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RESUMO 

A criação de suínos representa uma importante atividade econômica, sendo o Brasil o 

quarto exportador de carne suína. O aumento da participação brasileira no mercado externo 

depende da adequação às normas internacionais de qualidade microbiológica nos produtos. 

Entre os microrgansmos encontrados em carnes suínas destacam-se as bactérias dos 

gêneros Salmonella, Escherichia,, Yersinia, Aeromonas, Listeria, Staphylococcus, 

Campylobacter, Bacillus, Clostridium. Aeromonas é um gênero de bactérias 

enteropatogênicas emergente encontrado no trato intestinal de divesos animais, incluindo o 

porco. No presente trabalho foi avaliada a ocorrência de Aeromonas em carcaças suínas na 

entrada de abate, utilizando plaqueamento e PCR do gene lipA. Os isolados foram 

classificados através de testes bioquímicos e RFLP-PCR 16S rRNA, e avaliados quanto à 

resistência a antibióticos e fatores de virulência. Os resultados obtidos mostraram que  a 

amplificação por PCR do gene lipA representa um método rápido, eficiente e sensível de 

determinação da presença de Aeromonas em amostras de origem animal. Elevada 

incidência de Aeromonas foi constatada tanto por PCR-lipA (97%), quanto por 

plaqueamento (86,7%). As contagens bacterianas em carcaças suínas foi da ordem de 1 a 4 

logUFC/100cm2. As espécies de Aeromonas mais prevelentes em suínos foram A. media 

(35,7%), A. hydrophila (26,2%) e A. caviae (21,4%). A maior parte dos isolados 

apresentaram produção de mais de um fator de virulência, indicando o seu potencial 

patogênico. A alta frequência observada de isolados resistentes a 

sulfametoxazol/trimetoprima e tetraciclina é indicativo do uso indiscriminado destes 

antibióticos durante a criação de suínos. De um modo geral os dados reforçam a 

necessidade de avaliação de Aeromonas em amostras animais e alimentos derivados, assim 

como o potencial do PCR-lipA na determinação qualitativa destas bactérias.
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ABSTRACT 

Pork production represents a very important economic activity in South Brazil. Today, 

Brazil hold the forth place in pork meat international marker. The expansion of Brazilian 

exports depends of the adequation to the international roules of microbiological quality. 

Among the microorganisms currently found in porc meat, the most importants belong to 

the genera:  Salmonella, Escherichia,, Yersinia, Aeromonas, Listeria, Staphylococcus, 

Campylobacter, Bacillus, Clostridium. Aeromonas is a genus of emmergent 

enteropathogenic bacteria found in the intestinal tract of several animals, including pigs. In 

the present work it was evaluated the occurrence of Aeromonas in carcasses of pig using 

plating and PCR-lipA methods. The isolates were classified by biochemical tests and 

RFLP-PCR 16S rRNA, and evaluated for antibiotic resistance and the production of 

virulence factors. The results obtained showed that PCR amplification of lipA gene 

represents a rapid, efficient and sensible method to determine the presence of Aeromonas 

in animal samples. High incidence of Aeromonas in carcasses of pig was verified both by 

PCR-lipA (97%), and a conventional plating method (86.7%). Bacterial counts in carcasses 

of pig ranged from 1 to 4 logUFC/100cm2. The most prevalente Aeromonas species 

isolated from carcasses of pig were A. media (35,7%), A. hydrophila (26,2%) and A. caviae 

(21,4%). Most isolates showed the production of more than one virulence factor, indicating 

their pathogenic potential. The hig frequency of sulfametoxazol/trimetoprima and 

tetraciclina resistant isolates is an indicative of the indiscriminate use of these antibiotics 

during pig production. In general, the present results reinforce the necessity of Aeromonas 

evaluation in animal samples and derived products, as well as the potential of PCR-lipA in 

the qualitative determination of Aeromonas. 
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1. INTRODUÇÃO 

A carne suína vem liderando o ranking do consumo mundial de proteína animal. 

Sua participação no mercado internacional tem obtido uma significante ampliação, sendo 

que o Brasil, atualmente, ocupa a quarta posição em produção e exportação de carne suína 

do mundo. A produção nacional de carne suína cresceu aproximadamente 6,0% em 2006, 

atingindo 2,86 milhões de toneladas, resultante do abate de 36,43 milhões de cabeças.  

O complexo agroindustrial da carne suína instalado no Brasil tem enfrentado nos 

últimos anos barreiras que estão dificultando ou restringindo as exportações. O principal 

entrave são as alegações de ordem sanitária. Assim sendo, é fundamental que a carne 

fresca e produtos derivados possuam qualidade sensorial, valores nutricionais, e 

principalmente, biossegurança para garantir a aceitação no mercado mundial.  

Nos últimos anos, surtos de doenças bacterianas de origem alimentar têm sido 

reportados em todo o planeta, alguns causados por agentes denominados de clássicos, 

como Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e Salmonella sp, mas a grande 

maioria ocasionada por bactérias emergentes, entre as quais Aeromonas. 

O interesse crescente pelo gênero Aeromonas vem gerando um grande número de 

estudos sobre a sua complexa taxonomia a fim de se identificar novas espécies e definir 

grupos patogênicos para o ser humano, assim como estabelecer os fatores de virulência 

destes microrganismos potencialmente envolvidos no desenvolvimento das síndromes 

clínicas. 

As bactérias do gênero Aeromonas estão amplamente difundidas no meio ambiente, 

estando presentes nos meios aquáticos, nos animais e nos alimentos. As Aeromonas podem 

ser transmitidas aos alimentos pela água contaminada, insetos, fezes de animais que 

albergam a bactéria, moscas e pessoas que manipulam alimentos.  

As Aeromonas já foram isoladas de suínos, e detectadas em abatedouros, em 

diversos pontos do processo de abate, o que demonstra a proliferação e permanência destes 
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microrganismos nestes ambientes. Entretanto pouco se conhece sobre a prevalência, o 

comportamento das Aeromonas durante as etapas de abate, as fontes de contaminação por 

estas bactérias e o significado dessa bactéria em alimentos de origem suína no Brasil. 

A análise microbiológica é fundamental para estimar-se a extensão da carga 

microbiana existente na superfície das carnes e carcaças de suínos. A correta 

caracterização e identificação dos problemas de enfermidades e seus agentes causais é 

necessária para estabelecer a epidemiologia e lançar mão de métodos de controle e 

profilaxia. Com base em tais conhecimentos será possível efetuar intervenções estratégicas 

no abate, processamento e fabricação mediante o uso de métodos de garantia de segurança 

de produtos alimentícios como Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC) 

e as Boas práticas de Fabricação (BPF) com enfoques sistemáticos os quais possibilitam 

identificar riscos específicos e determinar medidas preventivas para seu controle.   

A complexidade e a demora na avaliação de Aeromonas através de plaqueamento, 

associada as dificuldades de identificação em nível de espécie, tem levado ao 

desenvolvimento de sistemas alternativos, a maior parte dos quais baseados em PCR.  

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a presença de 

Aeromonas na superfície das carcaças suínas no processo de abate comparando-se o 

método tradicional por plaqueamento e um método qualitativo com base na amplificação 

do gene lipA. O estudo envolveu também a classificação de isolados de carcaças suínas 

através de métodos bioquímicos e moleculares, assim como a determinação de fatores de 

patogenicidade e resistência a antibióticos num conjunto de isolados. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Produção de carne suína no Brasil e no Mundo 

A carne suína lidera o ranking do consumo mundial de proteína animal. Em 2005, a 

carne suína alcançou o volume mundial de 92 milhões de toneladas, tendo a carne de 

frango uma produção de 58 milhões de toneladas e a de bovino de 52 milhões de toneladas 

(ABIPECS, 2007).  

A China é o maior produtor de carne suína com mais de 50 milhões de toneladas, 

seguido da União Européia com 21,6 milhões e os Estados Unidos com 9,5 milhões. 

Estima-se para o Brasil, em 2007, uma produção superior aos 3,0 milhões de toneladas. A 

posição dos principais países produtores de carne suína não deverá ser alterada pelo menos 

no curto e médio prazo, uma vez que a diferença entre eles é significativa (ABIPECS, 

2007). 

 O Brasil é um grande expoente neste cenário ocupando a quarta posição em 

produção e exportação de carne suína do mundo com 2,86 milhões de toneladas 

equivalente carcaça em 2006, o que corresponde a 3% da produção mundial, com índices 

de produtividade equivalentes aos de seus principais concorrentes (ABIPECS, 2007). A 

concentração da produção suína no Brasil está localizada na região sul com 34,21%, 

seguido do Nordeste com 23,03%, sudeste com 18,95%, centro-oeste com 16,18% e o 

norte com 7,63%, sendo o estado de Santa Catarina o maior produtor seguido do Rio 

Grande do Sul e Paraná (Corrêa, 2007).  

Em termos gerais, a atividade suinícola se desenvolve de forma consistente no Rio 

Grande do Sul, Santa Catarina, Minas Gerais, Mato Grosso e Goiás. Excetuando o Mato 

Grosso, nos demais estados a produção está aumentando nas integrações e cooperativas. 

No sistema de integração as empresas integradoras disponibilizam recursos, na forma de 

insumos como rações, leitões para engorda, medicamentos e assistência técnica, para as 

granjas de produção. Por sua vez, o produtor integrado participa no ciclo produtivo com as 
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suas instalações e mão-de-obra.  A expansão destaca-se entre os produtores integrados, em 

detrimento da suínocultura independente, que trabalha sem contrato antecipado de 

comercialização (ABIPECS,2007).  

A disponibilização de carne suína para o mercado interno, em 2006, foi de 2.342 

mil toneladas, o que possibilitou um consumo per capita de 12,7 kg/habitante/ano. Este 

consumo per capita coloca o Brasil em posição inferior ao vigésimo quinto colocado, mas 

em sexto lugar em volume de consumo. O contraste é perceptível quando se analisa o 

consumo por habitante na Dinamarca com 76 Kg/habitante/ano e Espanha com 66 

kg/habitante/ano (ABIPECS, 2007).   

 O volume de carne exportada em 2006 atingiu o montante de 528,2 mil toneladas, 

contra 625,1 mil toneladas no ano anterior, representando 14% do total exportado no 

mundo. A redução ocorreu em função de barreiras sanitárias impostas, principalmente, 

pelo mercado russo. A Rússia permaneceu como o principal destino exportador, 

respondendo por 51% do mercado, seguido de Hong Kong, Ucrânia, Cingapura, Moldávia, 

Argentina e outros (ABIPECS, 2007).  

 Com relação às exportações de carne suína, é preocupante o direcionamento da 

exportação para um determinado país, como é o caso da Rússia, ao qual o Brasil destina 

mais da metade de sua exportação. Este fato torna o Brasil vulnerável a qualquer medida 

restritiva tomada com objetivo de negociar preços, volume exportado, cotas de importação, 

e da adoção de medidas sanitárias.  

 As exportações continuam a influenciar o comportamento recente da produção 

brasileira por representarem em torno de 20,0% da produção, contribuindo para a 

modernização da cadeia suína. Por outro lado, as exportações tem um peso significativo no 

comportamento dos preços no mercado interno, fato que até certo pronto tem limitado a 

expansão do mesmo. 



 

 

5

 

O Brasil apresenta amplas possibilidades de se firmar como grande fornecedor de 

proteína animal quando comparado com os grandes produtores mundiais. O Brasil 

apresenta um dos menores custos de produção mundial, e produz carcaças de qualidade 

comparável a dos grandes exportadores. O mercado internacional tem sinalizado para o 

crescimento das exportações brasileiras de carne suína, com possibilidades de abertura de 

novos mercados como o do NAFTA, China, África do Sul, Chile e Taiwan. A abertura do 

Mercado Europeu para a carne suína brasileira deverá merecer atenção especial, assim 

como também o ingresso no Japão, maior importador mundial. No mercado interno espera-

se que, uma crescente recuperação da economia com o conseqüente aumento do poder 

aquisitivo da população, aumente o consumo per capita, estimulando o setor produtivo 

(Corrêa, 2007). 

O Brasil sendo este arcabouço de produtividade necessita dedicar-se ao aspecto da 

saúde do rebanho nacional e garantir a transformação do animal em carne com excelência 

de qualidade, inclusive no aspecto de inocuidade. Atualmente, a conquista e manutenção 

de mercados dependem cada vez mais expressivamente dos aspectos sanitários (Matsubara, 

2005). Atento a esta realidade, em 2006 foi lançado oficialmente o Plano Nacional de 

Suínocultura desenvolvido e implantado pelo governo e pelas entidades representativas dos 

vários elos da cadeia produtiva com o objetivo de desenvolver a suínocultura como um 

todo (Corrêa, 2007). 

 

2.2. Procedimentos operacionais do abate de suínos 

O abate de suínos e processamento de suas carcaças seguem um fluxograma básico 

representado na Figura 1. Este fluxograma prioriza os elementos de racionalidade e higiene  

determinados por legislações brasileiras normatizadas pelo Ministério da Agricultura 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) em conformidades com legislações internacionais. 
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De acordo com Warris (2000), a qualidade da carne suína é o resultado líquido dos 

efeitos e da interação a longo prazo do melhoramento genético, nutrição, sanidade e 

manejo de matrizes, e a curto prazo do manejo dos suínos na granja, embarque, transporte, 

desembarque, período de descanso no frigorífico, método de atordoamento e abate. 

A legislação estabelecida pelo do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) determinou, desde 1998, a implantação paulatina do sistema de 

Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC) nas indústrias de produtos de 

origem animal. O sistema APPCC já está implantado nos estabelecimentos exportadores e 

em implantação nos estabelecimentos para abastecimento do mercado interno. Entretanto, 

ainda é preemente a necessidade de pesquisas que subsidiem a implantação e manutenção 
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deste programa de garantia de qualidade nos estabelecimentos de abate de suínos em todo 

o território nacional (Socorro et al. 2004). 

As atividades da inspeção tradicional de carnes, ante e post-mortem, 

fundamentadas na observação e exame clínico dos animais, palpação, cortes de tecidos e 

vísceras são capazes de identificar animais doentes e condenar suas carcaças para o 

consumo humano e/ou animal. Por outro lado, a obtenção de carnes inócuas depende 

também do monitoramento da contaminação por um amplo grupo de microrganismos 

patogênicos ou deteriorantes não detectados pelos sistemas de inspeção anteriormente 

citados (Gill & Jones, 1995). 

Segundo Borch et al. (1996), o abate de suínos é um processo aberto com diversas 

oportunidades de contaminação da carcaça por bactérias patogênicas e contaminantes. 

Apesar de não haver nenhum ponto em que os perigos possam ser completamente 

eliminados, medidas podem ser tomadas no sentido de reduzir sensivelmente a carga 

microbiana.  

Para Rivas et al. (2000) as principais fontes geradoras de contaminantes para a 

carne suína são: (1) os próprios animais (conteúdo gastrointestinal, pele, pêlos, região 

orofaríngea), (2) os operadores e (3) o meio ambiente do local de abate. Assim sendo, o 

controle e redução da contaminação microbiana  no produto final pode ser obtido mediante 

a utilização de boas práticas de manejo dos animais pré-abate, de um programa de limpeza 

e desinfecção das instalações e equipamentos, da sala de abate, da manutenção constante 

da higiene pessoal e dos procedimentos durante o abate (Borch et al., 1996; Gill & 

Mcginins, 2000; Martins et al., 2004). 

Uma série de etapas do processo de abate contribuem positiva ou negativamente 

sobre a presença de microrganismos nas caracaças suínas. A primeira destas etapas no 

fluxograma de abate é a escaldagem, segundo Borch et al (1996) a redução da carga 

microbiana da pele de suínos durante a escaldagem depende do tempo, condições de uso 
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dos equipamentos e da resistência bacteriana a altas temperaturas. Já Berends et al. (1997), 

Rivas et al. (2000) e Veloso (2000) afirmam que efetuado adequadamente, o processo de 

escaldagem contribui para uma redução significativa de bactérias mesófilas e psicrófilas, 

entre as quais, Bacillus spp, Clostridium spp, E. coli, Salmonella spp e Listeria spp. Pearce 

et al. (2003), observou durante o escaldamento uma diminuição em torno de 3,5 Log da 

carga microbiana, caracterizando essa etapa como um ponto de controle. 

A depilação, fase seguinte a escaldagem, envolve a movimentação intensa dos 

animais provocando extravasamento de fezes pelo ânus facilitando a distribuição de 

microrganismos por toda a carcaça. Segundo Berends et al. (1997) e Veloso (2000) esta 

etapa pode aumentar a contaminação superficial da pele com enterobactérias em até 100 

vezes. No entanto, Rivas et al. (2000) não constataram aumento significativo de E. coli 

após a etapa de depilação. A manutenção e a eficaz higienização da depiladeira é 

fundamental para a obtenção de carcaças com qualidade higiênico-sanitária aceitável 

(Rivas et al., 2000; Veloso, 2000; Matsubara, 2005). 

Diversos autores concordam que a etapa de chamuscamento é responsável por 

importante redução na contagem de bactérias aeróbias mesófilas e enterobactérias (Borch 

et al., 1996; Berends et al., 1997; Gill & Mcginnis, 2000; Rivas et al, 2000; Veloso, 2000). 

Porém, segundo Rivas et al. (2000) este procedimento não altera a carga de E. coli. Esta 

aparente discordância é possivelmente fruto da grande variação existente na prática de 

chamuscagem em distintos estabelecimento, e consequentemente, de diferenças na sua 

eficiência.  

A evisceração é uma etapa de alto risco de contaminação microbiológica das 

carcaças, especialmente em relação às enterobactérias. A ruptura do trato digestivo em 

qualquer uma de suas porções tem como conseqüência a contaminação massiva da carcaça 

e vísceras. Rivas et al. (2000) constataram aumento da carga microbiana apenas na etapa 

de evisceração. Gill & Jones (1997) defendem que as operações que oferecem elevada 
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probabilidade de contaminar as carcaças com E. coli e outros potenciais patógenos devam 

ser consideradas como pontos críticos de controle. 

Os principais agentes patogênicos provenientes de material fecal e que contaminam 

as carcaças suínas são: Salmonella spp., Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, 

Aeromonas spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Campylobacter 

jejuni/coli, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens e Bacillus 

cereus (Borch et al. 1996). 

Do ponto de vista de contenção da multiplicação microbiana, é desejável que nas 

primeiras horas do resfriamento atinjam-se rapidamente baixas temperaturas, pois, desta 

forma, não haverá tempo de adaptação especialmente das bactérias (redução da fase lag) 

para dar prosseguimento à multiplicação sobre a superfície da carcaça. Além disso, a 

redução rápida da temperatura da carcaça, após a evisceração, é uma manobra eficaz 

voltada para a diminuição da velocidade de queda do pH muscular e conseqüentemente 

aumento da capacidade de retenção de água em carcaças de suínos (Maribo et al., 1998). 

Lopes & Oliveira (2002), encontraram valores médios em carcaças suínas de 5,25 

log UFC/cm² (após a divisão de carcaça), 5,17 log UFC/cm² (após a lavagem) e 4,99 log 

UFC/cm² (24 h na câmara fria). A água utilizada no escaldamento de suínos revelou-se 

negativa para coliformes, porém apresentou níveis crescentes de mesófilos ao longo dos 

trabalhos de abate, atingindo 3,90 log UFC/cm².  

 

2.3. O gênero Aeromonas 

 O gênero Aeromonas é formado por bacilos Gram-negativos em forma de 

vírgula, retas com extremidades arredondadas, ou células que se aproximam da forma 

esférica (1,0 a 3,5 mm em comprimento e 0,3 a 1,0 mm em diâmetro). As bactérias deste 

gênero são catalase e oxidase positivas, anaeróbicas facultativas, redutoras de nitrato a 

nitrito, inositol negativas, fermentadoras de glicose e vários outros carboidratos, com 
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formação de ácido e/ou gás (Tequianes-Bravo et al., 2005). As Aeromonas são 

microrganismos psicrófilos e mesófilos e produzem diversas exoenzimas e enzimas 

hidrolíticas, tais como amilases, DNAses, estearases, proteases, lipases, peptidases, entre 

outras ( Carnahan & Altwegg, 1996; Altwegg, 1999; Koneman et al., 2001; Abbott et al., 

2003; Bernardes et al., 2003; Tequianes-Bravo et al., 2005). Estas bactérias podem se 

apresentar isoladas, aos pares ou em cadeias curtas, sendo geralmente monotríquias, 

embora flagelos peritríquios possam ser formados em culturas jovens em meio sólido 

(Carnahan & Altwegg, 1996; Koneman et al., 2001).  

As bactérias do gênero Aeromonas crescem em uma ampla faixa de condições 

ambientais: valores de pH entre 4 e 10, concentrações salinas de até 6,5%, temperatura de 

crescimento entre 4°C a 42°C, sendo 28-30ºC, a temperatura ideal de crescimento (Blair et 

al., 1999; Delamare et al., 2000; Zucolotto et al., 2006). 

Alguns estudos demonstram que as bactérias do gênero Aeromonas a 5°C são 

capazes de quadruplicar sua população em curto espaço de tempo, indicando a 

possibilidade de crescimento psicrotrófico competitivo em grande variedade de alimentos 

(Palumbo et al., 1989; Kirov et al., 1993a; Kirov et al.,1993b). É importante ressaltar que 

cepas de Aeromonas hydrophila mantidas sob temperatura de refrigeração (5°C), 

comumente utilizada no armazenamento e conservação de alimentos perecíveis, são 

capazes de produzir enterotoxinas e hemolisinas (Majeed et al., 1990).  

Este grupo de bactérias pode ser distinguido da família Enterobacteriaceae pelo 

teste positivo de oxidase (Baron et al., 1994; Altweegg, 1999, Koneman et al., 2001). 

Entretanto, devido ao pequeno número de caracteres diferenciais encontram-se 

dificuldades na classificação de Aeromonas dentro do grupo dos bacilos Gram-negativos 

oxidase-positiva, entre os quais se encontram os gêneros Aeromonas, Pleisiomonas, Vibrio 

e Pseudomonas. Segundo Baron et al. (1994), as características diferenciais mais 
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importantes de Aeromonas dentro dos bacilos oxidase positivos são a resistência ao agente 

vibriostático O/129 (2,4-diamino-6,7-diisopropilpteridina fosfato), a capacidade de 

fermentação de glicose, a produção de ácido a partir de manitol, a liquefação da gelatina e 

a ausência de crescimento em NaCl 1,44 M (Baron et al., 1994). 

Durante algum tempo o gênero Aeromonas foi classificado dentro da família 

Vibrionaceae (Carnahan & Altweegg, 1996; Altwegg, 1999). Entretanto, análise de 

seqüências de 16S rRNA e 5S rRNA levaram a criação de uma nova família denominada 

Aeromonadaceae (Martinez-Murcia et al., 1992). 

Com base em caracteres bioquímicos, na hibridização DNA-DNA, e outros 

métodos moleculares 15 genoespécies ou grupos de hibridização, e 14 fenoespécies tem 

sido validadas ou propostas (Popoff et al, 1981; Carnahan & Altwegg, 1996; Borrel et al., 

1997; Chacón et al., 2003). Entre estas, apenas cinco (A. hydrophila, A. caviae, A. veronii 

biovar sobria, A. jandaei e A. schubertii) são reconhecidas como patógenos humanos 

(Janda & Abbott, 1998). 

 

2.3.1. Distribuição e ocorrência de bactérias do gênero Aeromonas 

As bactérias do gênero Aeromonas são ubíquas em ambientes aquáticos sendo 

facilmente isoladas em águas doces ou marinhas em praticamente todas as latitudes 

(Handfield et al., 1996; Holmes et al., 1996; Borrel et al., 1997; Janda & Abbott, 1998; 

Chacón et al., 2003). Em rios limpos ou no mar as contagens variam entre 10 e 102 

UFC/ml, podendo chegar a número acima de 108 UFC/ml em esgotos, o que indica que 

níveis elevados de matéria orgânica na água favorecem o desenvolvimento destas 

bactérias. Em águas potáveis as contagens são da ordem de 101 a 103 UFC/ml (Holmes et 

al., 1996). Estas bactérias são também freqüentes em peixes, frutos do mar, fezes de 

animais, podendo ser encontradas eventualmente em fezes humanas (Koneman et al., 
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2001; Bernardes et al., 2003; Abbott et al., 2003). Estudo realizado no interior de Sâo 

Paulo mostrou a presença de Aeromonas em 4,6% das amostras de água tratada e em 

42,4% das amostras de águas não tratadas, indicando o risco potencial do consumo de água 

não tratada ou submetida a tratamento inadequado. 

As bactérias do gênero Aeromonas tem sido também frequentemente encontradas 

em águas utilizadas para diferentes fins, isoladas em indústria de alimentos, em águas de 

abastecimento público, água engarrafada e em diferentes fontes de água utilizadas na 

irrigação agrícola, e em águas utilizadas para lavagens de alimentos. Neste sentido, Araujo 

et al. (1989) e Neves et al. (1990) observaram correlação, particularmente em águas 

poluídas, entre presença de Aeromonas sp. e de microrganismos do grupo dos coliformes, 

normalmente utilizados como indicadores da qualidade higiênico-sanitária da água. Em 

águas livres de poluição foi verificada a presença de Aeromonas e não de coliformes, o que 

de acordo com Abeyta Júnior et al. (1990) pode caracterizar a origem não fecal das 

Aeromonas sp. ou a sua capacidade de crescimento e competição em ambientes aquáticos. 

Cabe lembrar que Aeromonas não necessitam de um hospedeiro humano ou animal para se 

multiplicar (Rocha, 2004). 

Além dos ambientes aquáticos, as Aeromonas são encontradas em grande número 

de alimentos frescos tanto de origem animal como vegetal, e alimentos processados, 

inclusive naqueles refrigerados (Buchanan & Palumbo, 1985; Saad et al., 1995; Handfield 

et al., 1996; Altwegg, 1999; Albert et al., 2000). No Brasil, a presença de Aeromonas foi 

constatada em 43% das amostras de vegetais comercializados na CEASA de São Paulo 

(Saad et al., 1995), com números que variavam entre 102 a 2 x 106 UFC/g. 

No que diz respeito a animais e produtos de origem animal, Morse & Hird (1984) 

isolando bactérias de linfonodos de 280 suínos abatidos na Califórnia constataram a 

presença de 5,7 % de animais positivos para a presença de A. hydrophila. Já Olsson et al. 

(2003) com a análise do 16S rRNA demonstrou a presença de 17,1% de Aeromonas em 
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cortes suínos estocados a baixa temperatura. Em trabalhos realizados na Tailândia foram 

observados que 67% das carnes de suínos comercializadas tinham a presença de 

Aeromonas, com alta prevalência de A. hydrophila (Saiyudthong & Japakaset, 2001). Em 

trabalho semelhante, Soithong & Jantima (2001) constataram elevadas freqüências de 

Aeromonas em amostras de carne de suínos, aves e bovinos comercializadas na Tailândia. 

Com o objetivo de verificar a capacidade enterotoxigênica de cepas de Aeromonas 

sp. isoladas em diferentes produtos e locais no fluxograma de abate bovino, Costa & Rossi 

Júnior (2002) testaram 102 cepas (18 isolados de A. hydrophila, 65 de A. caviae e 19 

atípicas) em testes de inoculação intra-gástrica em camundongo lactente e em alça 

intestinal ligada de coelho. Este trabalho permitiu identificar três cepas produtoras de 

enterotoxinas caracterizadas como A. hydrophila, originárias das mãos do manipulador 

antes que ele iniciasse seus trabalhos e, da carne desossada pronta para o consumo, e um 

isolado de A. caviae, também proveniente das mãos. Os resultados são preocupantes pela 

presença de cepas enterotoxigênicas de bactérias do gênero Aeromonas em indústria de 

alto nível higiênico-sanitário. 

Análises de água de abastecimento e escoamento de abatedouros de bovinos em 

Porto Alegre (RS) permitiram constatar a presença de Aeromonas em 21,4% das amostras, 

o que sugeriu como fonte de contaminação  a água de abastecimento (Bizani & Brandelli, 

2001). Resultados semelhantes foram obtidos por Rossi et al., (2001) em outros 

abatedouros. 

Já em aves, Costa & Rossi Júnior (2002), avaliaram 200 amostras de diferentes 

produtos e locais do fluxograma de abate de frangos. Isolaram Aeromonas spp. em 36% 

das amostras de penas, em 56% de fezes, em 72% de carcaças evisceradas, não 

evisceradas, e resfriadas, e em 80% de água de pré-resfriamento. Neste trabalho, não foram 

isoladas Aeromonas spp. da água de abastecimento da indústria e da água do tanque de 

escaldagem.  
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As análises de mexilhões comercializados no Rio de Janeiro mostraram a presença 

de Aeromonas em 86% das amostras, sendo A. media a espécie mais freqüente (Pereira et 

al., 2004).  Na Espanha, Miñana-Galbis (2002) encontraram 45,5% de A. caviae em 

amostras de moluscos bivalves. 

Castro-Escapurlli et al. (2003) evidenciaram a presença de Aeromonas em 32,8% 

das 250 amostras de peixes congelados de água doce comercializados no México. A 

caracterização bioquímica dos isolados mostrou: A. salmonicida (35,36%), A. hydrophila 

(20,73%), A. caviae (17,07%), A. veronii bv sobria (13,42%) e A. eucrenophila (13,42%). 

Por outro lado, em estudo realizado na Turquia, Aeromonas foram isoladas de 15,8% dos 

salmões retirados do Mar Negro (Dugenci & Candan, 2003). 

Bulhões et al. (2007) analisaram amostras de queijo-de-minas frescal artesanal, 

adquiridas no comércio varejista dos municípios de Poços de Caldas - MG e Jaboticabal - 

SP, constatando a presença de Aeromonas em 51,2% das amostras, com populações que 

variavam de 5,0×103 a 4,0×105 UFC/grama. Foram identificadas as espécies Aeromonas 

hydrophila, Aeromonas caviae, Aeromonas schubertii, além de cepas consideradas 

atípicas. 

As variáveis que determinam a distribuição e incidência de diferentes espécies de 

Aeromonas isoladas de águas, alimentos ou isolados clínicos, assim como suas 

propriedades de virulência associadas, podem ser alteradas de acordo com a região de 

localização geográfica (Bizani & Brandelli, 2001). Fatores que favorecem a variabilidade e 

a estabilidade destes microrganismos em alimentos são, em sua maior parte, atribuída a 

condições de: pH neutro, umidade, e principalmente, temperatura, considerando uma larga 

escala de tolerância, que pode oscilar de 5 a 42°C (Bernardes et al., 2003; Abbott et al., 

2003). Além de tolerância e capacidade de crescimento em baixas temperaturas, algumas 

espécies de Aeromonas apresentam tolerância à salinidade (Delamare et al., 2000), o que 

lhes confere o potencial de manter elevada viabilidade ou mesmo, crescer em 
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concentrações salinas comumente utilizadas na conservação de produtos alimentícios de 

origem animal e vegetal. 

 

2.3.2. Aspectos clínicos associados a bactérias do gênero Aeromonas 

As bactérias do gênero Aeromonas são consideradas agentes emergentes de 

toxinfecções alimentares e oportunistas para o homem e animais (Albert et al., 2000). Nas 

últimas décadas estas bactérias têm sido reconhecidas como patógenos humanos 

emergentes, sendo associadas a gastroenterites, endocardites, infecções oculares, 

meningites, abscessos intra-abdominais, osteomielites, peritonites, infecções dos tratos 

respiratório e urinário, septicemia (Burke et al. 1983; Janda et al., 1995; Albert et al., 

2000; Bizani & Brandelli, 2001; Koneman et al., 2001; Tequianes-Bravo et al, 2005), 

síndrome urêmica hemolítica (Janda et al.,1995), entre outras. Isolados de Aeromonas 

foram detectados em feridas de pacientes que sofreram lesão seguida de exposição à água 

(Ghenghesh et al., 2001), sendo A. hydrophila o principal agente causal nestes casos 

(Abbott et al., 2003). Estes fatos tornam o gênero de interesse clínico e de saúde pública. 

(Janda et al., 1995; Albert et al., 2000).  

Segundo Abbott et al. (2003), a gastroenterite é a infecção humana mais prevalente 

causada por Aeromonas spp. As gastroenterites associadas a estes microrganismos 

acometem principalmente crianças menores de cinco anos de idade, indivíduos imuno 

deprimidos, e idosos porém, casos em adultos são freqüentes (Burke et al. 1983; Janda et 

al., 1995; Nojimoto et al., 1997). Em humanos, as infecções gastrintestinais, são atribuídas 

à ação de enterotoxinas. As espécies mais relatadas neste quadro clínico são A. caviae, A. 

hydrophila, e A. veronii biovar sobria (Janda & Abbott, 1998). Outras espécies de 

Aeromonas, tais como, A. schubertii e A. jandaei são relatadas como potencialmente 

patogênicas para seres humanos (Kannan et al., 2001). 
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Estudos demonstram uma relação direta entre a ingestão de alimentos 

contaminados com espécies de Aeromonas e o desenvolvimento de doenças gastrintestinais 

(Saad et al., 1995; Janda et al., 1995; Altwegg, 1999; Santos et al.,  1999). Entretanto, a 

ingestão de água contaminada (Koneman et al., 2001; Bernardes et al., 2003; Abbott et al., 

2003) e a transmissão por mosca doméstica (Echeverria et al., 1983) não podem ser 

descartadas. 

 A gravidade das infecções entéricas por Aeromonas é variada, podendo ser 

autolimitada ou apresentar-se como uma doença severa semelhante à cólera. O paciente 

com gastroenterite por Aeromonas apresenta diarréia líquida, febre, vômitos, dor 

abdominal, e em casos mais graves, diarréia mucosanguinolenta (Buchanan & Palumbo, 

1985; Gosling, 1996). A incidência de gastroenterite por Aeromonas tende a ser mais 

elevada no período de verão do que em outras estações (Burke et al. 1983; 

Lakshmanaperumalsamy et al., 2004).  

A possibilidade de que gastroenterites por Aeromonas seja conseqüência da 

ingestão de toxinas pré-formadas presentes nos alimentos (Majeed et al., 1990) é reforçada 

pela constatação de que estas bactérias são capazes de produzir enterotoxinas e hemolisinas 

mesmo a temperaturas de 4ºC (Palumbo, 1996). 

Estudos realizados na Líbia permitiram detectar Aeromonas em 15% das crianças 

com diarréia e 18% das crianças sem diarréia, sendo A. caviae a espécie mais freqüente 

(Ghenghesh et al., 1999). No Irã foram analisadas 50 amostras fecais, isolando A. 

hydrophila em 28 (56%) de amostras diarréicas e 22 (44%) em um grupo controle (Aslani 

& Hamzeh, 2004). Na Índia, Subashkumar et al. (2006) confirmaram a presença de A. 

hydrophila em 9,7% de amostras diarréicas em crianças. Na Austrália, Kirov (1993a), 

constatou aumento dos níveis de Aeromonas na água tratada coincidindo, com o aumento 

de sua incidência associada a gastroenterites nos meses de verão. 
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No estado do Rio Grande do Sul, Guerra et al. (2001), identificou bactérias do 

gênero Aeromonas em 57,4% das diarréias bacterianas em pacientes do Hospital Geral de 

Caxias do Sul, evidenciando maior incidência em crianças. Zanella (2002) detectou a 

ocorrência de Aeromonas em fezes (não diarréicas) de trabalhadores de aviários da região 

noroeste do Estado.  

 No primeiro semestre de 2004 ocorreu um surto de diarréia em São Bento do Una, 

Pernambuco, registrando-se 2170 casos. A faixa etária mais acometida foi a de crianças de 

0 a 4 anos (taxa de ataque=8,7%) comparando com as outras faixas etárias. Dentre as 582 

coproculturas realizadas 145 (25%) revelaram um enteropatógeno bacteriano, destacando 

114 casos (19,5%) com a participação de Aeromonas, representadas por Aeromonas caviae 

(9,8%), Aeromonas veronii biovar sobria (3,9%), Aeromonas veronii biovar veronii (2,6%) 

e outras espécies (3,2%). Nos 31 episódios restantes (5,3%), foram detectados V. cholerae 

O1 Ogawa toxigênico (3,1%), Salmonella spp (1,4%), Shigella spp (0,5%) e Vibrio 

cholerae não O1 / não O 139 (0,3%) (Hofer et al., 2006). 

Na cidade de Goiânia, Goiás, no período de dois anos (1995 e 1996) foram 

analisadas 163 amostras de fezes de crianças com idade inferior a 5 anos, sendo 91 de 

fezes diarréicas e 72 de fezes não diarréicas. Este trabalho identificou a presença de 

Aeromonas em 20 amostras (21,9%) sendo que A. caviae foi encontrada em 7,7% dos 

casos a A. salmonicida em 6,6%, A. sobria em 4,3%, A. hydrophila em 2,2% e a A. 

salmonicida achromogenes em 1,1%. Nenhuma Aeromonas spp foi isolada dos 72 

pacientes-controle (Nojimoto, 1997).  

  

2.3.3. Classificação bioquímica da Aeromonas 

As Aeromonas compartilham características bioquímicas com enterobacteriaceae, 

mas as aeromonadaceas diferem destas pela reação positiva ao teste da oxidase. Porém, 

outros gêneros de bacilos Gram-negativos e oxidase positivos existem: Pseudomonas, 
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Plesiomonas e Vibrio, exigindo a realização de testes complementares como: resistência ao 

agente vibriostático O/129, ausência de crescimento em ágar tiosulfato citrato-sais biliares-

sacarose (TCBS), ausência de crescimento em meio com 6,5% de NaCl, crescimento em 

meio sem cloreto de sódio, produção de ácido a partir de manitol e fermentação de glicose 

(Blair et al., 1999; Abbott et al., 2003). 

Tipicamente, a identificação do gênero Aeromonas envolve a coloração de Gram 

(bacilos Gram-negativos), testes da oxidase e teste de catalase positivos, e resistência ao 

agente vibriostático O/129 (Koneman et al., 2001; Abbott et al., 2003). 

De acordo com Bernardes et al., (2003) as características bioquímicas que podem 

diferenciar as espécies de Aeromonas incluem: hidrólise da esculina, utilização da L-

histidina, L-arginina, L-arabinose, fermentação da salicina, produção de gás a partir da 

glicose e ácido sulfídrico (H2S) a partir da cisteína.  

Além de provas bioquímicas, Koneman et al., (2001) sugeriram uma rápida 

diferenciação de espécies de Aeromonas, através da avaliação do “fenômeno suicida”. Este 

procedimento se fundamenta na inibição do crescimento de algumas espécies de 

Aeromonas quando cultivadas em caldo contendo 0,5% de glicose, por um período de 24 

horas, em uma faixa de temperatura de 30-37°C. Neste período, dependendo da 

temperatura, ocorre declínio diferencial nas culturas de A. hydrophila, A. caviae e A. 

sobria. 

Tradicionalmente, as Aeromonas são classificadas ao nível de espécies através de 

uma série de testes bioquímicos de rotina, dentre os quais os mais importantes são: 

produção de H2S a partir de cisteína, fator CAMP, atividade β-hemolítica, motilidade, 

produção de gás a partir de glicose, produção de indol, atividades de lisina, ornitina e 

arginina descarboxilase, teste de esculina, e crescimento em arabinose, sacarose, manitol e 

inositol (Koneman et al., 2001). 
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Em 1991, Carnahan e colaboradores, descreveram uma chave dicotômica e flexível 

(Aerokey II) para identificação de espécies de Aeromonas, baseada em sete testes 

bioquímicos: hidrólise da esculina, gás de glicose, ácido de arabinose, produção de indol, 

ácido de sacarose, reação de Voges-Proskauer e resistência a cefalotina. Esta chave de 

classificação simplificada apresentou eficiência de 97% para as espécies comumente 

associadas a casos clínicos humanos. Além disto, a chave mostrou-se eficiente para a 

classificação de A. veronii biovar veronii, A. schubertii, A. jandaei, e A. trota. Entretanto, 

Millership (1996) e Abbott et al. (2003) mostraram que os testes bioquímicos devem ser 

tomados com cautela, já que reações atípicas são comuns neste gênero e podem levar a 

erros de classificação. 

 

2.3.4. Uso de Marcadores Moleculares (gene lipA) na detecção e classificação de 

Aeromonas.  

O diagnóstico microbiológico utilizado na identificação de Aeromonas é em geral 

demorado, levando mais de 48 h para sua consumação. A utilização da técnica da 

amplificação de genes pela Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) pode diminuir esse 

período. A realização da PCR direto de material clínico, alimentos ou cultivos têm sido 

possível, mas é importante considerar que sofrem interferências com as diferentes 

substâncias presentes nas amostras como, concentrações elevadas de proteínas, gordura, 

íons cálcio, sais biliares e componentes de meios de cultivo os quais podem inibir a técnica 

(Rossen et al., 1992). 

A identificação de isolados bacterianos é um passo fundamental para a realização 

de estudos epidemiológicos, já que possibilita o acompanhamento de um determinado 

microrganismo em distintos ambientes e organismos. Assim sendo, diversos sistemas 

fenotípicos e genéticos têm sido avaliados quanto a sua eficiência na caracterização de 

isolados de Aeromonas (Miyata et al., 1995). 
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Conforme discutido anteriomente, alguns autores não consideram os testes 

bioquímicos totalmente eficientes para o diagnóstico de Aeromonas sp., pois estes não 

conseguem diferenciar com precisão as espécies do gênero, desde as mais freqüentes, até 

as que foram recentemente descritas (Borrel et al., 1997; Chacón, et al., 2003; Saavedra, et 

al., 2006). 

Em decorrência da necessidade de diagnósticos que permitam maior certeza, nos 

últimos anos, um número relativamente grande de técnicas baseadas na análise de DNA 

tem sido introduzido no campo da caracterização e taxonomia bacteriana. Técnicas como 

hibridização DNA-DNA, marcadores de DNA (RAPD), e amplificações de genes 

específicos através da PCR, possibilitam a classificação do gênero Aeromonas (Carnahan 

& Altwegg, 1996; Delamare, 1999; Saavedra et al. , 2006). 

Mesmo sendo eficiente na determinação de espécies, a hibridização DNA-DNA, 

não conseguiu solucionar todas as controvérsias que existem na taxonomia de Aeromonas 

(Carnahan & Altwegg, 1996; Borrel et al., 1997). Portanto, outros métodos têm sido 

propostos para conhecer as relações filogenéticas do gênero.  

Segundo Borrel et al. (1997), a técnica de RFLP - PCR, que analisa a seqüência do 

gene 16S rRNA, mostrou ser um bom método para classificar Aeromonas. Isto ocorre em 

virtude de que a seqüência deste gene, apesar de possuir alta similaridade entre as espécies, 

também apresenta sítios de restrição espécie específicos.  

A taxonomia de Aeromonas sofreu recentemente grandes alterações, aumentando o 

número de espécies descritas e a sua identificação fenotípica tornou-se extremamente 

difícil e ambígua (Carnahan & Joseph, 2005; Saavedra et al., 2006). 

Os estudos filogenéticos baseados nas seqüências de genes relativamente 

conservados, permitiram identificar uma notável diversidade de espécies de Aeromonas em 

produtos cárneos de suíno e no ambiente do matadouro, onde constatou-se que a 

transmissão hídrica tem um papel relevante (Saavedra et al., 2007). 
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2.4. Fatores de virulência e resistência a antibióticos em Aeromonas 

O mecanismo de patogenicidade das Aeromonas é considerado multifatorial, sendo 

sua ação classificada como de nível não intestinal e gastrentérica (Ko & Chuang, 1995). 

Dentre os principais fatores de virulência podem ser destacados, a produção de biofilme, 

enterotoxinas (hemolíticas, citotônicas e citotóxicas), proteases, nucleases, lipases e outras 

proteínas com papel patogênico ainda pouco definido (Botarelli & Ossiprandi, 1999).  

As enterotoxinas produzidas por Aeromonas são substâncias extracelulares, que 

podem agir sobre o epitélio intestinal produzindo inflamação.  Neste sentido, Albert et al. 

(2000), identificaram três genes de enterotoxinas: act, que codifica uma enterotoxina 

citotóxica (Act), e os genes alt e ast, responsáveis por duas enterotoxinas citotônicas (Alt e 

Ast). Act é uma toxina que possui atividade hemolítica, citotóxica e enterotóxica. Por outro 

lado, Alt e Ast apresentam atividade enterotóxica, causando elevação dos níveis de AMP 

cíclico e prostaglandinas em modelos animais. 

A atividade hemolítica em isolados de A. hydrophila foi verificada na década de 60 

e Wretlind et al. (1971), identificaram duas hemolisinas, mediante focalização isoelétrica: 

a aerolisina (AerA), correspondente a enterotoxina citotóxica Act (Albert et al., 2000) e a 

hemolisina HlyA, semelhante aquela produzida por Vibrio cholerae (Zhang et al., 2000).  

Algumas cepas de Aeromonas possuem ampla gama de fatores de virulência, e alta 

capacidade invasiva. Muitos autores relacionam a virulência de Aeromonas com a 

produção de enzimas proteolíticas extracelulares (Botarelli & Ossiprandi, 1999; Santos et 

al., 1999; Cascón et al., 2000; Albert et al., 2000; Koneman et al., 2001; Chacón et al., 

2003; Watanabe et al., 2004; Tequianes-Bravo et al., 2005; Fadanelli, 2005). Estes fatores 

incidem tanto em cepas de origem ambiental, como em amostras clínicas (Tequianes-

Bravo et al., 2005; Subashkumar et al., 2006). 

Artigos relatam que aerolisina contribui para a virulência de A. hydrophila, estando 

bem difundidas dentro do gênero (Santos et al., 1999; Zhang et al., 2000). Analisando a 
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distribuição de alguns genes de virulência em isolados clínicos e ambientais de Aeromonas 

sp. Chacón et al. (2003), detectaram que 72,6% do total de linhagens analisadas eram 

positivas para o gene  da aerolisina sendo que a sua presença foi mais freqüente em 

isolados clínicos do que em ambientais.  

A expressão de alguns genes é regulada pela quantidade de homoserina-lactona, 

molécula sinalizadora de quorum-sensing (Swift et al., 1999), e por fatores ambientais, 

assim, os produtos gênicos são liberados quando a população atinge uma massa bacteriana 

crítica num local favorável (Sandkvist, 2001). 

 Burke et al.(1983) avaliando os microorganismos responsáveis pela diarréia 

infantil demonstraram que as espécies de Aeromonas produtoras de enterotoxinas 

apresentam biótipos similares. Neste sentido, verificaram que testes para detecção de 

hemolisina são capazes de discriminar amostras enterotóxicas das não-enterotóxicas com 

97% de precisão. Em um estudo da associação de A. sobria com infecção humana, Daily et 

al. (1981) demonstraram que as linhagens citotóxicas isoladas apresentavam atividade 

hemolítica. 

As lipases são enzimas que catalisam a hidrólise de triacilglicerol a ácidos graxos 

livres e glicerol. O interesse por estas enzimas tem aumentado devido ao seu papel como 

importante fator de virulência (Snellman et al., 2002), já que estas são capazes de interagir 

com os leucócitos humanos e afetar várias funções do sistema imune através da liberação 

de ácidos graxos (Chuang et al., 1997). 

A principal lipase  extracelular (Lip) de A. hydrophila, codificada pelo gene lipA, 

apresenta 80 kDa e possui atividade máxima para hidrólise de ésteres C10 e C12, e para 

triacilgliceróis C8 e C10. Verificou-se que esta lipase apresentou elevada atividade no início 

da fase estacionária do crescimento celular com uma faixa de pH ótimo entre 7,5 - 8,0. A 

atividade máxima da enzima foi obtida a uma temperatura de 37ºC, sendo que, após 30 
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minutos de incubação a 55ºC, apenas 20% da atividade enzimática permaneceu (Chuang et 

al., 1997).  

Além da proteína Lip, as Aeromonas são capazes de produzir uma outra lipase 

extracelular, codificada pelo gene lipH3. Esta é capaz de degradar derivados do ρ-nitrofenil 

que possuem de C4 até C10 em sua cadeia, bem como triacilgliceróis de C4 a C8 (Chuang et 

al., 1997). Outras duas enzimas com atividade fosfolipídica, foram caracterizadas em 

Aeromonas: a fosfolipase C (codificada pelo gene apl-1) e a fosfolipase A1 (codificada 

pelo gene pla) (Watanabe et al., 2004).  

Embora as propriedades físicas destas enzimas, como, peso molecular, estabilidade 

térmica e especificidade com substratos diferem uma da outra, a proteína, Lip mostrou 

forte similaridade com a Lipase H3 (67%) e Apl-1 (65%) (Watanabe et al., 2004). 

Devido à importância da lipase na nutrição bacteriana e como fator que afeta as 

funções do sistema imunológico pela geração de ácidos graxos livres, Cascón et al.(2000), 

têm proposto a identificação do gene lipA, através da técnica da PCR, para a avaliação da 

patogenicidade de isolados de Aeromonas. Chacón et al. (2003), também relataram em 

seus estudos uma elevada prevalência do gene lipA, já que dos 234 isolados de Aeromonas 

analisados, 221 apresentaram resultados positivos através da técnica da PCR. Em outro 

estudo, Cascón et al.(2000), constataram que 100% dos isolados de Aeromonas sp. 

analisados, apresentaram atividade lipolítico quando plaqueados em meio ágar LB (Lúria 

Bertani) suplementado com 0,5% de tributirim. Fadanelli (2005), também confirmou a alta 

prevalência do gene lipA em isolados de Aeromonas, apontando a possibilidade de 

utilização deste gene na identificação rápida de bactérias deste gênero. 

Em termos de resistência a antibióticos, as Aeromonas representam um grupo 

particularmente preocupante, já que a maior parte das espécies e isolados possuem 

resistência a um ou mais antibióticos ß-lactâmicos, em decorrência da presença de genes 

que codificam metalo- ß -lactamases. Por outro lado, a sua ampla distribuição, associação 
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com animais e desenvolvimento em sistemas aquáticos e no solo, ajudam a imprimir uma 

importante pressão de seleção para resistência a outros antibióticos como tetraciclinas, 

sulfas, etc. Além disso, estas bactérias apresentam elevada capacidade de intercâmbio de 

genes entre si e com outros grupos bacterianos (enterobactérias, víbrios, etc.) (Carli, 2006). 

A resistência à ampicilina é uma característica normalmente encontrada em 

bactérias do gênero Aeromonas, particularmente nas espécies consideradas patogênicas 

para humanos, A. hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar sobria (Goñi-Urriza et al., 

2000). Esta freqüência é tão elevada que este antibiótico é utilizado na maior parte dos 

meios empregados para o isolamento destas bactérias (Palumbo et al., 1985; Albert et al., 

2000; Abbott et al., 2003). Entretanto, em outras espécies de Aeromonas, como A. trota, a 

sensibilidade à ampicilina parece uma constante. 

Trabalhos realizados em nosso laboratório com isolados de Aeromonas 

apresentaram além da resistência à ampicilina, percentagens elevadas de resistência a 

outros antibióticos β-lactâmicos. A percentagem de resistência ao aztreonam foi de 44%, 

40% para ceftazidima, 29% para ceftriaxona e cefotaxima, e 11% para cefoxitina. Quanto à 

resistência a outros antibióticos, elevada freqüência de resistência a cloranfenicol (18%), 

tetraciclina (16%) e sulfa (15%) foram constatadas entre os isolados analisados. Estes 

valores diferem em parte daqueles obtidos por Goñi-Urriza et al. (2000) que observaram 

uma freqüência de 14% de isolados resistentes à tetraciclina, baixa freqüência de 

resistência ao cloranfenicol, e alta eficiência do cotrimazol sobre isolados de Aeromonas 

obtidos de águas fluviais. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Local e procedimento de coleta  

O presente trabalho foi realizado a partir de amostras coletadas de carcaças suínas 

em matadouro-frigorífico, localizado no Estado do Rio Grande do Sul, na Encosta Superior 

do Nordeste. O referido matedouro é um estabelecimento exportador sob controle 

higiênico-sanitário permanente realizado pelo Serviço de Inspeção Federal. O 

estabelecimento possui capacidade de abate de 3.500 animais/dia, há uma velocidade de 

400 animais/hora.  

Os animais analisados foram oriundos de criadouros sob o regime de integração, 

onde a empresa fornece os animais, ração, medicamentos e assistência técnica.  

Foram amostrados 60 animais na entrada do abate logo após a sangria As coletas 

foram realizadas nos meses de abril a agosto de 2006. Os animais analisados foram 

provenientes de 15 municípios do Estado do Rio Grande do Sul pertencentes as regiões 

Nordeste, Vale do Taquari, Vale do Cai e Centro Norte abrangendo uma ampla área 

representada na Figura 2. O número de animais amostrados por município variou de 3 a 6 

conforme pode ser observado na Tabela 1.  

 

Tabela 1 – Relação de amostras: municípios de origem, número das carcaças. 
 
Município Animal/Amostra Município Animal/Amostra Município Animal/Amostra 
Arroio do meio 1 – 2 – 3 Cotiporã 23-24-25-26 Antônio Prado 47-48-49-50-51-

52 
Guaporé 4–5–6-7 Roca Sales   27-28-29-30 Tupandi 53-54-55-56-57 
Guabiju 8 -9-10-11 Pareci Novo 31-32-33-34-35 Selbach 58-59-60 
Nova Araçá 12-13-14 Capitão 36-37-38-40   
Nova R. do sul 15-16-17-18 Serafina Correa 40-41-42-43   
Maratá 19-20-21-22 Nova Bassano 44-45-46   
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Figura 2- Localização da região de origem dos animais amostrados. 
 

Em cada carcaça foi analisada uma área total de 300 cm2, subdividida em três 

subáreas de 100cm2, assim definidas: na região externa da paleta, na região média das 

costelas e na região externa do pernil. Essas subáreas foram delimitadas por moldes 

plásticos estéreis com área interna livre de 100cm2 (10 X 10 cm), onde foram realizados 

esfregaços superficiais com o auxílio de swabes estéreis com haste de madeira, com 5 mm 

de diâmetro. Em cada subárea foi utilizado um swabe, que foi girado e movimentado sobre 

a superfície no sentido horizontal, perpendicular e transversal ao molde.  Em seguida, com 

o descarte da haste de madeira os swabes foram acondicionados em sacos plásticos estéreis 

tipo “Wirl-Parker”, os três swabes constituíram uma amostra. 

As amostras foram imediatamente acondicionadas e transportadas ao Laboratório 

de Biotecnologia Vegetal e Microbiologia Aplicada do Instituto de Biotecnologia/UCS 
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para a realização das análises. Logo da chegada ao Laboratório foram acrescentados 2 ml 

de água alcalina peptonada (10 mg/l de peptona pH8,6) por amostra (animal) e realizada a 

homogeinização. As amostras assim preparadas foram utilizadas imediatamente para os 

plaqueamentos e para o enriquecimento. 

 

3.2. Determinação e isolamento de Aeromonas por plaqueamento. 

 As amostras diretas e diluídas 1/10 foram plaqueadas em meio de cultura M-

Aeromonas Selective Agar Base (M-Aer) (Havellar et al., 1987) modificado: 5 mg/l de 

triptona; 11,4 mg/l  de amido solúvel; 2 mg/l de extrato de levedura; 3 mg/l  de cloreto de 

sódio; 2 mg/l de cloreto de potássio; 0,1 mg/l  de sulfato de magnésio; 0,06 mg/l  de cloreto 

de ferro; 0,08 mg/l de azul de bromotimol; 0,1 mg/l  de desoxicolato de sódio; 13 mg/l  de 

agar; pH 8,0 .  

As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C, procedendo-se à contagem do 

número de colônias típicas de Aeromonas (colônias amareladas e com halo amarelo). 

Colônias típicas com morfologia colonial distinta identificadas em cada amostra 

foram purificadas por esgotamento em placas de M-Aer até a obtenção de isolados puros. 

Os isolados foram repicados em placas contendo meio LB (Lúria Bertani) (10 mg/l  

triptona,    5 mg/l  extrato de levedura e 5 mg/l  cloreto de sódio, 15 mg/l  ágar, pH 7,2) e 

posteriormente acondicionados em tubos com meio LB semi-sólido (LB com 7 mg/l  ágar). 

 

3.3. Classificação dos isolados de Aeromonas através de testes bioquímicos 

 A classificação bioquímica dos isolados foi realizada utilizando a chave de 

classificação AerokeyII (Carnahan et al., 1991) apresentada na Figura 3, e um conjunto de 

testes bioquímicos presentes nos kits Bactray I e II, da Probac (Curitiba). 
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Conforme preconizado pelo AerokeyII, os isolados foram inicialmente submetidos 

à coloração de Gram, teste de oxidase, teste de fermentação de glicose e teste de resistência 

ao O/129. 

 

 
Figura 3 – Chave de identificação Aerokey II. Testes bioquímicos para classificação dos 
isolados do gênero das Aeromonas. (adaptado de Carnahan et al., 1991). 
 

O teste de oxidase foi realizado com tiras Probac contendo tetrametil p-

fenilenodiamina, colocando-se uma pequena quantidade de células bacterianas pré-
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crescidas por 24h sobre a tira e verificando a oxidação do reagente (coloração púrpura-

violeta). A prova de fermentação da glicose foi desenvolvida em Caldo Carboidrato 

Vermelho de Fenol (peptona 11,1 mg/l ; cloreto de sódio 5,5 mg/l; vermelho de fenol 0,02 

mg/l; glicose 55 mg/l ; pH 7,0), conforme Siqueira (1995).  

O teste de resistência ao agente vibriostático O/129 indicado por Carnahan et al., 

(1991), foi realizado em placas de Petri contendo meio de Mueller-Hinton (Difco). Discos 

impregnados com 150 µg de agente vibriostático O/129 (Oxoid), foram inseridos no centro 

das placas de Petri, sobre o ágar Mueller-Hinton, entre as amostras inoculadas. As placas 

foram crescidas em estufa a 36ºC/24h. A resistência das amostras foi verificada pelo 

crescimento bacteriano em toda a extensão do inoculo, desde o ponto mais próximo, até o 

mais distante do disco contendo o agente vibriostático. 

A reação de hidrólise da esculina foi verificada pelo meio ágar esculina (agar 

triptona de soja (TSA) 40 mg/l ; citrato férrico 0,5 mg/l ; esculina 1 mg/l; pH 7,0), 

conforme a técnica descrita por Oplustil et al. (2004).  

A produção de indol seguiu a metodologia proposta por Siqueira (1995). O meio de 

cultura utilizado foi o Caldo Triptona (10 mg/l de triptona, dissolvido em água destilada). 

O pH foi ajustado para 6,9. 

A prova de Voges Proskauer (VP) foi realizada segundo Siqueira (1995). O meio 

de cultura utilizado foi o Caldo VM-VP (meio de Clark e Lubs): (peptona de carne 7 mg/l; 

glicose 5 mg/l ; monofosfato de potássio; pH 6,9).  

Para a verificação da produção de ácido a partir de arabinose e sacarose, foi 

utilizado o meio de Oxidação-Fermentação de Hugh e Leifson, descrito por Koneman et 

al,. (2001), com modificações (peptona 2 mg/l; cloreto de sódio 5 mg/l, arabinose ou 

sacarose 10 mg/l; azul de bromotimol 0,03 mg/l ; agar 3 mg/l; fosfato dipotássico 0,3 mg/l; 

pH 7,1).  
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Para completar os testes as amostras foram testadas quanto a susceptibilidade à 

cefalotina pelo método por difusão com discos, em ágar de Bauer-Kirby, conforme descrito 

por Koneman et al., 2001, com adaptações. As amostras foram crescidas em 4 ml de meio 

Caldo Nutriente (peptona 5 mg/l ; extrato de levedura 3 mg/l , cloreto de sódio 5 mg/l ; pH 

6,8), em estufa a 36ºC/24h e o diâmetro dos halos foi medido. 

Como provas adicionais à Aerokey II, foram realizadas provas para verificação de 

motilidade, com o meio sulfeto indol motilidade SIM (peptona de caseína 20 mg/l; peptona 

de carne 6,6 mg/l; citrato férrico amoniacal 0,2 mg/l; tiossulfato de sódio 0,25 mg/l; ágar 3 

mg/l; solução de trifeniltetrazólio 10 mg/l; pH 7,3), descrito por Siqueira (1995) sendo que 

o controle negativo para motilidade foi a cepa de S. aureus. 

 Além dos testes anteriormente descritos os isolados foram também avaliados 

utilizando os kits Bactray I e II da Probac, seguindo as indicações do fabricante. Estes 

sistemas miniaturizados de classificação de bactérias incluem testes de: esculina, glicose 

ácido e gás, ONPG (orto nitrofenil-β-D-galactopiranosidio, atividade de β-galactosidase), 

ADH (arginina dihidrolase), LDC (lisina descarboxilase), ODC (ornitina descarboxilase), 

urease, Vogel-Proskauer (VP), PD, indol, citrato, malonato, ramnose, adonitol, salicina, 

inositol, sorbitol, sacarose, manitol e rafinose. 

 Foram utilizadas as seguintes linhagens padrão para verificar os resultados dos 

experimentos: A. hydrophila (ATCC 7966), A. sobria (ATCC 43979) e A. caviae 

(ATCC15468). Os controles positivos e negativos para os testes foram: Klebsiella sp.; 

Pseudomonas aeruginosa (IBPse 102); Enterococcus sp; Escherichia coli (IBEsc 001); e 

Enterobacter cloacae (IBEnt 101). 

 

3.4. Avaliação de resistência ou sensibilidade a antibióticos 

A sensibilidade às drogas antimicrobianas foi realizada através da difusão de discos 

em agar Muller-Hinton (Difco) conforme preconizado pelo CLSI (Clinical and Laboratory 



 

 

31 

 

Standards Institute, 2005).  

As bactérias cultivadas por 18h, em caldo LB, sob agitação (200µl) foram 

semeadas sobre o meio com o auxílio de alça de Drigalski. Após a completa absorção do 

líquido pelo ágar, foi colocado um multidisco de antibiograma para bactérias Gram-

negativas (Multifar-15, Cefar). As placas foram então incubadas a 30°C por 24h. Após este 

período, os halos de inibição formados ao redor do disco de cada antibiótico foram 

medidos, em cm, com auxílio de uma régua.  

O multi-disco para Gram - utilizado contém 15 discos com os seguintes antibióticos 

e concentrações: ampicilina (AMP- 10µg), amicacina (AMI- 30µg), tobramicina (TOB- 

10µg), tetraciclina (TET- 30µg), ciprofloxacina (CIP- 5µg), gentamicina (GEN- 10µg), 

sulfametoxazol (23,75µg) e trimetoprima (1,25µg) (SUT), cloranfenicol (CLO- 30µg), 

ceftazidima (CAZ- 30µg), ceftriaxona (CRO- 30µg), cefotaxima (CTX- 30µg), cefoxitina 

(CFO- 30µg), aztreonam (ATM- 30µg), amoxacilina (20µg) e ácido clavulânico (10µg) 

(AMC) e cefepima (CPM- 30µg). 

A interpretação de resistência e/ou susceptibilidade aos antibióticos foi realizada 

com base no diâmetro dos halos de inibição, em cm, conforme a tabela do M100-S15 

(CLSI, 2005) para enterobactérias. 

 

3.5. Avaliação fenotípica dos fatores de virulência  

3.5.1. Atividade proteolítica qualitativa 

 Isolados foram inoculados pelo método de gota (5 µl) em placas de Petri TSA 

(tryptone soya agar) modificado, com  caseína e incubados a 37°C por 18 – 20 horas. Após 

crescimento foram medidos os diâmetros do crescimento bacteriano e do halo. Os halos 

transparentes foram considerados proteases positivas. A partir das medidas foi feito uma 

relação entre halo de atividade proteolítica e crescimento bacteriano; aonde foi considerado 
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(0 a 1) sem atividade proteolítica; (1,1 a 2) atividade proteolítica e (>2,1) elevada atividade 

proteolítica. 

 

3.5.2. Atividade hemolítica extracelular 

                 A verificação da atividade hemolítica foi realizada sobre sangue de coelho, 

segundo o método modificado de Handfield et al. (1996). As bactérias foram crescidas em 

meio LB líquido a 37ºC até atingirem a fase estacionária, e em seguida centrifugadas 

durante 5 minutos a 12.000 gpm. Alíquotas de 500 µl do sobrenadante foram acrescidas de 

1 ml de suspensão de hemácias (10 mg/l  de tampão fosfato) e incubadas a 37°C durante 30 

minutos. Após este período foi realizada nova centrifugação e a leitura em 

espectrofotômetro a 540nm. Como controle negativo foi utilizado a suspensão de 

eritrócitos e meio de cultura LB, e como controle positivo (100% de hemólise) suspensão 

de eritrócito, meio de cultura LB e SDS (0,1% final). Estes ensaios foram realizados em 

triplicata com inóculos independentes. Foi feito uma relação percentual de hemólise 

considerando o branco positivo como 100% de hemólise. 

 Também foram feitos testes de hemólise em placa de meio agar sangue de carneiro. 

Aonde as bactérias foram crescidas previamente em meio LB por 18 horas, a 37°C; foi 

inoculado em gota de 5 µl na placa de meio agar sangue de carneiro, e incubada a 37°C por 

24 horas. Após crescimento foram avaliadas a formação de halo de degradação, aonde com 

halo foi considerado positivo e sem halo negativo. 

 

3.5.3. Atividade lipolítica qualitativa 

 Isolados foram inoculados em placas de Petri em meio contendo 10 mg/l de 

peptona; 5 mg/l  NaCl; 0,1 mg/l  CaCl2; 20 mg/l de ágar 1ml de Tween 20 após 

esterilização. As placas foram incubadas a 37ºC por 48 horas. Após crescimento foram 

medidos os diâmetros do crescimento bacteriano e do halo. Os halos de precipitação do 



 

 

33 

 

Tween ao redor das estrias foram considerados positivos. A partir das medidas foi feito 

uma relação entre halo de atividade lipolítica e crescimento bacteriano; aonde foi 

considerado (0 a 1) sem atividade lipolítica; (1,1 a 2) atividade lipolítica e (>2,1) elevada 

atividade lipolítica. 

 

3.5.4. Formação de biofilme 

As bactérias foram crescidas em meio LB líquido, a 37ºC por 18h, para a obtenção 

de pré-inóculo. Após o crescimento da bactéria, ocorreu o preparo do material para o teste 

de formação de biofilmes. Foram utilizadas placas de cultura de célula de 96 poços. Cada 

poço foi colocado 200 µl de meio LB, após adicionou-se 5 µl do pré-inóculo por poço. 

Incubou-se a 30°C por 48 horas. Após 48 horas verificou-se a densidade ótica 540nm, 

sendo este utilizado como parâmetro de crescimento. O meio foi retirado por aspiração, e 

as placas lavadas com PBS (8 mg/l de cloreto de sódio, 0,2 mg/l  de cloreto de potássio, 

1,15 mg/l  de fosfato de sódio dibásico, 0,2 mg/l  potássio fosfato de potássio monobásico) 

por mais de 3 vezes. As placas foram secas em temperatura ambiente, e depois coradas 

com fucsina. Passados 30 minutos, as placas foram lavadas com PBS e lidas em leitor de 

microplacas Metrolab com absorbância de 490nm. Os experimentos foram realizados duas 

vezes com 3 repetições por experimento. 

 

3.6. Amplificação do gene lipA 

A presença do gene lipA foi realizada utilizando os primers descritos por Chacón et 

al. (2003): lipA-F 5´- CA(C/T)CTGGT(T/G)CCGCTCAAG- 3’ e lipA-R 5´- 

GT(A/G)CCGAACCAGTCGGAGAA- 3’, os quais amplificam um fragmento de 

aproximadamente 247pb.  

As reações de amplificações foram realizadas em volumes de 25 µl contendo 13,75 

µl de água milliK, 2µl de Tris HCl (pH 8,3), 1 µl de MgCl2, 1,5µl de Triton-X-100, 1µl de 
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solução dos desoxirribonucleotídios (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,8 µl de cada primer, 

0,15 µl (5U/µl) de enzima taq polimerase e 4 µl de suspensão bacteriana de cada um dos 

isolados, obtidas de acordo com o procedimento descrito anteriormente. 

As amplificações foram realizadas em termociclador MJ Research modelo PTC100, 

programado para 10 minutos a 94°C, seguido de 39 ciclos de um minuto a 94°C para a 

desnaturação das fitas do DNA, um minuto a temperaturas que variaram de 56 a 64°C para 

anelamento de cada um dos pares de primer ao DNA, e dois minutos a 72°C para extensão 

das fitas do DNA. Ao final dos 39 ciclos foi feita uma extensão suplementar por 10 

minutos a 72°C. 

 

3.7. Separação e visualização dos segmentos amplificados correspondentes ao gene 

lipA. 

Os produtos de amplificação, acrescidos de 5 µl de tampão de amostra (250mg de 

Azul de Bromofenol e 15g de Ficoll em 100ml de água destilada), foram submetidos à 

eletroforese (3V/cm), em géis horizontais de agarose 1,5% em tampão TBE (89mM 

Trisma, 89mM de Ácido Bórico e 8mM de EDTA), e acrescidos de solução de Brometo de 

Etídio (10mg/ml). Como tampão de corrida utilizou-se também o TBE. Os géis de agarose 

foram visualizados e fotografados sob luz ultravioleta.  

 

3.8. Determinação da especificidade do gene lipA na caracterização de Aeromonas 

 Visando avaliar a eficiência e especificidade da PCR para o gene lipA na 

caracterização de Aeromonas, foram realizados experimentos de amplificação com uma 

bateria de linhagens pertencentes ao gênero Aeromonas e a espécies de distintas bactérias 

frequentes em fezes e outras amostras animais.  

As bactérias utilizadas nestes testes, pertencentes ao acervo do Laboratório de 

Biotecnologia Vegetal e Microbiologia Aplicada, foram: A. hydrophila (ATCC 7699), A. 
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caviae (ATCC 15468), A. sobria (ATCC 43979), Salmonella typhimurium (IBSal101), 

Escherichia coli (IBEsc 101), Enterococcus faecalis (IBEnc101), Staphylococcus aureus 

(ATCC 6538), S. epidermidis (ATCC 12228), Bacillus subtilis (IBBac101), B. cereus 

(IBBac 102), B. megaterium (IBBac 103), Pseudomonas aeruginosa (IBPse101 e 102), P. 

fluorescens (IBPse103), Enterobacter cloacae (IBEnt101), Sarcina sp (IBSar101), Shigella 

sp (IBShi101), Serratia marcenscens (IBSer101), Klebsiella oxytoca (IBKle 101), 

Klebsiella pneumoniae (IBKle 102), Enterococcus sp (IBEnt 101), Proteus mirabilis 

(IBPro101),  Micrococcus sp (IBMic101), Lactobacillus casei (IBLac01), Lactococcus 

lactis (IBLac02) e Citrobacter sp. (IBCit101). 

As bactérias acima descritas foram crescidas em meio LB por 24 horas a 30 ou 

37ºC conforme a espécie e utilizadas diretamente na avaliação de PCR conforme descrito 

no item 3.6. 

3.9. Teste de padronização da determinação de Aeromonas por PCR do gene lipA. 

 Visando a utilização da PCR do gene lipA na determinação rápida de Aeromonas 

em amostras de suínos, foi realizada: (1) a determinação do limite de detecção, e (2) a 

interferência de compostos presentes na amostra. 

 Para determinação do limite de detecção, a linhagem A. hydrophila ATCC7966 foi 

crescida em meio LB líquido por 24 h a 37ºC, diluída e determinado o número de células 

por plaqueamento em meio M-Aer. As amostras foram então diluídas de tal forma a conter 

1 a 10.000 células bacterianas por reação de PCR. A PCR foi realizada conforme descrito 

no item 3.6. 

 Para determinação da interferência de compostos presentes nas amostras de pele 

suína, diluições de uma amostra, com presença de Aeromonas confirmada por 

plaqueamento, foi utilizada diretamente e diluída (1/5, 1/10, 1/20 e 1/40) em água destilada 

autoclavada, para a realização de PCR conforme descrito no item 3.6. 
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3.10. Enriquecimento de amostras para PCR 

 As amostras obtidas de pele de carcaças suínas foram enriquecidas em 2ml de água 

alcalina peptonada (item 3.1) por 24 horas a 37ºC sem agitação. 

 

3.11. Classificação dos isolados por RFLP-PCR do gene 16S rRNA 

A classificação por espécie dos isolados de Aeromonas spp. foi realizada 

utilizando-se o método RFLP-PCR, para o gene 16S rRNA, de acordo com o protocolo 

proposto por Borrell et al., (1997), modificado. Os primers utilizados para a amplificação 

do gene 16S rRNA foram 16SAer-F 5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG- 3’ e 16SAer-R 

5’ -GGTTACCTTGTTACGACTT- 3’ (Borrell et al., 1997). 

Os isolados foram crescidos a 36ºC/24h em 2 ml de meio Lúria Bertani (LB) para a 

realização da PCR. As amostras assim obtidas foram diluídas 1/50 em água destilada 

autoclavada e utilizadas nas reações de PCR. 

As reações de amplificação foram realizadas em volumes de 25µl, contendo 10mM 

de Tris HCl (pH 8,3), 50mM de KCl, 3mM  de MgCl2, 2,5 mg/l  de Triton-X-100, 1,25mM 

de cada um dos desoxirribonucleotídios (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 1µl de cada primer, 

0,15µl (5U/µl) de enzima Taq polimerase, e 4µl de suspensão bacteriana de cada um dos 

isolados. 

As amplificações foram realizadas em termociclador Eppendorf, programado para 5 

minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de um minuto a 94°C, para a desnaturação das fitas 

do DNA, um minuto a temperaturas que variaram de 56°C para o anelamento de cada um 

dos pares de primers ao DNA, e dois minutos a 72°C para extensão das fitas do DNA. Ao 

final dos 35 ciclos, realizou-se uma extensão suplementar por 10 minutos a 72°C. Um 

controle negativo contendo todos os componentes, exceto a suspensão bacteriana foi 

realizado. 
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Os 5µl  do amplificado foram submetidos a eletroforese em géis de agarose 1,5% 

(3V/cm) para conformação da amplificação e tamanho do fragmento amplificado.  

A digestão enzimática foi realizada incubando 5µl dos produtos de amplificação 

com 5U de cada enzima (AluI e MboI) e 2 µl de tampão correspondente para cada enzima, 

num volume total de 20 µl.  

As mistura de reação foram incubadas por 18 horas a 37°C. Alíquotas de 10 µl de 

cada mistura da reação de restrição, foram misturadas com 2 µl de tampão de corrida (2,5 

mg/l de azul de bromofenol, 2,5 mg/l de xilol, 300 mg/l de glicerol). Os fragmentos foram 

separados em géis de agarose Metaphor 40 mg/l em tampão TBE, corados com brometo de 

etídio, visualizados e fotografados sob transiluminador UV. 

 As seguintes linhagens foram utilizados como padrões visando a comparação com 

os perfis evidenciados por Borrell et al. (1997): Aeromonas hydrophila (ATCC7966 e 

CECT398), A. caviae (ATCC 15468), A. sobria (ATCC 43979), A. trota (ATCC49657), A. 

media (ATCC33907). 

3.12. Análises bioinformáticas 

 Dada a existência de vários genes para lipases no genoma de Aeromonas 

hydrophila  ATCC7966 e A. salmonicida A, foi realizado inicialmente uma procura do 

gene correspondente aquele denominado de lipA por Chacón et al. (2003). Esta procura foi 

realizada no genoma de ATCC7966 e no banco de genes disponível no NCBI, buscando 

identificar genes que apresentam as seqüências correspondentes aos primers descritos por 

Chacón et al. (2003). Para tanto foi utilizado o programa BioEdit (Hall, 1999). 

 A partir da identificação do gene gi1175588 como aquele da lipase lipA, foi 

realizada uma análise BLASTn  para verificar a existência de sequência homólogas a este 

gene em outros gêneros bacterianos. A seguir, foi obtida a sequência de aminoácidos da 

lipase extracelular de A. hydrophila ATCC7966 e realizada uma análise BLASTp para 

verificar a existência de lipases da mesma família em outras bactérias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Utilização da amplificação do gene lipA pela PCR na determinação da presença 

de Aeromonas 

 De acordo com os dados obtidos por Chacón et al. (2003) e Fadanelli (2005), o 

gene lipA encontra-se presente em grande parte das bactérias do gênero Aeromonas.  

Assim sendo, foi utilizado os primers desenhados por Chacón et al. (2003) para avaliar a 

especificidade deste primer proposto contra vinte bactérias comumente encontradas em 

amostras de alimentos e fezes; incluindo bactérias Gram-negativas Salmonella 

thyphimurium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, 

Proteus mirabilis, Shigella sp., Citrobacter sp., Enterobacter cloacae, Serratia 

marcenscens e Klebsiella pneumoniae, e Gram-positivas Staphylococcus aureus,  

Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Sarcina sp., Micrococcus sp., Bacillus 

cereus; Bacillus megatherium, Bacillus subtilis, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis; 

além de dois representantes de Aeromonas (A. hydrophila ATCC 7966 e A. caviae 

ATCC15468 ). 

 O segmento amplificado de 248 pb correspondente ao gene lipA  foi detectado 

apenas nas amostras de A. sobria e A. caviae, demonstrando a especificidade do primer 

para bactérias deste gênero (representados na Figura 4). Estes dados confirmam aqueles 

obtidos por Chacón et al. (2003) que tinha constatado alta freqüência de lipA em 

Aeromonas e a ausência de amplificação do lipA em algumas enterobactérias e de 

Fadanelli (2005) que constatou a amplificação do fragmento do gene lipA em 100% das 

onze espécies padrões  avaliados e de 87% nos isolados clínicos e ambientais de 

Aeromonas. 
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Figura 4. Especificidade do PCR lipA na determinação de Aeromonas. 
Legendas: 1- Salmonella thyphimurium, 2- Aeromonas caviae, 3- Escherichia coli, 4- Staphylococcus 

aureus, 5- Bacillus subtilis, 6- Staphylococcus epidermidis, 7- Aeromonas sobria, 8- Bacillus megatherium, 
9- Enterococcus faecalis, 10- Pseudomonas fluorescens, 11- Sarcina sp., 12- Citrobacter sp., 13- Escherichia 

coli, 14- Lactococcus lactis,  15- Controle negativo. 
 

Através da análise in silico foi possível constatar que o gene referido por Chacón et 

al. (2003) como lipA corresponde ao gene de uma lipase extracelular localizado na posição 

115445-117862 do genoma de A. hydrophila ATCC7966 (Seshadri et al., 2006) e ao gene 

pal localizado na posição 4586292-4588706 do genoma de A. salmonicida subsp. 

salmonicida (Reith et al., 2007). Além destes, uma análise de BLAST permitiu evidenciar 

que o gene lipA apresenta também alta homologia com a seqüência depositada do gene pal 

(97% de identidade e 0% falhas) descrito por Merino et al. (1999), à lipase extracelular 

(97% de identidade e 0% falhas) descrita por Anguita et al. (1993), ao gene da fosfolipase 

C (88% de identidade e 3% falhas) descrito por Ingham & Pemberton (1995), da lipase 

extracelular (82% de identidade e 5% falhas) descrita por Chuang et al. (1997), e de uma 

lipase extracelular (77% de identidade e 6% falhas) de A. sobria (Hoshino et al., 2005). E 

que uma parte do gene lipA (entre as bases 1048-2180) apresenta elevada homologia (97% 

de identidade) com a seqüência do gene da enterotoxina citotônica (gene alt) descrita por 

Fang & Li (2005) e Fang et al. (2005) em diversas linhagens de A. hydrophila.  

 Os resultados da análise in silico (Quadro 1) mostram que os primers utilizados 

amplificaram e anelaram nas bases 448-466 e 677-696, gerando um fragmento de 249pb. 

 1       2       3       4       5        6       7       8       9      10      11     12     13     14     15        

248pb 
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Conforme pode ser visualizado no Quadro 1, as seqüências complementares aos primers 

desenhados por Chacón et al (2003) e utilizados no presente trabalho são muito 

conservadas, sendo constatada apenas uma base, na sequência “forward” do gene 

gi537628, e duas bases, na sequência “reversa” do gene gi6045850, que não anelam com 

os primers empregados. Dada a posição, estas diferenças não são suficientes para evitar a 

amplificação. 

 
Quadro 1- Fragmentos das seqüências alinhadas dos genes de lipases extracelulares de 
Aeromonas.  
 
Gene (NCBI) Espécie e 

descrição  
Local do primer F’ – lip A Segmento 

amplificado 
Local do primer R’ – lip A 

Lip A Primer 
(Chacón et 

al., 2003) 

CACCTGGTTCCGCTCAAG 
      T             G 

247 pb TTCTCCGACTGGTTCGGCAC 
                                             T  ** 

gi|117617447|| A. hydrophila 
ATCC 7966* 

AACCTGGTGCCGCTCAAG 249 pb TTCTCCGACTGGTTCGGTAC 

gi|3746950| A. hydrophila 
phospholipase 
A1 (pla) gene 

AACCTGGTGCCGCTCAAG 249 pb TTCTCCGACTGGTTCGGTAC 

gi|145306472| A. hydrophila 
J-1 lipase 
extracelular 

AACCTGGTGCCGCTCAAG 249 pb TTCTCCGACTGGTTCGGTAC 

gi|410653| A. 
hydrophila, 
H3 lip-lipase 
extracelular 

AACCTGGTTCCGCTCAAG 249 pb TTCTCCGACTGGTTCGGTAC 

gi|1938254| A. hydrophila 
lipase 
extracelular 
(lip) 

AATCTGGTGCCGCTCAAG 249 pb TTCTCCGACTGGTTCGGTAC 

gi|537628| A. hydrophila 
fosfolipase C 

CACCTGGTTCCGCTCAAG 249 pb TTCTCCGACTGGTTCGGTAC 

gi|142849896| A. 
salmonicida 
A449 

AATCTGGTGCCGCTCAAG 249 pb TTCTCCGACTGGTTCGGTAC 

gi|60458504| A. sobria 
AS228 lipase-
like 

AATCTGGTTCCGCTCAAG 249 pb TTCTCCGACTGGTTTGCCAC 

*ATCC – American Type Culture Collection  
** Sequência complementar ao primer reverse 
Negrito- bases que variam na região de anelamento dos primers 
Sombreado- bases não complementares aos primers utilizados 
 

 A análise de BLASTn mostrou que a seqüência do gene lipA encontra-se presente 

apenas em Aeromonas, sendo constatada em sequências completas ou parciais depositadas 
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de A. hydrophila, A. sobria, A. salmonicida, A. encheleia, A. enteropelogenes, A. punctata 

(A. caviae) e A. popoffii . A homologia entre estas sequência é superior a 75%. 

 

lipA- lipase 2418pb 
alt- enterotoxina 1107pb 

 

 
Figura 5- Representação esquemática da região de homologia dos genes lipA (lipase 
extracelular) e alt (enterotoxina citotóxica) de A. hydrophila ATCC7966. A área riscada 
corresponde a região de anelamento dos primers utilizados. 
 

 Como pode ser observado na Figura 5, apesar da alta homologia entre as regiões 

compartilhadas dos genes lipA e alt, os primers utilizados não anelam ou amplificam o 

gene alt. 

 Uma análise de pBLAST mostra que a lipase extracelular de Aeromonas é 

semelhante da triacilglicerol lipase (EC 3.1.1.3) tendo aproximadamente 805 resíduos de 

aminoácidos. Esta enzima está envolvida no metabolismo lipídico atuando na degradação 

de triacilglicerol em monoacilglicerol, o qual por sua vez é utilizado no metabolismo de 

ácidos graxos (KEGG metabolic pathways). 

Como pode ser observado na Figura 6 a lipase extracelular de Aeromonas apresenta 

seqüência de aminoácidos semelhante a lipases de Vibrios e outras protobacterias. 

Entretanto, a seqüência nucleotídica dos genes correspondentes apresenta baixa homologia 

(<30%), fato que garante a especificidade da identificação de Aeromonas por parte dos 

primers utilizados no presente trabalho. 

 

 

 

 

 

  448              696               1029                                                                     2108 
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Figura 6- Dendrograma (Fast Minimum Evolution) baseado na análise de BLAST 
utilizando a seqüência de aminoácidos da lipase extracelular de A. hydrophila ATCC7966. 
 

 A fim de determinar o limite de detecção da amplificação pela PCR do gene lipA 

foram avaliadas amostras contendo distintas quantidades de células bacterianas (A. 

hydrophila ATCC7966). Como pode ser observado na Figura 7, amplificações consistentes 

foram obtidas em amostras contendo 104 a 10² células. Amostras contendo 100 a 1 células 

apresentaram uma banda tênue de difícil visualização. Assim sendo, o sistema da PCR 

utilizado apresenta como limite de detecção aproximadamente 1 célula por amostra de 4µl 

utilizados na reação da PCR ou 2,5 x 102 células por ml. Entretanto, visando assegurar a 

presença de DNA bacteriano na amostra, 10 cels/amostra são recomendáveis. Nesta base, a 

capacidade de detecção segura é de 2,5 x 103 células por ml (25 células/1 µl). 
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 Estes resultados são comparáveis com aqueles obtidos por Ozbas et al. (2000), os 

quais utilizando a amplificação pela PCR do gene aer na análise de A. hydrophila em leite 

constataram limite de detecção de aproximadamente 0,5 células/reação ou 1 x 102 células 

por ml.  

 

 

 

 

 

               247 pb 

 

 

 

 

Figura 7- Amplificação pela PCR do gene lipA com distintas quantidades de Aeromonas na 
amostra. Legenda: 1- 104 células/reação, 2- 103 células/reação, 3- 102 células/reação, 4- 101 células/reação, 
5- 1 células/reação, B- controle negativo. 
 

 Em muitos casos tem sido evidenciado o efeito negativo de compostos presentes 

nas amostras quando das amplificações dos genes pela PCR (Rossen, 1992). Assim sendo, 

foi escolhida uma amostra, que apresentou crescimento de Aeromonas em placas (amostra 

13), e utilizada diretamente da coleta de campo, apenas resuspendida em água, e diluída 

1/5, 1/10, 1/20 e 1/40. Os resultados sugerem que as amostras coletadas da pele de suínos 

apresentam compostos que inibem a reação da amplificação da PCR, de tal forma que o 

segmento amplificado de 249 pb são evidenciado de forma muito tênue em amostras não 

diluídas e na diluição 1/5.  

 Com base nestes resultados, e levando em consideração o limite estabelecido para o 

método (10 bactérias/reação), foi avaliado o enriquecimento das amostras e a diluição 

deste crescimento, na determinação de Aeromonas pela PCR do gene lipA. Para tanto, a 

       M            1              2            3              4              5          B 
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amostra 13 foi enriquecida em água alcalina peptonada e incubada a 37ºC por 24h. Foram 

testadas as amostras enriquecidas sem diluição e com diluições de 1/5 a 1/40. Como pode 

ser observada na Figura 8, a amostra enriquecida sem diluição apresentou uma banda fraca, 

enquanto que as diluições, especialmente acima de 1/10, mostraram uma banda intensa 

correspondente ao amplificado do gene lipA. A baixa eficiência da amplificação com 

amostra sem diluição pode ser atribuída ao grande número de moléculas alvos presentes já 

que a quantidade de células na mesma foi estimada em 5 x 105 células/reação ou moléculas 

alvo por reação, com as diluições consecutivas a quantidade de bactérias na amostra foram 

reduzida para 1 x 105 células/reação (1/5), 5 x 104 (1/10), 2,5 x 104 (1/20) e 1,25 x 104 

(1/40) ficando dentro das quantidades que mostraram alta eficiência de amplificação no 

testes prévio (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8- Amplificação do gene lipA por PCR utilizando distintas diluições de amostra 
enriquecida por 24h a 37°C em água peptonada alcalina. Legenda: 1- amostra não diluída, 2- 
diluição 1/5, 3- diluição 1/10, 4- diluição 1/20 e 5- diluição 1/40.  
  

 A continuação, dez amostras diretas (sem enriquecimento) e enriquecidas, ambas 

diluídas 1/10, foram amplificadas pela PCR para o gene lipA. Como pode ser observado na 

Figura 9, de um modo geral as amostras enriquecidas apresentaram bandas bem definidas, 

247 pb 
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enquanto que as amostras diretas exibiram bandas tênues ou ausência de amplificado, 

confirmando a necessidade de enriquecimento na avaliação da presença de Aeromonas pela 

PCR. 

 

 

 Figura 9– Perfil da amplificação pela PCR do primer lipA em agarose 1,5%. O teste 
comparou o efeito de enriquecimento (E) em água peptonada alcalina (24 horas a 37ºC) com as amostras 
diretas de campo sem enriquecimento (N), ambas diluídas 1/10 para inclusão nas reações de PCR. 
 

4.2. Prevalência de Aeromonas em carcaças suínas. 

 Um total de 60 amostras de superfície de carcaças de suínos, coletadas logo após a 

sangria, foram avaliadas quanto à presença de Aeromonas através de plaqueamento direto 

em meio M-Aer e pela amplificação pela PCR do gene lipA após enriquecimento por 18h a 

37ºC em água alcalina peptonada e diluídas em 1/10.  

Como pode ser observado nas Figuras 10 A e B, 58 amostras (97%) exibiram a 

presença de segmento amplificado correspondente ao gene lipA. A intensidade da banda 

variou nas distintas amostras, sendo pouco evidente na amostra 1 (um). A diferença na 

intensidade pode ser atribuída ao número de bactérias presente em cada amostra, já que 

como constatado anteriormente no presente trabalho, o número de fragmentos amplificados 

em amostras com pouca concentração bacteriana é baixo e apenas detectável.  

De um modo geral, os resultados confirmam a alta prevalência de Aeromonas sp. 

em carcaças suínas evidenciada previamente por Gill & Jones (1995), Yu et al. (1999) e Li 

et al. (2006). Yu et al. (1999) considerou que a alta freqüência de Aeromonas em suínos 

 
N   E     N     E     N     E    N     E     N    E     N     E     N     E     N     E      N    E     N    E  

 12         21          23        24         27          33         38          41          43         47  
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representa um problema potencial de saúde pública e de deterioração dos produtos 

derivados, e apontou a necessidade de modificações nos equipamentos de limpeza e 

sanitização utilizados durante o processo de abate. Neste sentido, Holley et al. (2004) 

mostraram que Aeromonas e Shewanella são as principais responsáveis pela deterioração 

de carne suína refrigerada.  

 Segundo Borch et al. (1996) a contaminação com bactérias potencialmente 

patogênicas durante o abate de suínos está relacionada à contaminação fecal, faríngea e 

ambiental. Entretanto, considerando que as coletas, do presente trabalho, ocorreram antes 

da evisceração, a elevada contaminação com Aeromonas pode ser atribuída ao contato com 

fezes durante o transporte e período prévio ao abate.  

 

 A 

 

 

 

 

Figura 10A e B - Identificação de Aeromonas sp. em amostras enriquecidas e diluídas 
(1/10) de 60 carcaças de suínos, coletadas na sangria, através da amplificação pela PCR do 
gene lipA. 
 
 Conforme pode ser apreciado na Tabela 2, grande parte das amostras obtidas das 

carcaças suínas (86,7%) apresentaram Aeromonas quando analisadas diretamente através 

de plaqueamento em meio M-Aer. Neste meio, como esperado, as colônias de Aeromonas 

exibiram coloração amarelada devido a sua capacidade de reduzir o pH ( Figura 11 ). 

A 

B 
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Figura 11- Crescimento de Aeromonas sp. em meio M-Aer, colônias com coloração 
amarelada. 

 

 Nas amostras positivas para a presença de Aeromonas o número estimado de 

bactérias variou entre 1 a 4 log UFC por 100 cm2 de carcaça. Neste sentido, 20 amostras 

(33,3%) apresentaram 1 log UFC/100cm2, 22 (36,7%) tiveram contagens da ordem de 2 

log UFC/100cm2, 9 (15%) exibiram 3 log UFC/100cm2, e a amostra 24 de Cotiporã 

apresentou contagem de 4 log UFC/100cm2. Em 8 amostras (13,33%) não houve 

crescimento de Aeromonas. 

 As duas amostras negativas na análise pela PCR-lipA (17 e 44) apresentaram 

contagens de 2 e 1 log UFC/100cm2, valores que em outras amostras levaram a reações da 

PCR positivas para o gene lipA. Este fato pode ser explicado pelas limitações inerentes ao 

sistema de avaliação por plaqueamento, no qual a presença de colônias com coloração 

amarelada foi considerada como indicativo de Aeromonas, quando eventualmente 

poderiam ser representantes de outros grupos bacterianos. Por outro lado, como 

evidenciado por Fadanelli (2005) nem todos os isolados de Aeromonas apresentam reação 

positiva para PCR-lipA, e competição de outras bactérias presentes na amostra podem 

impedir o crescimento de Aeromonas durante o período de enriquecimento prévio à 

amplificação pela PCR. 
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Tabela 2 - Resultados da contagem de Aeromonas em carcaças suínas e do teste da 
amplificação pela PCR do gene LipA. 
 

Origem Amostra 
 

MAer* 

 

PCR-
lipA 

Origem Amostra MAer* PCR-
lipA 

1. Arroio Meio 1 1 +/- 9. Pareci Novo 31 2 + 
2 1 + 32 3 + 
3 2 + 33 3 + 

2. Guaporé 4 2 + 34 3 + 
5 2 + 35 3 + 
6 2 + 10. Capitão 36 0 + 
7 1 + 37 3 + 

3. Guabiju 8 1 + 38 3 + 
9 2 + 39 0 + 
10 1 + 11. Serafina 

Correia 
40 0 + 

11 1 + 41 1 + 
4. Nova Araçá 12 1 + 42 2 + 

13 2 + 43 3 + 
14 1 + 12. Nova 

Bassano 
44 1 - 

5. Nova Roma 
Sul  

15 1 + 45 2 + 
16 2 + 46 2 + 
17 2 - 13. Antônio 

Prado 
47 1 + 

18 2 + 48 2 + 
6. Maratá 19 2 + 49 0 + 

20 2 + 50 0 + 
21 1 + 51 2 + 
22 2 + 52 0 + 

7. Cotiporã 23 3 + 14. Tupandi 53 1 + 
24 4 + 54 2 + 
25 1 + 55 2 + 
26 3 + 56 1 + 

8. Roca Sales 27 1 + 57 0 + 
28 1 + 15. Selbach 58 1 + 
29 2 + 59 0 + 
30 1 + 60 2 + 

* log UFC/100cm2  
 

 Variações importantes no número de bactérias presentes entre animais de uma 

mesma procedência foram observadas (Tabela 2), sendo particularmente evidente nos 

quatro animais de Cotiporã, de Capitão e de Serafina Correia, nos três animais de Selbach 

e nos seis animais de Antônio Prado. Cabe lembrar que todos os animais amostrados foram 

procedentes de estabelecimentos que seguem o princípio do sistema "todos dentro todos 

fora" (all-in all-out), onde os animais de cada lote ocupam ou desocupam as granjas num 

mesmo momento, em condições semelhantes de manejo e com vazio sanitário entre cada 

lote.  
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 Os dados obtidos confirmam a alta prevalência de Aeromonas nestes animais 

constatada previamente em análises de fezes (Nayduch et al., 2001) e em carnes e carcaças 

processadas (Borch et al., 1996; Yu et al., 1999; Holley et al., 2004). 

A presença de Aeromonas em carnes, vegetais e na água pode contribuir para a alta 

freqüência detectada destas bactérias em alimentos e a sua conseqüente transmissão para 

humanos (Saad et al., 1995; Altwegg, 1999; Janda et al., 1995; Santos et al., 1999). Além 

disso, a alta prevalência de Aeromonas em fezes de animais e aves (Nayduch et al., 2001), 

assim como nas águas de abatedouros e outras fontes (Rossi et al., 2000; Costa & Rossi 

Júnior, 2002), deve ser tomado como um alerta na aplicação destes resíduos de forma 

inapropriada na agricultura. 

 

4.3. Caracterização bioquímica e molecular de Aeromonas isoladas de carcaças suínas 

 Um total de 60 isolados de Aeromonas obtidos de carcaças de suínos (Quadro 2) no 

momento do abate foram caracterizados através de testes bioquímicos (Bactray I e II) 

utilizando chaves de classificações: Aerokey II (Carnahan et al., 1991) e chave bioquímica 

convencional de Aeromonas (Carnahan & Joseph, 2005). Além dos métodos bioquimicos 

foram realizadas analises moleculares pelo RFLP-PCR do 16S RNA (Borrel et al., 1997).  

Utilizando a chave Aerokey II, Carnahan et al. (1991) avaliaram sessenta isolados 

clínicos de Aeromonas, encontrando um percentual de acerto na classificação de 97% (58 

isolados). Além disto, foram avaliadas com exatidão 18 cepas padrão, que representavam 

as espécies A. veronni, A. schubertii, A. jandaei, e A. trota, o que fez desta metodologia 

uma proposta para a identificação rápida e precisa segundo estes autores. 
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Quadro 2- Isolados de Aeromonas sp obtidas de plaqueamento de amostras de carcaça de 
suínos em meio MAer. 
 

Isolados 
IBAer 

Origem Carcaça-
isolado 

Isolados 
IBAer 

Origem Carcaça-
isolado 

140 3. Guabiju 10-1 172 3. Guabiju 9-1 
141 3. Guabiju 10-3 173 1. Arroio do Meio 1-1 
142 4. Nova Araçá 12-1 176 13. Antônio Prado 51-1 
143 5. N Roma do Sul 15-1 177 9. Pareci Novo 33-1 
144 5. N Roma do Sul 15-2 178 9. Pareci Novo 34-1 
145 4. Nova Araçá 14-1 179 9. Pareci Novo 35-1 
146 9. Pareci Novo 31-1 181 9. Pareci Novo  31-2 
147 9. Pareci Novo 32-1 182 1. Arroio do Meio 3-1 
148 12. Nova Bassano 44-2 183 11. Serrafina Correia 41-1 
149 7. Cotiporã 23-1 184 11. Serafina Correia 42-1 
150 7. Cotiporã 24-1 185 11. Serrafina Correia 43-1 
151 8. Roca Sales 27-1 186 11. Serrafina Correia 43-2 
152 13. Antônio Prado 47-1 187 15. Selbach 60-2 
153 13. Antônio Prado 48-1 188 15. Selbach 58-1 
154 13. Antônio Prado 48-2 189 7. Cotiporã 23-2 
155 13. Antônio Prado 51-2 190 7. Cotiporã 23-3 
156 14. Tupandi 53-1 191 7. Cotiporã 24-2 
157 14. Tupandi 55-1 192 7. Cotiporã 24-3 
158 15. Selbach 60-1 193 7. Cotiporã 25-1 
159 10. Capitão 37-1 194 7. Cotiporã 25-2 
160 9. Pareci Novo 35-2 195 2. Guaporé 7-1 
161 2. Guaporé 6-1 196 7. Cotiporã 26-1 
162 2. Guaporé 6-2 197 7. Cotiporã 26-1 
163 5. N Roma do Sul 18-1 198 7. Cotiporã 26-2 
164 6. Maratá 20-1 199 14. Tupandi 54-1 
166 6. Maratá 19-1 200 14. Tuandi 56-1 
167 13. Antônio Prado 48-3 201 8. Roca Sales  28-1 
168 10. Capitão  38-1 202 8. Roca Sales  29-1 
170 5. N Roma do Sul 16-1 203 8. Roca Sales 29-2 
171 5. N Roma do Sul 17-1 204 8. Roca Sales 30-1 

 

 Como pode ser observado no Quadro3, a maioria dos isolados mostraram 

capacidade de hidrólise de esculina. Já o isolado IBAer 166 não teve a capacidade de 

hidrólise de esculina, apresentou reação de indol positiva, e VP e VM negativas, sendo 

assim classificado com A. trota pela chave de classificação Aerokey II. Este mesmo 

isolado quando foi classificado usando a chave convencional proposta no Manual Bergey’s 

foi definido com A. media (Quadro 4). 
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Quadro 3 - Caracterização bioquímica pela chave Aerokey II (Carnahan et al., 1991). 
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A
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sc
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A
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ey

  I
I 

Esculina + + - + - - 
Glicose (gás) - + nc + nc Nc 
VP nc* nc - nc + Nc 
Indol nc nc + nc + - 
Arabinose nc + nc - nc Nc 
Sacarose nc nc nc nc + Nc 

Isolados  IBAer 

140, 141, 142, 143, 
146, 147, 148, 149, 
152, 153, 154, 155, 
156, 159, 160, 161, 
162, 163, 164, 168, 
171, 172, 173, 176, 
177, 179, 181, 182, 
183, 184, 185, 186, 
187, 188, 189, 190, 
191, 192, 194, 196, 

197, 198, 199 

144, 145, 
150, 151, 
157, 158, 
167, 170, 
178, 201, 
202, 204 

166 200 193, 203 195 

Legendas: + positivas, - negativas, *não consideradas pelo Aerokey II para esta espécie. 

 

Doze isolados exibiram formação de gás a partir de glicose, característica que 

associada com a capacidade de hidrólise de esculina e positivo a produção de ácido da 

arabinose levaram a sua classificação como A. hydrophila. O isolado IBAer 200 se 

diferenciou das A. hydrophila por ser arabinose negativo, por este motivo por classificado 

como A. veronii (Quadro 3).  

Com base nos testes bioquímicos e pela classificação do Aerokey II foi constatado 

que 71,67% (43/60) dos isolados foram classificados como A. caviae, 20% (12/60) como 

A. hydrophila, 3,33% (2/60) como A. sobria, e 1,67% (1/60) como A. trota, A. veronii e A. 

schubertii. Já quando foi levado em consideração a chave de classificação convencional 

(Carnahan & Joseph, 2005) foi observado que 55% (33/60) foram classificados como A. 

media, 16,67% (10/60) A. hydrophila, 13,33% (8/60) A. caviae, 6,67% (4/60), A. 

salmonicida, 3,33% (2/60),  A. veronii, e 1,67% (1/60) A. sobria e A. schubertii (Quadro 

4). 
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Quadro 4- Caracterização bioquímica convencional  em isolados de Aeromonas obtidos de 
carcaças suínas  
 
 

 
Espécies 
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Esculina +/- + + + + - +/- 
Glicose (ácido) + + + + + + + 
Glicose (gás) +/- - + - + - - 
ONPG +/- +/- + + + + + 
ADH +/- - +/- +/- + - - 
LDC - - +/- +/- + - - 
ODC - - - - - - - 
Uréia - - - - - - - 
VP +/- +/- + +/- - + - 
PD (fenilalanina) +/- +/- +/- + +/- + +/- 
Indol +/- + +/- + - + - 
Citrato +/- +/- - - - + - 
Malonato - - - - - - - 
Ramnose - - +/- - - - - 
Adonitol - - - - - - - 
Arabinose +/- + + + - - - 
Salicina +/- +/- +/- +/- - - - 
Inositol - - - - - - - 
Sorbitol - - - + - - - 
Sacarose + + +/- + + + + 
Manitol + + + + + + - 
Rafinose - - - - - - - 

 
 
 
 
 
 

Isolados  IBAer 

140, 141, 
146, 147, 
149, 152, 
153, 154, 
156, 159, 
160, 161, 
162, 163, 
164, 166, 
168, 172, 
173, 176, 
177, 179, 
181, 186, 
188, 189, 
190, 192, 
193, 194, 
195, 198, 

204 

142, 143, 
148, 183, 
184, 185, 
187, 199 

144, 145, 
150, 151, 
157, 158, 
167, 170, 
201, 202 

155, 171, 
192, 196 

178, 200 203 197 

 
   

Estes dados discordam daqueles de Yu et al. (1999) que obtiveram 81% de A. 

hydrophila em amostras de carcaças suínas. Por outro lado, Nayduch et al. (2001) 

detectaram A. caviae em 100% das amostras de fezes de suínos analisadas e em 55% das 
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moscas presentes em fazendas de suínos na Carolina do Sul, USA. Estas avaliações 

mostram que a prevalência de uma ou outra espécie de Aeromonas pode variar 

consideravelmente dependendo de condições ambientais, geográficas ou do manejo da 

criação, e principalmente do sistema de classificaçao adotado. Rossi et al. (2000) 

analisando água de matadouros bovinos no interior de São Paulo, obtiveram maior 

freqüência de A. caviae do que de A. hydrophila.  

Além da classificação bioquímica através do Aerokey II e da chave convencional, 

os isolados foram classificados com base no sistema de RFLP-PCR proposto por Borrell et 

al. (1997). Como pode ser observado na Figura 12, perfil típico para cada espécie foram 

obtidos. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12 – Amostras de Aeromonas clivadas com as Enzimas Alu I e Mbo I. Amostras 
clivadas (em seqüência): 1- IBAer002 (padrão A. sobria), 2- IBAer001(padrão A. hydrophila), 3- IBAer008 
(padrão A.caviae), 4- IBAer140, 5- IBAer141, 6- IBAer142, 7- IBAer144, 8- IBAer145, 9- IBAer146, 10- 
IBAer150, 11- IBAer151, 12- IBAer153, 13- IBAer 155, 14- IBAer157, 15- IBAer158, 16- IBAer159, 17-
IBAer163, 18- IBAer166, 19- IBAer167, 20- IBAer168, 21- IBAer170, 22- IBAer171, e 23- IBAer178. Os 
números à esquerda representam os pesos moleculares (pb). 
 

 Os isolados classificados como A. hydrophila apresentaram as bandas típicas de 

346, 207, 195, 165, 157 e 138 pb (Figura 12) conforme descrito por Borrell et al. (1997). 

As bandas menores de 66, 54, 42 e 33 observadas por estes autores ficaram abaixo do 

limite de detecção. Os isolados IBAer 148, IBAer 156, IBAer 182, IBAer 183, IBAer 183, 

1      2     3      4     5     6     7     8    9     10    11 12   13   14    15    16   17   18   19   20   21   22   231      2     3      4     5     6     7     8    9     10    11 12   13   14    15    16   17   18   19   20   21   22   23
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IBAer 185, IBAer 187, IBAer 188 e IBAer 199 exibiram perfis tipicos de A. Caviae 

(padrão IBAer 008 da Figura 12), caracterizados pela presença de bandas de 207, 195, 188/ 

180, 165, 158/157 pb (Quadro 5). 

Os isolados IBAer 141, IBAer 146, IBAer 147, IBAer 149, IBAer 152, IBAer 153, 

IBAer 172, IBAer 177, IBAer 179, IBAer 181, IBAer 186, IBAer 190, IBAer 192, IBAer 

193, IBAer 195 exibiram um padrão de bandas constituído por 207, 195, 174/172, 165, 

157, 138 pb (Quadro 5), sendo este perfil corresponde àquele observado previamente para 

A. media. 

Quadro 5- Perfis dos fragmentos de restrição obtidos por RFLP- PCR do 16S RNA dos 60 
isolados de Aeromonas. 
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no
 R

FL
P-

PC
R

 346 - - X - - X - X X - - - 
242 - - - X - - - - - - - - 
228 - - - - - - X - - - - - 
207 X X X X X X X X X X X - 
195 X X X X X X X X X X X X 
188 X - - - - - - X X - - X 
180  - - X - - X - - X - X 
174 - X - -     X - - - X X X - 
172 - X - - - - X - - X X - 
165 X X X X X - - X X - - X 
158 X - - X X - - X X X - X 
157 X X X X X X X X X X X X 
138 - X X - X X - X X - X X 
118 - - - - - X - - - - X - 

 
 
 

Isolados  
IBAer 

148, 
156, 
182, 
183, 
183, 
185, 
187, 
188, 
199 

 
 
 
 
 
 

141, 
146, 
147, 
149, 
152, 
153, 
172, 
177, 
179, 
181, 
186, 
190, 
192, 
193, 
195 

144, 
145, 
150, 
151, 
157, 
158, 
167, 
170, 
198,  
201, 
202, 
204 

 
 
 

166,  
168 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

200, 
203 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

155,  
171,  
191, 
196, 

197 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

140, 
142, 
159, 
161, 
162, 
163, 
164, 
176 

 

143, 
154, 
160, 
194 

173 178 189 
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Os isolados IBAer166 e IBAer 168 apresentaram bandas de 242, 207, 195, 180, 

165, 158/157 pb  correspondente ao perfil esperado para A. trota. 

Os isolados IBAer155, IBAer171, IBAer 191 e IBAer 196 tiveram um perfil de 

RFLP-PCR caracterizado por bandas de 346, 207, 195, 157, 138 e118 pb compatíveis com 

os perfis esperados para A. salmonicida ou Aeromonas sp. (Borrell et al., 1997). 

Conforme pode ser observado no Quadro 5,  foram obtidos quatro padrões atípicos 

de Aeromonas sendo classificados como Aeromonas sp. Os isolados IBAer 140, IBAer 

142, IBAer 159, IBAer 161, IBAer 162, IBAer 163, IBAer 164, IBAer 176 apresentaram 

os seguintes fragmentos: 346, 207, 195, 188, 165, 158/157, 138 sendo estão denominados 

de padrão 1. O padrão 2, representados por IBAer 143, IBAer 154, IBAer 160 e IBAer 194 

são caracterizados por bandas de 346, 207, 195, 188, 174, 165, 158/157, 138 pb. O isolado 

IBAer 173 que apresenta bandas de 207, 195, 180, 174, 172, 158/157 sendo denominada 

de padrão 3. O padrão 4 que tem com representante o isolado IBAer 178 tem como perfis 

as seguintes bandas 207, 195, 174, 172, 157, 138, e 118 pb. Já o isolado IBAer 189 

apresenta os seguintes perfie 195, 188, 180, 165, 158/157, e 138 pb. Devido a esta 

dificuldade na classificação de Aeromonas, Yáñez et al. (2003) e Saavedra et al. (2006) 

propõem a utilização de seqüênciamento do gene gyrB para classificação de espécies 

dentro do gênero Aeromonas.  

Comparando os dados de classificação bioquímica e moleculares foi observado, que 

somente 17 dos 60 isolados (28,33%) são classicados como mesma espécie nos três 

sistemas de classificação (Quadro 6).  Se levarmos em consideração somente a comparação 

entre o RFLP-PCR e o método convencional (17 testes bioquímicos) aumentamos para 37 

isolados (61,67%) com consenso na classificação. 
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Quadro 6- Comparação entre os métodos de classificação bioquímicos e moleculares. 

Isolados 
IBAer 

Classificação pelo Aerokey 
Classificação pelo método bioquímico 

convencional 
Classificação pelo método molecular 

RFLP – PCR do 16SRNA 
140 A. caviae A. media Aeromonas sp 

141 A. caviae A. media A. media 

142 A. caviae A. caviae Aeromonas sp 

143 A. caviae A. caviae Aeromonas sp 

144 A. hydrophila A. hydrophila A hydrophila 

145 A. hydrophila A. hydrophila A hydrophila 

146 A. caviae A. media A media 

147 A. caviae A. media  A media 

148 A. caviae A. caviae A caviae 

149 A. caviae A. media A media  

150 A. hydrophila A. hydrophila A hydrophila 

151 A. hydrophila A. hydrophila A hydrophila 

152 A. caviae A. media A media 

153 A. caviae A. media A media 

154 A. caviae A. media Aeromonas sp 

155 A. caviae A. salmonicida A salmonicida 

156 A. caviae A. media A.caviae 

157 A. hydrophila A. hydrophila A hydrophila 

158 A. hydrophila A. hydrophila A hydrophila 

159 A. caviae A. media Aeromonas sp 

160 A. caviae A. media Aeromonas sp 

161 A. caviae A. media Aeromonas sp 

162 A. caviae A. media Aeromonas sp 

163 A. caviae A. media Aeromonas sp 

164 A. caviae A. media Aeromonas sp 

166 A. trota A. media  A trota 

167 A. hydrophila A. hydrophila  A hydrophila 

168 A. caviae A. media  A trota 

170 A. hydrophila A. hydrophila  A hydrophila 

171 A. caviae A. salmonicida  A salmonicida 

172 A. caviae A. media  A media 

173 A. caviae A. media  Aeromonas sp 

176 A. caviae A. media  Aeromonas sp  

177 A. caviae A. media  A media 

178 A. hydrophila A. veronii  Aeromonas sp 

179 A. caviae A. media  A media 

181 A. caviae A. media  A media 

182 A. caviae A. media  A. caviae 

183 A. caviae A. caviae  A. caviae 

184 A. caviae A. caviae  A. caviae 

185 A. caviae A. caviae  A. caviae 

186 A. caviae A. media  A media 

187 A. caviae A. caviae  A caviae 

188 A. caviae A. media  A. caviae 

189 A. caviae A. media  Aeromonas sp 

190 A. caviae A. media  A media 

191 A. caviae A. salmonicida  A salmonicida 

192 A. caviae A. media  A. media 

193 A. sobria A. media A media 

194 A. caviae A. media  Aeromonas sp 

195 A. shubertii A. media  A media 

196 A. caviae A. salmonicida  A salmonicida 

197 A. caviae A. schubertii  A. schubertii 

198 A. caviae A. media  A hydrophila 

199 A. caviae A. caviae A caviae 

200 A veronii A. veronii  A veronii 

201 A. hydrophila A. hydrophila  A hydrophila 

202 A. hidrophila A. hydrophila  A hydrophila 

203 A. sobria A. sobria  A veronii 

204 A. hydrophila A. media  A hydrophila 

* As amostras sombreadas apresentaram correlação entre os dois ou três métodos analisados. 
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 O Aerokey que foi proposto por Carnahan et al. (1991) apresentou uma correlação 

com o método convencional bioquímico de somente 19 dos 60 isolados (31,67%), 

mostrando que esta chave tem problemas para classificar isolados obtidos de ambientes 

não clínicos, já que não separa A. media de A. Caviae 

Quadro 7- Síntese dos resultados entre os métodos de classificação bioquímicos e 
moleculares. 

Espécie Aerokey II Classificação 
Convencional 

RFLP-PCR 
16S rRNA 

A. caviae 71,67% (43/60) 13,33% (8/60) 15% (9/60) 

A. media --------------- 55% (33/60) 25% (15/60) 

A. hydrophila 20% (12/60) 16,67% (10/60) 20% (12/60) 

A. sobria 3,33% (2/60) 1,67% (1/60) ------------------- 

A. trota 1,67% (1/60) -------------------- 3,33% (2/60) 

A. veronii 1,67% (1/60) 3,33% (2/60) 3,33% (2/60) 

A. salmonicida, ------------------- 6,67% (4/60) 6,67% (4/60) 

A. schubertii 1,67% (1/60) 1,67%  (1/60) 1,67%  (1/60) 

Aeromonas sp -------------------- ----------------------- 25% (15/60) 

 

4.4.Perfil de resistência a antibióticos em Aeromonas isoladas de carcaças de suínos 

A tabela 3 mostra o perfil de sensibilidade a antimicrobianos das cepas de 

Aeromonas isoladas de em carcaças suínas. Em relação à sensibilidade e resistência frente 

aos antibióticos testados, todos os isolados apresentaram resistência à ampicilina (Tabela 

3), característica freqüente na maior parte das Aeromonas móveis (Palumbo et al., 1985). 

Ao mesmo tempo, 88% dos isolados de suínos exibiram resistência à amoxacilina 

acrescida de ácido clavulânico, característica esperada considerando a elevada prevalência 

de genes de β-lactamases no gênero Aeromonas, algumas das quais resistentes à inibição 

pelo ácido clavulânico (Iaconis & Sanders, 1990; Segatore et al., 1993). 
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Com respeito às cefalosporinas testadas, 36% dos isolados de carcaças suínas 

mostraram resistência à ceftazidima, enquanto apenas 12% exibiram resistência (ou 

comportamento intermediário) frente à cefotaxima e à cefoxitina, e 8% apresentaram 

resistência intermediária à ceftriazona (Tabela 3). Apenas um isolado IBAer140 apresentou 

resistência ao antibiótico carbapenemico Aztreonam (Tabela 3). 

Quanto aos outros antibióticos testados (Tabela 3), chama atenção a elevada taxa de 

resistência ao cotrimazol (sulfametoxazol/trimetoprima) (85%), à amoxacilina (73%), à 

tetraciclina (67%), à ciprofloxacina (40%), à ceftazidina (28%) e ao cloranfenicol (23%). 

Estes valores são muito superiores àqueles obtidos por Goñi-Urriza et al. (2000) que 

observaram uma freqüência de 14% de isolados resistentes à tetraciclina, baixa freqüência 

de resistência ao cloranfenicol, e alta eficiência do cotrimazol sobre isolados de 

Aeromonas obtidos de águas fluviais. Tal diferença pode estar relacionada com o uso 

massivo de tetraciclina durante o processo de criação de suínos, fato que deve levar à 

seleção de microrganismos resistentes a este antibiótico. 

 
Tabela 3– Perfil da resistência/susceptibilidade a antimicrobianos de isolados de 
Aeromonas de carcaças suínas. Valores  representam o tamanho dos halos de inibição em 
centímetros. 

 AMP CAZ CLO SUT GEN CIP TET TOB AMI AMC CPM CRO CTX CFO ATM 

140 0 2 3 0 2,3 3 3,2 1,6 2,3 0 3,4 3,9 3,9 3 1 
141 0 1,5 1 0 1,5 2 2,5 2 2 0,8 3 2,8 2 1,6 3,9 
142 0 3 3,2 0 2 2,8 1,3 1,8 2,5 0 3,8 3,6 3,8 3,4 3,8 
143 0 1,5 2 0 1,5 2 1,9 1 1 0,8 2,2 2,8 2,9 2,3 3 
144 0 2,4 3 0 1,5 2 2,5 1,8 2,4 1,6 3 3 3,2 2 2,2 
145 0 2,8 2,8 1,2 1,8 2,1 1,7 1,5 1,7 0 3 3 3 1,9 3,4 
146 0 3,5 4 0 2 3 1,3 2 2,4 2 4 4 4 4 4 
147 0 2 2,8 0,8 1,8 1,4 0 1,3 2 1 2,4 3,7 2,4 3 3 
148 0 1 1 1 1,7 1,3 1,2 1,5 1,2 1 2,4 1,8 2,3 2,2 2,4 
149 0 1,5 0,6 0 1,7 1,4 1 1,4 2 0,6 3 2,2 2,3 0,6 4 
150 0 0 0 0 2,3 2 1,9 1,8 2,1 1,8 4 4 3,6 4 4 
151 0 2,5 2,2 0 2 2,2 1,5 1,6 2,1 1,6 4 4 4 3 4 
152 0 2,5 2 0 2 2,5 2 1,6 2 1 2,4 3 3 2,6 2,8 
153 0,8 3 3 0 2 3 1 2,3 2 2 3,5 4 4 4 4 
154 0 2 2 0,8 1,8 1,2 0 1,7 1,9 1 2,4 2,8 3,2 2,6 3,2 
155 0 1,5 1,6 1 1,8 2,5 2,5 1,6 1,8 1,3 3,2 2,8 3,5 2,8 3,5 
156 0 2 1,3 0 2 2,5 0,8 2 1,6 0,5 3 1,6 2 1,6 3,5 
157 0 3 2 0,7 2 2 1,3 2,3 2,5 2 3,6 3,8 4 3 4 
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158 0 0 1,8 1,7 1,7 1,5 1,8 1,6 1,6 1,5 2,7 2,6 2,8 3 2,9 
159 0 2,4 0 0 0 1,3 2 2,1 2,2 1,5 2,2 3,8 2,6 2,6 2,8 
160 0 3 3,4 1,5 1,5 2,5 2,4 1,6 2 1,5 3 3 3 2,7 3 
161 0 1,8 3,3 0 2 2,3 0 1 2,5 1 3 3 3 3 4 
162 0 1,7 2,5 0 1,5 0 1,3 1,5 1,8 1 3 2,8 2,2 2,6 3,4 
163 0 1,3 2,5 0 1,6 1,8 1 1,5 1,9 1 3 3 3,2 3 4 
164 0 2 2,5 0 1,6 1,3 0 1,5 2 0 2,5 2 2,5 2,6 3,8 
165 0 1,7 0 0 1,8 2,1 0 2,1 2,6 0 2,3 2,4 2,6 2,5 3,2 
166 0 1,9 2,9 1,6 1,7 1,6 0 0 0,9 1,9 2,4 2,8 3,2 3 3,4 
167 0 2,1 3,2 2,2 1,9 3,2 1,9 3 1,6 1,9 2,8 3,8 3,4 2,1 4 
168 0 1,1 0,9 0 1 1 1,9 1,5 1,6 0,9 2,7 2,6 2,2 1,6 3,1 
170 0 1 1,6 1,5 1,9 2,6 2,1 2 1 1,4 3 3,6 3 1,8 3,3 
171 0 2,5 2,1 0 1,3 2,3 0 2 2,2 1,6 2,8 3,4 3,2 1,8 3,5 
172 0 3 3,5 1,9 2,3 3,2 2,6 2,5 2 2,2 2,6 4 3,6 4,8 3,6 
173 0 2,7 1 0 0 1,8 0,8 1,8 2,2 0,9 3,1 3,4 3 1,2 3,4 
176 0 2,5 2,9 1 0 1,6 1,1 1,7 2,1 1,1 3,2 3,2 2,8 2,6 3,1 
177 0 2,2 2,7 1,3 1,6 2,9 0 1,7 2 1,6 3,4 3,2 3,2 1,8 3,8 
178 0 2,6 2,9 0 1,6 2,3 2,4 1,8 2,4 0,9 3 3,2 3,6 1,8 3,4 
179 0 2,1 1,6 0 0,7 1,7 2,4 1,6 1,5 1,4 2,5 2,6 3,2 1 3,4 
181 0 2,4 2,9 1,8 1,9 2,4 0,8 0,8 2,1 1,6 2,6 3,2 3 2,8 3,4 
182 0 1,7 2,9 1,4 1,5 2,6 1,9 1,7 0,9 2,5 3 3,6 3,4 2,8 3,6 
183 0 3,2 3 0 2,2 3 1,8 2,3 2,3 2,2 3,8 4,6 3,8 3,2 4,6 
184 0 1,8 2 0 1,8 2,8 2 2 2 1,7 2,5 3 3 1,4 2,6 
185 0 0 1,7 0 2,2 2,6 1,2 1,3 1,5 2 2,6 2,4 2,8 2,4 3 
186 0 2,4 2,3 1,5 2 3,5 1,3 2,3 2,3 1,5 4 3,2 3 3 4 
187 0 2,5 3 0 1,7 2,5 1,6 2,1 1,8 2 3 3 3 3,5 4 
188 0 2 2,5 0 1,5 1 1,4 1,3 1,2 1,7 2,5 3 3 0 3 
189 0 3 3 1,7 2,4 3 0 2,5 2,5 1 3 3 3,5 4 4 
190 0 2,5 0,7 0 2 2,7 1 1,8 2,1 1,3 2,7 2,8 3 1,4 3,4 
191 0 3 3,5 0 1 2 1,5 3 2,5 1,6 4 4 4 2 4 
192 0 2,8 3 1 2 2,5 1,5 2,7 2,5 2 3,8 3,5 3,3 3,2 3,5 
193 0,6 2,5 2,8 0 2,3 2,5 1,8 2,1 2,6 2 3 4 3 4 4 
194 0 2,5 3,5 2,2 2,5 4 1,5 3 2 2,8 4 4 4 4 4 
195 0 0,6 3,5 1,1 2,5 3,5 2,3 2,5 2,5 2,6 4 4 4 4 4 
196 0 0 4 2,3 3 4 2,3 2,2 2,1 2,6 3 4 4 4 4 
197 0 2,4 2,3 0 1,6 1,5 0,8 0,7 1,8 0,8 1,8 2,2 2,8 3 2 
198 1,8 2,2 2,4 0,6 1,8 0 0 1 2,2 2,6 3 3,1 3 3 3,4 
199 0 2,5 2,8 1 1,4 1,3 1,3 1,5 2 1,3 2,8 3 3 2,4 4 
200 0 2,6 2,8 1,7 1,7 1,9 0 1,2 1,5 1,6 3,2 3,5 3,8 3,3 3,8 
201 0 2,5 2,7 1,5 1,8 2,3 2 1,5 2 1,2 2,7 3,4 34 2,6 4 
202 1,2 1,6 2,4 1,2 1,5 1,5 0,6 0,6 1 2,3 1,5 2,6 3 2,4 3 
203 0 2,5 3 1,5 2 3 1 1,3 1,8 1,5 2,8 3,2 3,4 2,2 3 

AMP (Ampicilina - 10µg), CAZ (Ceftazidima - 30µg), CLO (Cloranfenicol - 30µg), SUT (sulfametoxazol 
(23,75µg) e trimetoprima (1,25µg)), GEN (Gentamicina - 10µg), CIP (Ciprofloxacina - 5µg), TET 
(Tetraciclina - 30µg), TOB (Tobramicina - 10µg), AMI (Amicacina - 30µg), AMC (Amoxacilina (20µg) e 
ácido clavulânico (10µg)), CPM (Cefepima - 30µg), CRO (Ceftriaxona - 30µg), CTX (cefotaxima - 30µg), 
CFO (Cefoxitina - 30µg), ATM (Aztreonam - 30µg), nd (não determinada) 

* Fundo cinza corresponde à resistência com base na Tabela M100-15 (CLSI, 2005). 

A utilização de tetraciclina e derivados nas rações utilizadas para suínos é uma 

constante devido ao efeito deste antibiótico como promotor de crescimento (Rutz e Lima, 
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2006). Esta prática tem levado ao aumento de bactérias resistentes à tetraciclina em 

amostras de suínos, como mostra o trabalho realizado por Corrêa et al. (2005). Neste 

trabalho, os autores constatam alta freqüência de enterococos resistentes à tetraciclina em 

fezes de suínos tratados com rações. Dados referentes à resistência à tetraciclina em 

Aeromonas isoladas de suínos não são disponíveis. 

A resistência à tetraciclina em Aeromonas tem sido associada à presença de genes 

específicos que conferem resistência à tetraciclina propriamente dita e à oxitetraciclina, 

sendo que alguns destes genes podem ser transferidos eficientemente para E. coli (DePaola 

et al., 1988). Em diversos casos, a resistência à tetraciclina, assim como a outros 

antibióticos, tem sido associada a plasmídios de baixo peso molecular ou plasmídios 

conjugativos de alto peso molecular (Hedges et al., 1985; Aoki, 1988; Chaudhury et al., 

1998; Adams et al., 1998). Esses genes de resistência à tetraciclina são freqüentemente 

encontrados em elementos transponíveis que podem mudar de posição sendo transferidos 

de plasmídios não conjugativos para conjugativos. Neste sentido, Rhodes et al. (2000) e 

Schmidt et al. (2001) mostraram evidências claras de íntegrons associados com a 

resistência à tetraciclina (tetA)  e outros antibióticos em plasmídios conjugativos de 

Aeromonas. Tal observação indica a existência de diversos mecanismos de transferência de 

resistência a antibióticos nestas bactérias. 

Um fato que merece citação é a presença de genes de resistência à tetraciclina e 

sulfas em elementos transponíveis já detectados em Aeromonas como o Tn1721 (Rhodes et 

al., 2000), o que justifica a elevada (50%) freqüência de isolados de suínos resistentes a 

ambos antibióticos. 

Resistência múltipla à tetraciclina e cotrimazol (sulfametoxazol + trimetoprim) foi 

encontrada em 33 isolados (55%), freqüência consideravelmente maior do que a observada 

por Schmidt et al. (2001) numa análise de Aeromonas móveis isoladas de trutas (28%). 
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Associação de resistência a estes dois grupos de antibióticos foi previamente constatada 

por Schmidt et al. (2001), sendo a mesma atribuída à presença de íntegrons de classe 1. 

Alguns isolados exibiram resistência múltipla, sobressaindo: os isolados IBAer148, 

149 e 156 com resistência ou sensibilidade intermediária a nove dos quinze antibióticos 

testados, incluindo representantes de β-lactâmicos, tetraciclina, cloranfenicol, sulfa, 

aminoglicosídicos e fluoroquinolonas; o isolado IBAer141 com resistência a cinco 

antibióticos, cloranfenicol, cotrimazol e fluoroquinolonas; os isolados IBAer 162 e 159 

com resistência a sete e seis antibióticos, respectivamente (Tabela 3). 

Nenhum dos antibióticos testados foi totalmente eficiente contra os isolados de 

Aeromonas avaliados, entretanto, apenas uma resistência intermediária (IBAer202) foi 

constatada para a cefepima, uma cefalosporina de quarta geração. Os outros antibióticos 

que mostraram-se eficientes sobre os isolados de Aeromonas foram: aztreonam (98% de 

isolados sensíveis), ceftriaxona (95% de isolados sensíveis), cefotaxima (93% de sensíveis) 

e gentamicina (88% de isolados sensíveis). Estes dados confirmam até certo ponto aqueles 

relatados por Ko et al. (1996), Goñi-Urriza et al. (2000), Vila et al (2003), entre outros, 

com exceção da baixa sensibilidade a ciprofloxacina e a elevada sensibilidade a aztreonam. 

Cabe lembrar, que estes autores trabalharam principalmente com amostras clínicas, fato 

que modifica a pressão de seleção à qual as populações bacterianas se encontram 

submetidas. 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Perfil de resistência (%) a antibióticos em Aeromonas isoladas de 

carcaças suínas 
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Saliente-se que as suscetibilidades dos microrganismos, frente aos antibióticos 

empregados, ap comportamentos distintos e com freqüências diversas, e do ponto de vista 

clínico, a sensibilidade intermediária é considerada como resistência. 

 

4.5. Fatores de virulência em Aeromonas isoladas de carcaças de suínos 

O mecanismo de patogenicidade das Aeromonas é considerado multifatorial, sendo 

sua ação classificada como de nível não intestinal e gastrentérica (Ko & Chuang, 1995). 

Dentre os principais fatores de virulência podem ser destacados, a produção de biofilme, 

enterotoxinas (hemolíticas, citotônicas e citotóxicas), proteases, nucleases, lipases e outras 

proteínas com papel patogênico ainda pouco definido (Botarelli & Ossiprandi, 1999).  

Como base nos dados obtidos foi possível observar que 78% dos isolados 

apresentaram atividade proteolítica (Tabela 4).  

Tabela 4- Fatores de patogenicidade de Aeromonas isoladas de suínos. 

Isolados Atividade 
proteolítica 

(Relação entre 
halo/crescimento) 

Atividade 
lipolítico 

(Relação entre 
halo/crescimento) 

Atividade 
hemolítica 

(%) 

Atividade 
hemolítica em 

placa 

Formação de 
biofilme 

IBAer 140 0,00 2,25 4,6 Negativo Positivo 
IBAer 141 1,50 2,60 4,8 Positivo Positivo 
IBAer 142 0,00 2,27 3,9 Positivo Negativo 
IBAer 143 1,70 2,89 6,0 Positivo Negativo 
IBAer 144 2,50 2,83 75,2 Positivo Positivo 
IBAer 145 2,67 2,31 76,7 Positivo Positivo 
IBAer 146 0,00 2,56 4,0 Positivo Positivo 
IBAer 147 1,60 2,90 4,8 Positivo  Positivo 
IBAer 148 2,00 2,27 8,1 Positivo Positivo 
IBAer 149 1,80 2,43 4,6 Negativo Positivo 
IBAer 150 2,82 3,27 67,8 Positivo Positivo 
IBAer 151 1,90 2,50 74,5 Positivo Positivo 
IBAer 152 2,00 2,55 4,3 Positivo Negativo 
IBAer 153 2,17 2,58 5,2 Positivo Negativo 
IBAer 154 1,82 2,58 4,1 Negativo Negativo 
IBAer 155 0,00 2,89 4,6 Positivo Positivo 
IBAer 156 2,27 2,92 4,3 Positivo Negativo 
IBAer 157 2,91 3,45 78,5 Positivo Negativo 
IBAer 158 2,46 2,92 6,8 Positivo Negativo 
IBAer 159 1,45 2,80 8,6 Positivo Positivo 
IBAer 160 1,90 2,82 0,9 Positivo Negativo 
IBAer 161 0,00 2,64 2,2 Negativo Negativo 
IBAer 162 0,00 3,13 2,5 Negativo Positivo 
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IBAer 163 0,00 3,33 2,0 Negativo Positivo 
IBAer 164 2,00 4,00 2,6 Negativo Positivo 
IBAer 165 2,00 2,40 2,7 Negativo Positivo 
IBAer 166 1,91 3,56 2,7 Negativo Positivo 
IBAer 167 2,27 4,13 91,9 Positivo Positivo 
IBAer 168 1,80 4,25 2,4 Positivo Positivo 
IBAer 170 2,80 4,00 92,0 Positivo Positivo 
IBAer 171 2,14 3,20 2,3 Positivo Positivo 
IBAer 172 1,40 3,20 3,0 Positivo Positivo 
IBAer 173 1,90 4,25 1,7 Negativo Positivo 
IBAer 176 2,88 4,29 1,9 Negativo Positivo 
IBAer 177 1,64 3,78 2,9 Positivo Positivo 
IBAer 178 1,89 4,75 2,4 Positivo Positivo 
IBAer 179 2,20 2,44 1,6 Negativo Positivo 
IBAer 181 0,00 2,50 2,4 Positivo Positivo 
IBAer 182 0,00 2,67 2,2 Positivo Negativo 
IBAer 183 0,00 2,71 43,8 Positivo Negativo 
IBAer 184 0,00 1,89 100,0 Positivo Positivo 
IBAer 185 1,91 3,27 41,6 Positivo Positivo 
IBAer 186 1,75 2,75 48,3 Positivo Positivo 
IBAer 187 2,00 3,00 50,8 Positivo Positivo 
IBAer 188 0,00 3,29 52,7 Positivo Positivo 
IBAer 189 1,90 3,29 43,5 Positivo Positivo 
IBAer 190 1,70 3,00 37,5 Positivo Positivo 
IBAer 191 1,91 3,33 49,8 Positivo Positivo 
IBAer 192 0,00 2,83 43,7 Positivo Positivo 
IBAer 193 1,83 2,18 45,3 Positivo Positivo 
IBAer 194 1,56 2,50 43,0 Positivo Positivo 
IBAer 195 2,25 1,39 45,4 Positivo Positivo 
IBAer 196 1,92 1,76 45,2 Positivo Positivo 
IBAer 197 2,50 1,82 44,9 Positivo Negativo 
IBAer 198 1,83 1,80 44,2 Positivo Positivo 
IBAer 199 2,17 2,64 49,8 Positivo Negativo 
IBAer 200 1,67 2,50 49,9 Positivo Positivo 
IBAer 201 2,08 3,29 54,0 Positivo Positivo 
IBAer 202 1,86 3,11 49,2 Positivo Positivo 
IBAer 203 1,80 3,50 51,8 Positivo Positivo 

  

As proteases foram consideradas importantes fatores de patogenicidade em peixes 

(Wakabayashi et al., 1981) e em humanos (Cascón et al., 2000). Segundo diversos autores, 

as proteases, em especial a elastase, podem atuar na degradação de anticorpos 

(principalmente IgA) e na degradação de proteínas presentes nas mucosas, propiciando 

assim a invasão de tecidos (Cascón et al., 2000; Rivero et al., 1991; Loewy et al., 1993). A 

frequência de isolados proteolíticos foi menor do que aquela observada por Fadanelli 

(2005) em Aeromonas sp isoladas de fezes humanas, fato que pode estar associado à 

diferença entre espécies bacterianas preponderantes em cada tipo de amostra, já que a 
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frequência de A. hydrophila, espécie com alta atividade proteolítica, representam apenas 

40% dos isolados de suínos. 

Os 47 isolados proteolíticos exibiram halos de hidrolise de caseina com índices 

relativos à área de crescimento de 1,5 a 3,0, considerados altos (Figura 14). Este dado pode 

estar relacionado com a presença e expressão dos diferentes tipos de proteases, como 

metaloprotease (elastase), serina protease e zinco-protease (Rivero et al., 1991; Loewy et 

al., 1993; Cascón et al., 2000). Análise do genoma de A. hdyrophila ATCC7966 permitiu 

evidenciar a presença de pelo menos oito protease extracelulares e periplasmáticas nesta 

espécie (Seshadi et al., 2006). 
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Figura 14- Atividade proteolítica relativa nos distintos isolados de Aeromonas. 

 

 Os isolados que não apresentaram atividade proteolítica foram classificados como 

A. caviae, A. media, ou Aeromonas sp. (Quadro 6).  

 Todos os isolados de suínos avaliados apresentaram atividade lipolítica (Tabela 4 e 

Figura 15). Estes dados podem estar relacionados, há que estes isolados foram obtidos de 

swabe de pele de suínos antes do processo de abate. A atividade lipolítica tem sido 

relacionada com sistemas de patogenicidade por causar interações com leucócitos e 
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distúrbios de sistemas imunológicos (Chuang et al., 1997), mas pode estar também 

associada à permanência e competição de Aeromonas na pele.  
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Figura 15- Atividade lipolítica relativa nos distintos isolados de Aeromonas. 

  

Watanabe et al. (2004), constataram que 100% das linhagens de Aeromonas 

avaliadas apresentaram atividade lipolítico. Já Fadanelli (2005) mostrou que 87,6% dos 

isolados de fezes humanas e de aves apresentaram atividade lipolítico. 

Vinte e oito isolados (46,67%) avaliados apresentaram atividade hemolítica (Figura 

16). Trinta e dois isolados apresentaram uma atividade inferior a 10%, sendo, considerados 

negativas. Estes valores podem estar relacionados à falta de sistemas de indução, já que a 

expressão de alguns genes de virulência em Aeromonas é regulada pela quantidade de 

homoserina-lactona, molécula sinalizadora de quorum-sensing (Swift et al., 1999). 

A regulação da expressão dos genes codificadores de hemolisinas foi corroborada 

já que 80% dos isolados apresentaram atividade hemolítica em placas com sangue de 

carneiro. Cabe ressaltar que a atividade hemolítica tem sido reportada em Aeromonas 

como um dos mais importantes fatores de patogenicidade, já que a aerolisina, enterotoxina 
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citotôxica, é um tipo de hemolisina (Hsu et al., 1981; Handfield et al., 1996; Chacón et 

al., 2003). Segundo Burke et al. (1983) a atividade hemolítica apresenta alta correlação 

(97%) com a presença de aerolisina e atividade citotóxica. Artigos relatam que aerolisina 

contribui para a virulência de A. hydrophila, estando bem difundidas dentro do gênero 

(Santos et al., 1999; Zhang et al., 2000). Analisando a distribuição de alguns genes de 

virulência em isolados clínicos e ambientais de Aeromonas sp. Chacón et al. (2003), 

detectaram que 72,6% do total de linhagens analisadas eram positivas para o gene  da 

aerolisina sendo que a sua presença foi mais freqüente em isolados clínicos do que em 

ambientais. 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

1
3
9

1
4
1

1
4
3

1
4
5

1
4
7

1
4
9

1
5
1

1
5
3

1
5
5

1
5
7

1
5
9

1
6
1

1
6
3

1
6
5

1
6
7

1
6
9

1
7
1

1
7
3

1
7
5

1
7
7

1
7
9

1
8
1

1
8
3

1
8
5

1
8
7

1
8
9

1
9
1

1
9
3

1
9
5

1
9
7

1
9
9

2
0
1

2
0
3

2
0
5

Isolados

A
ti

v
id

a
d

e
 h

e
m

o
li
ti

c
a

 (
%

)

 

Figura 16- Atividade hemolítica percentual nos distintos isolados de Aeromonas. 

 Fadanelli (2005) demonstrou uma correlação positiva entre atividade hemolítica e 

proteolítica. Este fato pode estar relacionado à necessidade de maturação das hemolisinas, 

como por exemplo, a aerolisina é secretada na forma de proaerolisina (inativa) e é ativada 

por proteases produzidas pela própria bactéria (Howard & Buckley, 1985) ou pelo 

hospedeiro (Abrami et al., 2003). 
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 A formação de biofilmes esta associadas a capacidade de adesão (fimbrias e 

adesinas) e/ou formação de cápsulas. Dos isolados avaliados 77% formaram biofilmes em 

placas de poliestireno (Tabela 4). 

 Até o momento não existe uma compreensão exata dos mecanismos de colonização 

utilizados por Aeromonas. Entretanto, sabe-se que pilis do tipo IV estão implicados na 

adesão destas bactérias a enterocitos humanos (Kirov et al., 2000) e que o flagelo de 

Aeromonas facilita a aderência destas bactérias a células epiteliais e a formação de 

biofilmes em plásticos (Gavín et al., 2002; Gavín et al., 2003). Deste forma, os pili de tipo 

IV e os flagelos podem ser considerados fatores de virulência em linhagens 

enteropatogênicas de Aeromonas. 
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5. CONCLUSÕES 

 Com base nos resultados obtidos no presente trabalho é possível tecer as seguintes 

conclusões. 

1- A amplificação por PCR do gene lipA representa um método rápido, eficiente e 

sensível de determinação da presença de Aeromonas em amostras de suínos. Este 

sistema apresenta 100% de especificidade, tendo um limite de detecção de 10 (dez) 

bactérias por ml.  

2- A obtenção de resultados confiáveis através de PCR-lipA em amostras de carcaças 

suínas requer enriquecimento por 12 a 18h e diluição das amostras prévio à 

amplificação. 

3- Elevada incidência de Aeromonas foi constatada tanto pelo método de PCR-lipA 

(97%), quanto pelo plaqueamento (86,7%). As contagens bacterianas em carcaças 

suínas foi da ordem de 1 a 4 logUFC/100cm2. 

4- Com base na correlação entre o RFLP-PCR e os métodos bioquímicos (42/60 

isolados correlacionados) as espécies de Aeromonas presentes em carcaças suínas 

foram A. media 35,7% (15/42), A. hydrophila 26,2% (11/42), A. caviae 21,4% 

(9/42), A. salmonicida 9,5%  (4/42), A. trota 2,4% (1/42), A. schubertii 2,4%  

(1/42), A.veronii 2,4%  (1/42). 

5- As dificuldades de avaliação do RFLP-PCR 16S rRNA, evidenciadas pelo elevado 

número de isolados não classificados (25%), mostra a necessidade de novos 

sistemas moleculares de classificação de Aeromonas com utilização de outros genes 

alvo.  

6- As Aeromonas isoladas exibiram resistência a ampicilina (100%), sulfametoxazol/ 

trimetoprima (85%), amoxicilina (73%), tetraciclina (67%), ciprofloxacina (40%), 

ceftazidima (28%), cloranfenicol (23%). Os antibióticos mais eficientes foram: 

aztreonam, cefepima, cefotaxima, ceftriazona e gentamicina. A alta frequência de 
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isolados resistentes a sulfametoxazol/trimetoprima e tetraciclina é indicativo do uso 

indiscriminado destes antibióticos durante a criação de suínos. 

7- A maior parte dos isolados de Aeromonas obtidos de carcaças suínas exibiram 

atividade proteolítica, hemolítica, lipolítico e formação de biofilme, fatores de 

virulência que tornam estas bactérias potenciais causadoras de gastroenterites em 

humanos. 
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