um motivo de preocupagcdo como veiculo de contaminagdo das carcagas por
aeromonas, podendo-se enfatizar a importancia da utilizagdo do cloro para o tratamento
da agua utilizada na industria.

Nas amostras de carne também né&o foi possivel determinar a populagdo de
aeromonas, contudo, ap06s a etapa de enriquecimento, quatro (26,66%) amostras
apresentaram multiplicagdo bacteriana. No trabalho de ROSSI JUNIOR et al. (2006) foi
possivel realizar a contagem em apenas uma amostra de carne desossada que
apresentou uma populagéo de 2,0 x 10 UFC/g, contudo, de 30 amostras analisadas,
seis (20%) possibilitaram o isolamento. Esse fato torna-se importante durante a vida de
prateleira daquelas amostras de carne, pois um periodo prolongado favorece a
multiplicacdo da bactéria pelo fato da carne constituir-se em um meio rico em
nutrientes, ressaltando-se o comportamento psicrotréfico das aeromonas.

Em relacédo a presenga de Aeromonas sp. no conteudo intestinal, assim como
citado por outros autores, constatou-se a dificuldade no isolamento destas bactérias no
meio utilizando semeadura direta, sendo possivel somente apds o enriquecimento
seletivo. Apos esta etapa, no presente estudo, foi possivel isolar a bactéria em cinco
(33,33%) amostras, fornecendo 37 cultivos. GRAY & STICKLER (1989) pesquisaram a
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ocorréncia destes microrganismos em 481 amostras de suabes retais de vacas e
encontraram aeromonas em 4,6% dos animais. Esses autores constataram ainda que a
maioria (98,5%) das amostras fecais revelou a existéncia da bactéria apenas apés o
enriquecimento.

Embora as amostras de ambiente ndo tenham sido incluidas na Tabela 2,
ocorreu o isolamento de aeromonas a partir de cinco delas, fornecendo nove cultivos.
ROSSI JUNIOR et al. (2006) pesquisaram a presenca de aeromonas no ambiente da
sala de matanca e de 30 amostras somente uma foi positiva, demonstrando que o
ambiente pode atuar como possivel fonte de contaminagéo para a carcaga. Apesar de
alguns autores, como NEWTON et al. (1978) e PRENDERGAST et al. (2004), nao
concordarem que a via aérea seja uma importante rota de contaminacéo das carcacas
durante o abate, a pesquisa desta possivel via de contaminagéo pelas aeromonas deve
ser realizada com o intuito de se obter mais informagdes sobre este assunto para essa
categoria de microrganismo, uma vez que estes dados s&o escassos.

Os padrdes de resisténcia e sensibilidade dos isolados de Aeromonas sp. sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Numero e porcentagem de amostras resistentes e susceptiveis aos antimicrobianos
testados, identificadas em cada cultivo selecionado das amostras colhidas em
matadouro-frigorifico no estado de Sao Paulo, no periodo de fevereiro a novembro de

2007.
Antimicrobiano (pg/disco) Amostras
Resistentes Sensiveis
N2 % N2 %

Amicacina (10) 3 4.8 59 95,2
Amoxicilina+Clavulanato (20x10) 61 98,4 1 1,6
Ampicilina (10) 62 100,0 0 0,0
Cefalotina (30) 62 100,0 0 0,0
Cefepime (30) 0 0,0 62 100,0
Cefoxitina (30) 33 53,2 29 46,8
Ceftazidima (30) 3 4.8 59 95,2
Cefuroxima (30) 10 16,0 52 84,0
Ciprofloxacin (5) 7 11,3 55 88,7
Gentamicina (10) 7 11,3 55 88,7
Imipenem (10) 0 0,0 0 100,0

Sulfazotrim (20) 14 22,6 48 774
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Todos os cultivos isolados apresentaram resisténcia a cefalotina e ampicilina e,
98,4%, a associagdo de amoxicilina com clavulanato. Enquanto que a totalidade dos
isolados mostrou-se sensivel somente em relagéo ao cefepime e imipenem. O resultado
em relacdo a ampicilina ja era esperado, pois outros trabalhos encontraram resisténcia
em 100% de suas amostras (SHARMA et al., 2005; RADU et al., 2003; JOSEPH et al.,
1979) além do fato de a ampicilina ser usada como agente seletivo durante o
isolamento.

BIZANI & BRANDELLI (2001) avaliaram o comportamento das aeromonas
colhidas de agua de abatedouro bovino e encontraram resisténcia de todas as amostras
frente a ampicilina, amoxicilina e cefalotina; a sensibilidade de todas as amostras foi
determinada em relagdo a amicacina e gentamicina. No presente estudo, a
sensibilidade para amicacina, ceftazidima, ciprofloxacin, gentamicina e cefuroxima
ocorreu, respectivamente, em 95,2%, 95,2%, 88,7%, 88,7% e 84% das amostras.
Ainda, 77,4% e 46,8% apresentaram uma sensibilidade menor, respectivamente, ao
sulfazotrim e cefoxitina.

A sensibilidade das aeromonas a antimicrobianos foi testada por PALU et al.
(2006), no Rio de Janeiro, em 83 amostras de Aeromonas sp. (28 isolados de fezes
humanas e 55 de alface fresca). Similarmente ao presente estudo, todas suas amostras
mostraram sensibilidade ao imipenem. Esses autores também obtiveram sensibilidade a
amicacina, ciprofloxacin e gentamicina em todas suas amostras, enquanto que, o
presente estudo mostrou uma sensibilidade parcial a essas drogas. Nos demais
antibioticos testados por esses autores, ocorreu grande variabilidade nos perfis de
resisténcia e sensibilidade dentre os diferentes tipos de amostragem.

No Rio Grande do Sul, um estudo realizado em dois hospitais, aeromonas foram
isoladas em 27 (6,6%) das 408 amostras de fezes provenientes de pacientes com
diarréia; os isolados foram classificados como A. hydrophila (51,8%), A. caviae (40,8%)
e A. veronii biovar sobria (7,4%) (GUERRA et al., 2007). Assim, como no presente
estudo, todos os isolados foram resistentes a ampicilina e cefalotina. Ainda, acima de
70% de seus isolados foram resistentes ao imipenem, sendo este um resultado

contrario ao do presente estudo.
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A Tabela 4 mostra o numero e a porcentagem dos isolados em relagédo a
quantidade de antimicrobianos aos quais foram resistentes. Pode-se observar que os
isolados apresentaram resisténcia a pelo menos trés principios ativos, revelando,
assim, um carater de multirresisténcia. Observa-se que 18 (29,0%) isolados mostraram-
se resistentes a trés principios ativos, 25 (40,3%) a quatro e 11 (17,8%) a cinco
principios. Uma menor porcentagem (8% e 3,2%) mostrou-se resistente a,
respectivamente, seis e sete antimicrobianos, enquanto que um isolado desenvolveu

resisténcia a oito.

Tabela 4. Perfil de resisténcia a antimicrobianos das Aeromonas sp. isoladas de amostras
colhidas em matadouro-frigorifico no estado de Sao Paulo, no periodo de fevereiro a
novembro de 2007.

Antimicrobianos Isolados Resistentes
N° N° %

<2 0 0,0

3 18 29,0

4 25 40,3

5 11 17,8

6 5 8,0

7 2 3,2

8 1 1,7

Na Tabela 5, que mostra o perfil de susceptibilidade conforme a espécie de
aeromonas, observa-se que o isolado de A. sobria consistiu no unico cultivo com
resisténcia a oito antimicrobianos. O isolado de A. schubertii foi resistente a cinco
principios e, A. trota, a trés. Os isolados de A. caviae apresentaram perfis de

susceptibilidade variaveis.
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Tabela 5. Distribuicdo dos isolados de Aeromonas caviae, Aeromonas sobria, Aeromonas trota
e Aeromonas schubertii de diferentes pontos do fluxograma de abate bovino, segundo
seu comportamento frente a agdo de antimicrobianos.

A|11t. A. caviae A. sobria A. trota A. schubertii
R S R S R S R S

AMI 2(3,4) 57(96,6) 1(100,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0)
AMC 58 (98,3) 1(1,7)  1(100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0)
AMP 59 (100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0)
CFL  58(98,3) 1(1,7)  1(100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0 (0,0)
CPM 0(0,0) 59 (100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0)
CFO 32 (54 2) 27(458) 1(100,0) 0 (0,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0)
CAzZ 3(5,0) 56 (95,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0) (0,0) 1(100,0)
CRX 8(13,6) 51(86,4) 1(100,0) 0 (0,0) 0(0,0) 1(100,0) 1(100,0) 0(0,0)
cIP 6(10,2) 53(89,8) 1(100,0) 0 (0,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0)
GEN 7(11,9) 52(88,1) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0)
IPM 0(0,0) 59 (100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0) 1(100,0) 0(0,0)0 1(100,0)

SUT 12 (20,3) 47 (79,7) 1(100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(100,0) 1(100,0) 0 (0,0)
'Antimicrobianos: AMI - amicacina; AMC — amoxicilina+clavulanato; AMP - ampicilina; CFL - cefalotina; CPM - cefepime; CFO -
cefoxitina; CAZ - ceftazidima; CRX - cefuroxima; CIP - ciprofloxacin; GEN — gentamicina; IPM - imipenem; SUT - sulfazotrim. R:
resistente; S: sensivel.

BIZANI & BRANDELLI (2001) isolaram dois cultivos de A. sobria dentre 35 de
agua de lavagem de carcagas. Assim como no presente estudo, ambos isolados
mostraram-se resistentes a ampicilina e cefalotina, além da amoxicilina; também
apresentaram sensibilidade a gentamicina. Entretanto, mostraram-se sensiveis a
amicacina. Esses autores n&o isolaram A. caviae, A. trota e A. schubertii de suas
amostras.

No estudo de PALU et al. (2006), 27,6% isolados de alface e 42,1% isolados de
amostras clinicas de A.caviae foram resistentes a cefoxitina, enquanto que no presente
estudo, 54,2% dos isolados desta espécie apresentaram este perfil.

A resisténcia a antimicrobianos entre os enteropatdégenos consiste em um sério
problema nos paises em desenvolvimento onde ha uma alta freqiéncia de
enfermidades gastroentéricas, sendo muitos antimicrobianos rotineiramente utilizados e
de forma inadequada. A resisténcia €& particularmente relevante nas espécies
patogénicas de aeromonas nas quais a multirresisténcia tem sido frequentemente
identificada (GUERRA, 2007).

Para aqueles compostos cuja sensibilidade nao ocorreu na totalidade das

amostras, recomenda-se a realizagdo de testes que possam indicar o melhor principio
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ativo para uma terapia clinica, pois, com exce¢do de poucos compostos que
apresentaram resultados similares com outros estudos, a resisténcia e a sensibilidade
das Aeromonas sp. aos diferentes antimicrobianos pode variar conforme as regides,
paises e origem dos isolados (TAVARES, 2000).

As Tabelas de 6 a 9 mostram os resultados da caracterizagcdo bioquimica das
espécies de aeromonas encontradas nos cultivos das amostras de superficie da pele
umida das regides dianteira e traseira, superficie muscular das regides dianteira e
traseira durante a fase de toalete, superficie muscular das regides dianteira e traseira
da carcaca resfriada, superficie das maos dos manipuladores durante o trabalho,
superficie do piso e ralo da camara de resfriamento, agua sem tratamento, agua
residuaria da lavagem das carcacas, carne das carcacas resfriadas, conteudo intestinal

e ambiente da sala de matanca.
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Tabela 6. Espécies de Aeromonas sp. identificadas em cada cultivo selecionado das amostras
de superficie da pele umida das regifes dianteira e traseira, superficie muscular das
regides dianteira e traseira durante a fase de toalete e superficie muscular das regides
dianteira e traseira da carcaca resfriada colhidas em matadouro-frigorifico no estado
de Sao Paulo, no periodo de fevereiro a novembro de 2007.

Amostras/
cultivos Espécies identificadas
Bt5a A. caviae
Bt12a A. caviae
Bd13a A. caviae
Bd15a A. caviae
Bd15d A. caviae
Bt15a A. caviae
Ct7a A. caviae
Ct7b A. sobria
Cd13a A. caviae
Cd13b A. caviae
Cd15a A. caviae
Cd15b A. caviae
Dt1a A. caviae
Dd7e A. caviae
Dd14a A. caviae

Bd: superficie da pele Umida da regido dianteira; Bt: superficie da pele Umida da regi&o traseira; Cd: superficie muscular da regiéo
dianteira durante a fase de toalete; Ct: superficie muscular da regido traseira durante a fase de toalete; Dd: superficie muscular da
regido dianteira da carcaga resfriada; Dt: superficie muscular da regido traseira da carcaga resfriada. Os numeros arabicos
representam o nimero da amostra. As letras mindsculas localizadas ap6s o nimero da amostra representam a identificagdo do(s)
cultivo(s) da mesma.
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Tabela 7. Espécies de Aeromonas sp. identificadas em cada cultivo selecionado das amostras
de superficie das maos dos manipuladores durante o trabalho colhidas em matadouro-
frigorifico no estado de Sao Paulo, no periodo de fevereiro a novembro de 2007.

Amostras/
cultivos Espécies identificadas
Ed1a A. caviae
Ed2e A. caviae
Ed3a A. caviae
Ed9a A. caviae
Ed9c A. caviae
Ed10a A. caviae
Ed10b A. caviae
Ed11a A. caviae
Ed12a A. caviae
Ed12b A. caviae
Ed15d A. caviae
Ed15e A. caviae

Ed: superficie das maos dos manipuladores durante o trabalho. Os nimeros arabicos representam o nimero da amostra. As letras
minusculas localizadas ap6s o numero da amostra representam a identificagéo do(s) cultivo(s) da mesma.
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Tabela 8. Espécies de Aeromonas sp. identificadas em cada cultivo selecionado das amostras
de carne das carcagas resfriadas e conteldo intestinal colhidas em matadouro-
frigorifico no estado de Sao Paulo, no periodo de fevereiro a novembro de 2007.

Amostras/
cultivos Espécies identificadas
M3a A. caviae
M5a A. caviae
M12a A. caviae
M13a A. caviae
N4a A. caviae
N4c A. caviae
Nb5a A. caviae
N7a A. caviae
N8a A. caviae
N8c A. caviae
N12a A. caviae
N12b A. caviae

M: carne das carcagas resfriadas; N: conteudo intestinal. Os numeros arabicos representam o numero da amostra. As letras
minusculas localizadas ap6s o0 numero da amostra representam a identificagéo do(s) cultivo(s) da mesma.
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Tabela 9. Espécies de Aeromonas sp. identificadas em cada cultivo selecionado das amostras
de superficie do piso e ralo da camara de resfriamento, agua sem tratamento, agua
residuaria da lavagem das carcacas e ambiente da sala de matanca colhidas em
matadouro-frigorifico no estado de Sao Paulo, no periodo de fevereiro a novembro de

2007.
Amostras/
cultivos Espécies identificadas
L3a A. caviae
L3b A. caviae
L4a A. caviae
L8a A. caviae
L13a A. caviae
L13e A. schubertii
O1a A. caviae
O1b A. caviae
O4a A. caviae
O4b A. caviae
O7a A. caviae
0O8a A. caviae
O8c A. caviae
O13a A. caviae
I7a A. caviae
I17b A. caviae
110a A. caviae
13b A. caviae
14b A. caviae
14d A. caviae
J14a A. caviae
J14f A. trota
J15a A. caviae

L: &gua residuaria da lavagem das carcacas; O: ambiente da sala de matancga; I: superficie do piso e ralo da camara de
resfriamento; J: 4gua sem tratamento. Os numeros arabicos representam o numero da amostra. As letras minusculas localizadas
ap6s o numero da amostra representam a identificagao do(s) cultivo(s) da mesma.
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No presente estudo, foi possivel identificar 59 cultivos como sendo A. caviae, um
de A. sobria, um de A. trota e um de A. schubertii.

O cultivo considerado A. sobria pertence a um dos cultivos da amostra de
superficie muscular durante a fase de toalete das carcagas (Ct7b); o cultivo considerado
A. schubertii pertence a um dos cultivos provenientes de uma amostra de agua
residuaria da lavagem das carcacas (L13e) e o cultivo de A. frota € proveniente de um
dos cultivos de uma amostra de agua sem tratamento (J14f). Os cultivos de A. caviae
pertencem aos demais tipos de amostras.

Apesar de A. sobria ter sido isolada de uma unica amostra, sua presenca no
frigorifico ndo deve ser ignorada, pois consiste em uma das espécies produtoras de
enterotoxinas (MAJEED et al., 1989; YADAV & KUMAR, 2000; MARTINS et al., 2002).

ROSSI JUNIOR et al. (2006), em um frigorifico bovino, estudaram a ocorréncia
das aeromonas em diversos locais como os do presente estudo e, a maioria de seus
isolados também foi de A. caviae, inclusive no conteudo intestinal.

A presengca do microrganismo no ambiente pode contaminar a carcaca
diretamente pela via aerdbgena ou através de respingos de agua que tocam o piso,
paredes ou equipamentos contaminados, uma vez que jatos de agua sob alta presséo
sao constantemente utilizados na higienizacdo, principalmente na sala de abate. Esta
bem documentado que Aeromonas sp. e outros géneros de bactérias patogénicas
podem ser detectados no ambiente do frigorifico, de locais como piso e paredes, piso
da sala de resfriamento, pia, serras e superficies para manipulagcdo das carnes.
Consequentemente, a possibilidade de ocorrer contaminagdo cruzada é substancial
(GILL & JONES, 1995; BORCH & ARINDER, 2002; ROSSI JUNIOR et al., 2006).

Ainda, as maos dos funcionarios, quando contaminadas dentro da industria,
também podem contribuir para a disseminacdo das aeromonas. Pesquisando a
ocorréncia de aeromonas nas maos de funcionarios de frigorifico bovino, ROSSI
JUNIOR et al. (2000a) encontraram A. hydrophila e A. caviae, com predominancia desta
ultima.

Deve-se considerar também, o isolamento de aeromonas no conteudo intestinal,
pois, apesar de alguns autores (STERN et al.,, 1987; GRAY & STICKLER, 1989)
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relatarem a baixa ocorréncia de aeromonas nas fezes dos animais, como pode ser
comprovado no presente estudo, pode-se afirmar que, mesmo sendo de baixa
ocorréncia, este veiculo é importante, principalmente quando se trata de cepas
patogénicas como A. caviae. Consequentemente, existe risco destas bactérias
chegarem a mesa do consumidor.

A prevencao da entrada e disseminagdo dessas bactérias provenientes de
conteudo intestinal nas dependéncias de abate e de manipulagcdo da carne, por sua
vez, esta relacionada aos cuidados durante a evisceragéo das carcagas e as medidas
adotadas com a finalidade de evitar contato da pele do animal, facas e equipamentos
com a superficie muscular ap6s a esfola.

Os resultados obtidos com as técnicas de REP e ERIC revelaram uma grande
diversidade genética entre as bactérias encontradas. Assim, para aumentar a
probabilidade de se encontrar a provavel origem e/ou disseminagdo da contaminagao
das carcagas dentro da industria, realizou-se a comparag¢ao entre os isolados de um
mesmo dia de abate. Ainda, a heterogeneidade molecular dos isolados permite inferir a
ocorréncia de outras espécies de aeromonas que ndo foram detectadas pela
classificacdo bioquimica. Consequentemente, para a analise molecular, os isolados
seréao referidos como Aeromonas sp. e nao pela espécie identificada fenotipicamente.

ORMEN et al. (2005) compararam resultados de analise bioquimica e molecular
pela técnica de RFLP para a identificagdo de espécies do género Aeromonas em
isolados clinicos e ambientais. Esses autores comprovaram uma divergéncia de
resultados entre as duas técnicas em 96% das amostras ambientais e uma discrepancia
de 46% entre os dois métodos para os isolados clinicos. Segundo os autores, 57%
(34/60) dos isolados clinicos, fenotipicamente identificados como A. caviae e A.
hydrophila, diferiram na identificagdo genotipica por RFLP, e apenas 4% (3/72) dos
isolados ambientais concordaram com a identificagcdo bioquimica. No presente estudo
nao foi possivel realizar tal estudo uma vez que o material genético extraido das cepas
padrdo (ATCCs) ndo permitiu a identificacdo suficientemente satisfatéria de suas
bandas para que se pudesse utiliza-las na comparag¢ao com as bactérias isoladas.

A amplificagdo com os oligonucleotideos REP 1R-I/REP 2-I (Figura 2) possibilitou
a amplificacdo de até dez bandas de DNA, dependendo do isolado, com tamanho de
aproximadamente 100 a 5000 pb e a de ERIC 1R/ERIC 2 (Figura 3) permitiu a
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visualizagdo de até 13 bandas também com o mesmo tamanho. Entretanto, apesar do
maior numero de bandas gerado pelo ERIC em algumas amostras, o REP possibilitou a
visualizacao das bandas em um maior numero de amostras.

SZCZUKA & KAZNOWSKI (2004) trabalharam com cepas de Aeromonas sp. de
amostras ambientais e colhidas de fezes humanas com gastrenterite. Seus isolados
apresentaram amostras de bandas com tamanho entre 100 e 3500 pb, contudo, ambas
técnicas detectaram um numero um pouco inferior de bandas, principalmente com o
REP.

S By T . I"-l
LA ER )

-I'HH-I.—'I'I-I

Figura 2. Amplificagdo dos isolados de Aeromonas sp. pelo conjunto de primers REP 1R-I/REP 2-I.

Figura 3. Amplificagdo dos isolados de Aeromonas sp. pelo conjunto de primers ERIC 1R/ERIC 2.

Os resultados de similaridade entre os isolados do dia de colheita referente as
amostras de numero 1 a 6 determinados pelo REP podem ser visualizados na Tabela
10 e pelo ERIC na Tabela 11.
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Na Tabela 10 observa-se que ocorreu percentual de similaridade 100% entre os
isolados de agua de lavagem da carcaca L3a e L3b, mostrando que ambos pertencem
a mesma espécie. Estes isolados diferem entre si bioquimicamente apenas na prova de
multiplicacdo em 3% de cloreto de so6dio que n&o ocorreu com L3a. Conforme
TENOVER et al. (1997), métodos fenotipicos sdao aqueles que caracterizam produtos de
expressao génica para diferenciar isolados. Testes bioquimicos e susceptibilidade a
antimicrobianos sdo exemplos de provas fenotipicas. Pelo fato dessas técnicas
envolverem expressao génica, essas propriedades tendem a variar baseadas nas
condi¢cbes de multiplicacao, fase de multiplicacdo e mutacédo espontanea das bactérias.

Os isolados de agua (L3a, L3b) apresentaram uma maior similaridade, 91% e
90%, respectivamente, com os de pele umida (Bt5a) e o cultivo de agua de lavagem de
outra carcaga (L4a), e este apresentou 80 e 81% de similaridade, respectivamente, com
os isolados de conteudo intestinal da mesma carcaga (N4c) e o da pele umida (Bt5a).
Ainda, o conteudo intestinal (N4a) apresentou 90% de similaridade com N5a, e o
isolado de carne (M5a) € 88% similar ao isolados de ambiente (O1b).

Na Tabela 11 onde visualizam-se os resultados para ERIC, observa-se uma
menor porcentagem de similaridade entre as mesmas amostras em relacdo ao REP,
excetuando-se a similaridade entre os isolados de agua de lavagem da carcaga (L3a e
L3b) com o de conteudo intestinal (N5a) que foi maior, respectivamente, de 85 e 81% e,
também, entre os isolados de agua de lavagem da carcaga (L4a) com o de conteudo
intestinal pertencente a mesma carcagca (N4a) que foi de 84%. Ainda, o ERIC né&o
identificou 100% de similaridade entre L3a e L3b, atribuindo-lhes semelhanca de 96%.

Nas Figuras 4 e 5 observa-se a quantidade de grupos e subgrupos formados

devido a diversidade genética das bactérias, respectivamente, para o REP e ERIC.
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Figura 4. Filograma revelando o agrupamento obtido com os isolados de
Aeromonas sp. de numero 1 a 6, baseado na amplificagdo das bandas de
DNA pelos primers REP 1R-l1 e REP2-I, pelo método UPGMA com bootstrap
de 1000 vezes.
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Figura 5. Filograma revelando o agrupamento obtido com os
isolados de Aeromonas sp. de niumero 1 a 6, baseado na
amplificagcao das bandas de DNA pelos primers ERIC 1R e ERIC
2, pelo método UPGMA com bootstrap de 1000 vezes.

Os resultados de similaridade entre os isolados do dia de colheita referente as
amostras de numero 7 a 9 determinados pelo REP podem ser visualizados na Tabela
12 e pelo ERIC na Tabela 13.
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Na Tabela 12, os resultados mostram que os isolados de superficie muscular na
toalete (Ct7a e Ct7b) pertencem a mesma espécie. Estes isolados diferem entre si
bioquimicamente apenas em relagéo a producdo de indol que ndo ocorreu em Ct7b.
Ambos isolados apresentaram semelhanca de 85% com o de agua de lavagem da
carcaca (L8a) e esta € 86% similar ao isolado de superficie muscular de carcaca
refrigerada (Dd7e). O maior valor de similaridade entre os isolados ocorreu entre Dd7e
e um isolado de mao (Ed9c) que foi de 100%, indicando que ambos pertencem a

mesma espécie e que pode ser visualizado na Figura 6.

Dd7e Ed9c

--.-‘* L ni

'H——"'-—'-=-—_-H"|—.-

ig—
-— e S -— :

-

Figura 6. Amplificagdo dos isolados de Aeromonas sp. pelo conjunto de primers REP 1R-I/REP 2-,

mostrando 100% de similaridade entre os isolados Dd7e e Ed9c.

Ainda, o isolado de mé&o (Ed9c) apresentou semelhanca de 86% e 80%,
respectivamente, com isolado de agua de lavagem de carcaga (L8a) e de conteudo
intestinal (N8a, N8c). Estes dois isolados de conteudo intestinal também apresentaram
similaridade de 100% entre si, mas mostrando resultado diferente nas provas
bioquimicas da esculina e salicina para as quais N8c foi negativo.

Para a técnica de ERIC, visualizada na Tabela 13, houve uma concordéncia com
o REP para a similaridade entre os isolados de superficie muscular na toalete Ct7a e

Ct7b, mas ndo com os isolados de conteudo intestinal N8a e N8c que compartilharam
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81% de semelhancga. ERIC determinou maior similaridade em relacdo ao REP entre os
isolados de conteudo intestinal N7a e N8c que foi de 80% para a primeira e 72% para a
segunda técnica. Entretanto, a similaridade entre Ed9c com Dd7e, L8a, N8a e N8c foi
substancialmente inferior, sendo, respectivamente de 57%, 58%, 53% e 47%.

Nas Figuras 7 e 8 observa-se a quantidade de grupos e subgrupos formados

devido a diversidade genética das bactérias, respectivamente, para o REP e ERIC.
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Figura 7. Filograma revelando o agrupamento obtido com os isolados de
Aeromonas sp. de nimero 7 a 9, baseado na amplificagdo das bandas de
DNA pelos primers REP 1R-I e REP2-I, pelo método UPGMA com bootstrap
de 1000 vezes.
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Figura 8. Filograma revelando o agrupamento obtido com os isolados
de Aeromonas sp. de nimero 7 a 9, baseado na amplificagdo das
bandas de DNA pelos primers ERIC 1R e ERIC 2, pelo método
UPGMA com bootstrap de 1000 vezes

Os resultados de similaridade entre os isolados do dia de colheita referente as
amostras de numero 10 a 12 determinados pelo REP podem ser visualizados na Tabela
14 e pelo ERIC na Tabela 15.
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Na Tabela 14, observa-se que os maiores valores de similaridade foram
inferiores a 85%. O isolado de mao (Ed11a) apresenta semelhanca de 80%, 85% e
80%, respectivamente, com um isolado de carne (M12a) e com isolado de mé&o de
outros dois funcionarios (Ed10b e Ed12a). Ainda, a similaridade entre os isolados de
conteudo intestinal N12a e N12b apresentaram semelhanga de apenas 58%. Na Tabela
15, observa-se que o ERIC possibilitou a identificagdo destes dois isolados como
pertencentes a mesma espécie; tais isolados diferiram entre si bioquimicamente quanto
a producao de indol, descarboxilacao da lisina e ornitina e producéo de gas a partir da
glicose para as quais N12b foi negativo. A amplificacdo produzida pelos primers ERIC
também definiu um padrdo de similaridade maior entre alguns isolados em relagdo ao
REP: a similaridade entre os isolados de carne (M12a) e de superficie de pele umida
(Bt2a) foi de 88%; similaridade de 75% do isolado de mao (Ed10b) com isolados de
pele umida (Bt12a) e de carne (M12a). Contudo, em ERIC ndo ocorreu amplificagcao de
nenhuma banda para um isolado de mao (Ed12a).

Nas Figuras 9 e 10 observa-se a quantidade de grupos e subgrupos formados

devido a diversidade genética das bactérias, respectivamente, para o REP e ERIC.
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Figura 9. Filograma revelando o agrupamento obtido com os isolados de
Aeromonas sp. de numero 10 a 12, baseado na amplificagdo das bandas
de DNA pelos primers REP 1R-I e REP2-I, pelo método UPGMA com
bootstrap de 1000 vezes.
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Figura 10. Filograma revelando o agrupamento obtido com os
isolados de Aeromonas sp. de numero 10 a 12, baseado na
amplificagdo das bandas de DNA pelos primers ERIC 1R e ERIC
2, pelo método UPGMA com bootstrap de 1000 vezes.

Os resultados de similaridade entre os isolados do dia de colheita referente as
amostras de numero 13 a 15 determinados pelo REP podem ser visualizados na Tabela
16 e pelo ERIC na Tabela 17.
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Na Tabela 16, as amplificagbes produzidas pelo REP identificaram como
pertencentes a mesma espécie varios pares de isolados de uma mesma amostra:
superficie muscular da carcagca na toalete (Cd13a e Cd13b; Cd15a e Cd15b), pele
umida (Bd15a, Bd15d e Bt15a), mao (Ed15d e Ed15e), de piso da camara de
resfriamento (114b e 114d) e agua sem tratamento (J14a e J15a). Também ocorreu
100% de similaridade entre os isolados de agua de lavagem da carcaga (L13a) e carne
(M13a). Percentuais de similaridade superiores ou iguais a 84% foram: 84% entre
isolado de piso da camara de resfriamento (I 14b) com o de agua de lavagem de
carcaca (L13a) e de carne (M13a); 85% de superficie muscular da carcaga na toalete
(Cd15a e Cd15b) com L13a e M13a; 86% de Cd15a e Cd15b com os da pele umida
(Bd15a, Bd15d e Bt15a); 86% de superficie muscular da carcaca na toalete (Cd13a e
Cd13b) com os da pele umida (Bd15a, Bd15d e Bt15a).

Em ERIC ocorreu a confirmacado de 100% de similaridade para os mesmos
isolados de REP (Cd13a e Cd13b; Cd15a e Cd15b; Bd15a, Bd15d e Bt15a; Ed15d e
Ed15e; L13a e M13a), com excegdo de 114b com [14d e J14a com J15a que
apresentaram, respectivamente, 60% e 50% de semelhanga. Em relac&o a similaridade
dos demais isolados, ERIC obteve um valor inferior quando comparado com os valores
de REP, com excecédo da semelhanca entre superficie muscular da carcaga na toalete
(Cd13a e Cd13b) e agua de lavagem de carcaga (L13a) que foi de 84%.

Nas Figuras 11 e 12 observa-se a quantidade de grupos e subgrupos formados

devido a diversidade genética das bactérias, respectivamente, para o REP e ERIC.
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Figura 11. Filograma revelando o agrupamento obtido com os isolados de
Aeromonas sp. de numero 13 a 15, baseado na amplificagdo das bandas de
DNA pelos primers REP 1R-l e REP2-I, pelo método UPGMA com bootstrap de
1000 vezes.
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Figura 12. Filograma revelando o agrupamento obtido com os isolados de
Aeromonas sp. de numero 13 a 15, baseado na amplificagéo das bandas
de DNA pelos primers ERIC 1R e ERIC 2, pelo método UPGMA com
bootstrap de 1000 vezes.

Foi possivel observar a ocorréncia de 100% de similaridade entre alguns

isolados para ambas técnicas utilizadas, contudo, nenhuma delas possibilitou a
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identificacao precisa da origem da aeromonas dentro da industria, pois tal semelhanca
ocorreu com os isolados de uma mesma amostra com semelhanca entre si ou de
pontos na mesma carcaga e, mesmo, com outras carcagas, como o0s isolados obtidos
das amostras de carne, agua de lavagem da carcaga, pele umida ou superficie
muscular.

Dentre os isolados que poderiam atuar como fonte de contaminagdo e/ou
disseminacao (pele, maos dos funcionarios, agua, conteudo intestinal, piso e parede da
camara de resfriamento e ambiente da sala de abate), somente o isolado de mao
(Ed9c) compartilhou 100% de similaridade com superficie muscular da carcaga
resfriada (Dd7e). Tal dado possibilita inferir que muito embora os manipuladores néo
estejam atuando como fonte primaria de contaminagdo das carcacas, podem atuar
como disseminadores da bactéria, uma vez que Dd7e refere-se a regido dianteira da
carcacga. Por sua vez, esta regido consiste em um local onde os manipuladores podem
tocar a carcaca no momento de mové-la em locais que n&o possuem norea automatica
como a camara de refrigeragéo.

Ocorreram semelhangas acima de 85% entre alguns isolados. Dentre estes,
destacam-se para a técnica de REP: 88% de semelhanga entre um isolado de ambiente
(O1b) e carne (M5a); 90% entre conteudo intestinal (N4c) e pele umida (Bt5a) e 91%
entre este e agua de lavagem da carcagca (L3a, L3b). Para a técnica de ERIC,
destacam-se: 85% de semelhanca entre um isolado de conteudo intestinal (N5a) e 4gua
de lavagem de carcaga (L3a); 88% entre pele umida (Bt12a) e carne (M12a).

Apesar da real fonte de contaminagcdo nao ter sido determinada precisamente
pode-se inferir que o possivel ponto que estaria atuando como fonte de contaminacgéo
seria 0 conteudo intestinal, pois SZCZUKA & KAZNOWSKI (2004) consideram que
existe relacdo genética entre os isolados quando os mesmos compartilham acima de
90% de similaridade. Ainda, apesar dos métodos genotipicos estarem menos sujeitos a
variacao natural em relagéo as provas fenotipicas, os mesmos podem ser afetados por
insercbes ou delecdes de DNA no cromossomo — ganho ou perda de DNA

extracromossdmico ou mutacdes ao acaso (TENOVER, et al., 1997).
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Muito embora a técnica de ERIC tenha produzido maior nimero de bandas para
algumas amostras em relacdo ao REP, esta técnica possibilitou a detec¢cdo de um valor
de similaridade mais alto entre os isolados. Diferentemente, outros autores (SOLER et
al., 2003; SZCZUKA & KAZNOWSKI, 2004) que testaram a associagéo de REP e ERIC
com outras técnicas classificaram REP como de menor eficiéncia para diferenciagcao
dos isolados de Aeromonas sp. e sugerem a associagdo de outros métodos como
RFLP, RAPD, BOX e ERIC. Segundo DAVIN-REGLI et al. (1998) a utilizacdo de uma
combinacdo de mais de um método molecular € importante, pois aumenta o potencial
discriminatério por detectar um nimero mais alto de polimorfismos, aumentando, assim,

a confianga no resultado.

5 CONCLUSOES

As Aeromonas sp. podem estar presentes no ambiente de abate, havendo risco de

contaminacao das carcagas em qualquer etapa do fluxograma de abate;

Os resultados permitiram inferir que os funcionarios podem atuar como
disseminadores do microrganismo. Apesar da real fonte de contaminagao nao ter sido
determinada precisamente, pode-se inferir que o conteudo intestinal seria uma

importante fonte de contaminacéo.

A quantificagédo direta das aeromonas s6 foi conseguida em 12 amostras cujas
populacdes variaram de 0,5 x 10° UFC/cm? a 9,2 x 10° UFC/cm?. Embora seja uma
populacdo reduzida, salienta-se o carater psicrotréfico do agente e consequente

possibilidade de multiplicagdo em temperaturas de refrigeracao.

O teste de susceptibilidade antimicrobiana revelou perfil de multirresisténcia dos

isolados;
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As cepas de maior relevancia isoladas corresponderam a A. sobria e A caviae, que

séo considerados microrganismos patogénicos, sendo esta ultima a de maior prevaléncia;

A presenca de aeromonas nao s6 na industria, mas principalmente na carne, indica
a necessidade da melhoria das boas praticas de fabricacdo, pois existe a possibilidade

desses microrganismos causarem enfermidade de origem alimentar nos consumidores.
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