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A Deus
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Aeromonas

“Sou discreta, mas dificil.
Gosto do frio e do calor
Nos peixes posso morar

e no homem dor eu causar.”

Regine Helena Silva dos Fernandes Vieira



RESUMO

Aeromonas ssp. sdo bactérias onipresentes de ambientes aquaticos e atualmente
consideradas como patdogenos emergentes. O género inclui espécies que podem provocar
infecgdes extraintestinais e gastrointestinais em seres humanos, devido a produgdo de
inimeros fatores de viruléncia (enzimas extracelulares, hemolisinas, enterotoxinas, etc.). Tém
sido isoladas de uma ampla variedade de amostras ambientais, clinicas e alimentos de origem
animal e vegetal. Em alimentos refrigerados ressalva-se a capacidade de crescimento nesta
temperatura de estocagem. O presente estudo teve como objetivo investigar a incidéncia de
Aeromonas ssp. em cortes de frango resfriados e congelados produzidos industrialmente, bem
como avaliar a eficiéncia de meios de cultura no isolamento destas bactérias e verificar a
capacidade de producdo de B-hemolisina. Foram utilizados para o isolamento de Aeromonas
ssp. os meios agar amido ampicilina (SA) e o meio cromogénico Cromocen AGN, testes
bioquimicos para a identificacdo fenotipica das espécies e agar sangue de carneiro a 7 % para
avaliar atividade hemolitica das cepas identificadas. Os resultados demonstraram a presenca
de Aeromonas ssp. em 24 (96 %) e 7 (28 %) de um total de 50 cortes de frango resfriados
(25) e congelados avaliados (25). Todos os cinco tipos de cortes de frango resfriados
analisados estavam contaminados, enquanto que dos quatro tipos de cortes de frango
congelados apenas trés estavam contaminados. Foram identificadas cinco espécies: A.caviae,
A.hydrophila, A.eucrenophila, A. veronii biovar veronii e A.sobria. Em ambos os cortes
A.caviae foi a espécie predominante, o que pode ser indicativo de uma maior resisténcia e
sobrevivéncia sob condigdes de resfriamento e congelamento. A utilizagao dos dois meios de
cultura para isolamento de Aeromonas spp. nos cortes de frango resfriados evidenciou que das
123 cepas isoladas no dgar amido ampicilina (SA), 66 espécies foram identificadas, enquanto
que das 125 isoladas no meio cromogénico Cromocen AGN, 69 espécies foram identificadas.
Nos cortes de frango congelados das 55 cepas isoladas no agar amido ampicilina (SA), 12
espécies foram identificadas, enquanto que das 55 isoladas no meio cromogénico Cromocen
AGN, 17 espécies foram identificadas. Ambos os meios mostraram-se eficientes € com
semelhantes resultados. Na investigacdo da atividade hemolitica das espécies identificadas
70 % e 66,6 % produziram PB-hemolisina nos cortes de frango resfriados e congelados,
respectivamente. A confirmagao de espécies pertencentes ao género Aeromonas nos cortes de
frango resfriados e congelados produzidos industrialmente evidencia que este alimento pode
agir como um veiculo a outros alimentos, ao homem e possivelmente trazer prejuizos a satde.

Palavras-chave: Aeromonas spp. Cortes de frango. Contaminagao.



ABSTRACT

Aeromonas ssp. are omnipresent bacteria of aquatic environment and currently
considered as emergent pathogens. The genus includes species that can cause extraintestinal
and gastrointestinal infections in the human being, due to the production of countless factors
of virulence (extracellular enzymes, hemolysins, enterotoxines, etc.). The bacteria have been
isolated from a wide variety of environmental and clinical samples and foods of animal and
vegetable origin. In cool foods It is pointed out the capacity of rising in this temperature of
stockage. The purpose of this work was to investigate the incidence of Aeromonas ssp. in cool
and frozen chicken cuts produced industrially, as well as to evaluate the efficiency of culture
media in the isolation of those bacteria and check the capacity of production of B-hemolysin.
For the isolation of Aeromonas ssp. it was used agar amide ampiciline (SA) and Cromocen
AGN, biochemical tests for the fenotipic identification of the species and 7 % sheep blood
agar to evaluate hemolytic activity of the strain identified. The results showed the presence of
Aeromonas ssp. in 24 (96 %) and 7 (28 %) out of 50 chicken cuts evaluated, 25 cool ones and
25 frozen ones. All of five types of cool chicken cuts analyzed were contaminated, while only
03 out of 04 frozen chicken cuts were contaminated. It was identified five species: A.caviae,
A.hydrophila, A.eucrenophila, A. veronii biovar veronii and A.sobria. In both cuts A.caviae
was a predominant species, what might be indicative of a bigger resistance and survival under
conditions of cooling and freezing. The use of both culture media for isolation of Aeromonas
spp. in the cool chicken cuts showed that 66 species out of 123 strains isolated in agar amide
ampiciline (SA) were identified, while 69 species out of 125 isolated in Cromocen AGN were
identified. In the frozen chicken cuts showed that 12 species out of 55 strains isolated in agar
amide ampiciline (SA) were identified, while 17 species out of 55 isolated in Cromocen AGN
were identified. Both media showed efficient and with similar results. In the investigation of
the hemolytic activity of the identified species 70 % and 66.6 % produced B-hemolysin in the
cool and frozen chicken cuts, respectively. The confirmation of species that belong to genus
Aeromonas in the cool and frozen chicken cuts produced industrially shows that this food can
act as a transmitter to other foods, to the human being and possibly be harmful to health.

Key-words: Aeromonas spp. Chicken cuts. Contamination.
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1. INTRODUCAO

A carne de frango ¢ definida como a parte muscular comestivel e declarada apta a
alimenta¢do humana por inspecao veterinaria oficial antes e depois do abate (BRASIL, 1998).
Os consumidores brasileiros t€ém maior preferéncia pela carne de frango dentre as carnes
brancas produzidas industrialmente. No mercado consumidor interno, o brasileiro tem
mudado o habito de consumo de carnes, passando de um pais consumidor preponderadamente
de carne bovina para consumidor da carne de frango, como sdo relatados em dados recentes.
A grande aceitagdo deste tipo de carne como fonte protéica se deve a qualidade e os pregos
acessiveis, tendo assim uma importancia economica e social.

A produgdo da carne de frango tem destaque no mercado global de alimento, o
qual estd se tornando cada vez mais exigente. No Brasil a producdo estd concentrada nas
regioes sul e sudeste, no entanto, o Ceard tem aumentado sua participagdo na producao deste
tipo de carne. No mercado varejista estdo disponiveis para o consumidor carcagas inteiras e
varios tipos de cortes, encontradas na forma refrigerada ou congelada. A disponibilidade da
carne de frango ja cortados tem destaque e grande receptividade pelos consumidores, devida a
seu facil manuseio e maior rapidez no preparo.

A carne de frango, assim como muitos alimentos podem atuar como importantes
veiculos de microrganismos responsaveis por doencas no homem. Esses chegam podem
chegar a carne de frango ainda no manejo das aves vivas, na auséncia de procedimentos
adequados nas etapas de produgdo, comercializacdo e at¢é mesmo na fase de preparo do
produto final na residéncia do consumidor.

As doengas transmitidas por alimentos representam uma continua ameaga para
todos os seguimentos da sociedade independente da idade, sexo, estilo de vida, etnia e nivel
socio econdmico (CDC, 2008). Todas as pessoas correm riscos em adquirir doencas de
origem alimentar, sendo criancas, idosos e imunodeprimidos 0s mais suscetiveis.

Nos ultimos anos a andlise de riscos bioldgicos em alimentos tem se ocupado
com novos tipos de perigos, dentre eles os patdgenos emergentes. As bactérias definidas
como emergentes sdao aquelas que por alguma razdo metodologica ndo podiam se
identificadas ou que, simplesmente, ndo eram investigadas por desconhecimento de sua
presenga nas amostras biologicas (PORRAZ, 2003).

A este grupo de patdogenos emergentes pertencem bactérias do género

Aeromonas, consideradas de grande importancia visto que ¢ possivel isola-las de lugares
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onde ndo se suspeitava que pudessem ser encontradas. Sao bactérias que chamam a atencgao
por sua capacidade de crescer em temperaturas de refrigeragdo, o que leva a uma
preocupagao, visto que ¢ crescente uso de alimentos refrigerados (ADAMS; MOSS, 1995).

O género Aeromonas inclui importantes espécies moveis patogénicas ao homem,
dentre elas A.hydrophila, A. caviae, A. veronii, A.eucrenophila., A. jandaei, A. schubertii,que
tém sido associadas a gastroenterites e graves infecgdes extraintestinais (ADAMS; MOSS,
1995; PORRAZ, 2003). Tém sido isoladas de uma ampla variedade de amostras ambientais
(diferentes fontes de agua e moluscos bivalves), clinicas (sangue, fezes humanas) e de
alimentos, incluindo, vegetais, carne bovina, aves, peixes, camardes, etc (GALBIS et al.,
2002; NEYTS et al., 2000).

No que se refere a contaminacao da carne de frango por Aeromonas spp., estudos
tem demonstrado a sua presenca e evidenciado o potencial risco como veiculador de
patogenias ao homem (SARIMEHMETOGLU; KUPLULU, 2001).

A RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da Anvisa preconiza os padroes
microbioldgicos para alimentos no Brasil, especificando para carnes de aves in natura
(carcacas inteiras, fracionadas ou cortes) resfriadas ou congeladas somente a andlise de
coliformes termotolerantes (BRASIL, 2001). A investigagdo de Aeromonas spp. ndo ¢ um
parametro de qualidade microbioldgica exigido pela legislacao brasileira, no entanto, estudos
tem demonstrado espécies patogénicas relacionadas a alimentos, evidenciando a importancia
deste microrganismo para a satide publica.

No Brasil sdo as escassas publicagdes sobre a ocorréncia de espécies de
Aeromonas em cortes de frango resfriados. Nao tendo sido evidenciado até o presente,
pesquisas sobre a incidéncia de Aeromonas spp. em cortes de frango congelados. Faz-se entdo
necessaria a investigacao e identificagcdo deste grupo de bactérias potencialmente patogénicas,
para que se possa ter dados referentes a sua incidéncia em cortes de frango, os quais podem

servir de alerta a 6rgaos de satde publica.



16

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a presenga de Aeromonas spp. em cortes de frango resfriados e

congelados produzidos industrialmente.

2.2. Objetivos Especificos

Comparar a eficiéncia dos meios de cultura dgar amido ampicilina (SA) e

cromocen AGN no isolamento de Aeromonas spp.

Identificar espécies moveis de Aeromonas spp., potencialmente patogénicas ao
homem, em diferentes tipos de cortes de frango resfriados e congelados produzidos

industrialmente.

Caracterizar e identificar, por meio de testes bioquimicos, espécies de Aeromonas
spp. presentes nas amostras de cortes de frango resfriados e congelados produzidos

industrialmente.

Avaliar a atividade hemolitica (producao de B-hemolisina) de cepas pertencentes
ao género Aeromonas identificadas, a partir de cortes de frango resfriados e congelados

produzidos industrialmente.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Industrializacdo, producio e consumo da carne de frango

A industria avicola comercial surgiu no inicio de 1940 em varias partes do mundo.
Os avangos tecnoldgicos resultantes de pesquisas cientificas permitiram a expansao industrial.
De 1940 a 1960 o frango de corte teve um rapido melhoramento na eficiéncia de producao,
passando o consumidor a optar pelo consumo de frango de corte em substituicdo de outros
tipos de alimentos com custo de produgao elevada (MORENG; AVENS, 1990).

O inicio da avicultura industrial no Brasil correu entre 1960 e 1970. Em meados
1970 estavam disponiveis no mercado frangos inteiro e cortes de frango. Com o passar dos
anos os cortes de frango passaram a apresentar uma maior quantidade de tipos de cortes
especiais ¢ melhores em termos de qualidade (OLIVO, 2005).

O Brasil € o terceiro maior produtor de carne de frango (12,6 %), perdendo apenas
para os Estados Unidos (22,9 %) e a China (13,9 %). Em relag@o a avicultura brasileira, os
maiores produtores estdo concentrados na regido sul e sudeste do pais (OLIVO, 2005).

O consumo de carne de frango como fonte protéica tem aumentado ao longo dos
anos. De acordo com o relatério da Unido Brasileira de Avicultura (UBA) o consumo per
capita de carne de frango alcangou o consumo de carne bovina no ano 2006 no Brasil (UBA,
2008).

A producao brasileira de carne de frango destinada ao mercado interno foi de
6.622.587 toneladas no ano de 2006, sendo o consumo per capita de 35,68 Kg/habitante
(ABEF, 2008). No Nordeste, o Ceard ocupa a segunda posi¢do como produtor de carne de
frango. A produgdo registrada no ano de 2006 no estado do Ceara foi de 580.700 toneladas
(matrizes de corte) e o consumo per capita de 36,97 Kg/habitante (ACEAV, 2008).

O consumidor cada vez mais exige qualidade e seguranca na aquisi¢do da carne de
frango no momento da compra. As exigéncias se devem as mudangas no habito de consumo
desse tipo de carne, tais como: aumento da procura por cortes ¢ carnes ja desossadas,
crescimento do consumo de produtos diferenciados de preparo rapido e mudancgas sociais,
como participacdo da mulher no mercado de trabalho (AZEVEDO et al., 2006).

O frigorifico na cadeia produtiva de frangos ¢ uma unidade industrial de grande
importancia onde serdo originados varios tipos de produtos, o frango resfriado, congelado,

inteiro ¢ em cortes/pedacos, miudos, dentre outros. Durante as etapas de processamento dos
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cortes hd manipulagdo e contato com a agua, fontes que podem promover contaminagao
microbiana, sendo entdo fundamental o cumprimento das normas higi€nico-sanitarias (Bueno
et al., 2006). Portanto, um aviario industrial especializado na criagao de frangos de corte deve
ter a higiene e a profilaxia como parte integrante do manejo, a fim de garantir o estado
sanitario das aves, bem como a produtividade (INCEA, 1991).

O processo de obtencao de cortes de frango deve estar de acordo com as normas
técnicas de inspegdo tecnologica e higi€nico-sanitaria para carne de aves. Os cortes de frango
sdo assim definidos como a parte ou fracdo da carcaca, com limites previamente especificados
pelo Departamento de Inspe¢do de Produtos de Origem Animal (DIPOA), com 0sso ou sem
0sso, com pele ou sem pele, temperados ou nao, sem mutilagdes e/ou dilaceragdes. Estes
podem ser mantidos sob temperaturas de resfriamento e congelamento. O esquema
representativo dos tipos de cortes obtidos na industria avicola ¢ apresentado na Figura 1
(BRASIL, 1998).

De acordo com a Portaria n° 210 de 10 de novembro de 1998, resfriamento ¢é o
processo de refrigeragdo e manutencao da temperatura entre 0 °C a 4 °C dos produtos de aves
(carcacas, cortes ou recortes, midos e/ou derivados), com tolerancia de 1 °C medidos na
intimidade dos mesmos. Congelamento ¢ o processo de refrigeracdo e manutencdo a uma
temperatura nao maior que -12 °C, tolerando-se uma variacdo de at¢ 2 °C, medidos na

intimidade dos mesmos.

3.2. Contaminacio microbiologica da carne de frango

A carne apresenta propriedades nutricionais favoraveis para o desenvolvimento
microbiano, cuja composi¢do inclui 75% de 4gua e a presenca de muitos metabolitos como
aminoacidos, peptideos, nucleotideos e agticares (LAWRIE, 2005).

O alto teor de nutrientes, a elevada atividade de agua e o pH proximo a
neutralidade podem favorecer o desenvolvimento de micro-organismos contaminantes,
originarios do proprio animal (microbiota natural) ou de fontes externas presentes na dgua e
solo, que podem vir a contaminar a carne de frango.

A qualidade microbiologica da carne de frango pode ser determinada pela
condicdo sanitdria das aves antes do abate, pela contaminacdo durante o processamento, pelas
condi¢des de estocagem, pela distribui¢do e comercializagdo do produto, sendo que a maior

taxa de contaminacdo ocorre nas primeiras operagdes do abate e no tanque de escaldagem



19

(UPTON, 1995; ALMEIDA; SILVA, 1992). Deste modo, o controle da matéria prima, da
sanidade animal e das condigdes ambientais no processo assume papel relevante e
incontestdvel na qualidade do processo de obtengdo das carcagas abatidas
(DELAZARI,1992).

As aves chegam ao abatedouro com bactérias firmemente aderidas ou incrustadas
na pele, se encontram essencialmente na superficie externa, espaco interdigital e tegumentos
cutineos, no trato digestivo e, em menor grau, no aparelho respiratério e ndo podem ser
removidas apenas pela lavagem. Nas operagdes de abate, depenacdo ¢ uma das operagdes que
podem contribuir fortemente para a contamina¢ao das carcagas de frango (DIKSON;
ANDERSON, 1992; SILVA, 1998).

A contaminacdo por bactérias deterioradoras tem como fonte primaria o conteudo
intestinal. Na industria avicola ¢ relevante ressaltar que ¢ elevada a possibilidade de
contaminagdo das carcagas de frango pelo conteudo gastrintestinal no momento da
evisceragdo (FRANCO; LANDGRAF, 2005; HANNINEN; SIITONEN, 1995).

A microbiota inicial da carne ¢ muito variada. A maioria dos micro-organismos
que alteram a carne fresca refrigerada sdo bactérias psicrotroficas dos géneros Pseudomonas,
Moraxella, Acinetobacter, estando também presentes espécies anaerdbias facultativas como
enterobactérias psicrotroficas, Aeromonas spp., Shewanella putrefacins ¢ micro-organismos
Gram positivos como Lactobacillus sp. e Brochothrix thermosphacta (SILVA, 1998).

A contaminacdo da carne de frango tem sido relatada em diferentes estudos.
Hoffmann et al. (2002) avaliaram a qualidade microbioldgica de carcagas ¢ carnes de frango
mecanicamente separadas e observaram que 57,1% das amostras estavam contaminadas por
bactérias patogénicas como Salmonella sp., Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Campylobacter sp., Escherichia coli enterohemorragica, e Listeria monocytogenes. Em outro
estudo, Cardoso et al. (2005) constataram a presenca de coliformes fecais em 20,7 % (6/29)
das amostras de carcacas de frango provenientes de um abatedouro avicola localizado no
Estado de Sao Paulo. Essas carcacas foram classificadas como insatisfatorias ou improprias
para o consumo, com base nos padrdes microbioldgicos estabelecidos na legislagdo vigente
(BRASIL, 2001).

Rodrigues et al. (2005) avaliaram o nivel de contaminagdo microbiologica
superficial em carcagas de frango nas seguintes fases de abate: antes do primeiro chuveiro de
higienizagdo, apds o primeiro chuveiro, apds a evisceragdo manual, apds o chuveiro de
lavagem final e na saida do pré-resfriamento. Os resultados observados indicaram que a fase

de pré-resfriamento foi considerada um importante ponto critico de controle,
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uma vez que foi capaz de reduzir a contaminagdo microbioldgica de forma significativa para
todos os micro-organismos, quando comparados aos resultados das demais fases. A redugao
significativa foi devido ao efeito do processo de pré-resfriamento, que inclui imersdo em agua
clorada (3 a 4mg/L de cloro residual livre) e refrigerada.

A legislacdo brasileira vigente estabelece limites apenas para coliformes
termotolerantes para carnes de aves in natura resfriada ou congelada (carcagas inteira
fracionada ou cortes) (BRASIL, 2001). No entanto, esses produtos também podem apresentar
contaminagdo por micro-organismos patogénicos. Costa e Rossi Junior (2002) verificaram a
contaminagdo da carne de frango por bactérias pertencentes ao género Aeromonas, em
diferentes pontos da linha de processamento, em um abatedouro industrial. A presenga de
Aeromonas foi constatada em 36,0 % (9/25) das penas das aves, 56,0 % (14/25) das fezes,
72,0 % (18/25) das carcagas nao evisceradas, 72,0 % (18/25) das carcagas evisceradas, 80,0 %
(20/25) da 4gua do pré-resfriamento (80,0 %) e 72,0 % (18/25) das carcacas resfriadas. Os
resultados demonstram que mesmo com o controle higi€nico sanitario adotado no abatedouro
industrial, as carcacas de frango podem contaminar-se com bactérias deste género, onde as
penas e as fezes podem desempenhar papel significativo na disseminagdo do agente, inclusive

nas carcagas resfriadas.

3.3. Caracteristicas do género Aeromonas

Os representantes do género Aeromonas tem este nome oriundo do grego
(aer-aire = ar ou gas e monas = unidade), o qual significa unidade produtora de géas. Sao
bastonetes geralmente moéveis por um flagelo polar, Gram negativos, oxidase e catalase
positivos, nao formadores de esporos, produtores de exoenzimas (amilase, DNase, lipase, etc.)
e resistentes ao agente vibriostatico 2,4-diamino-6,7-diisopropilpteridine (O/129) nas
concentragdes de 10 e 150 pg/L. Produzem acidos a partir da fermentacdo de diversos
acucares (arabinose, maltose, sacarose, manitol) e algumas vezes gases (CAHILL; MACRAE,
1992; HOLT et al., 1994; ICMSF, 1996; JOSEPH; CARNAHAN, 1994).

As bactérias pertencentes ao gé€nero Aeromonas possuem uma morfologia celular
distinta, tendo consideravel variacdo na forma e tamanho das células. Apresentam-se na forma
de bacilos curtos, formatos cocoides até formas finas e filamentosas. Em geral, as células sdo
retas com extremidades arredondadas, apresentando-se isoladas, aos pares ou em cadeias

curtas (Figura 2) (ICMSF, 1996; VARNAN; EVANS, 1991).
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O comprimento das bactérias varia de 1,0 a 3,5 um e 0,3 a 1,0 um de largura e seu
flagelo polar tem em média 1,7 um (Figura 3). As espécies A. salmonicida ¢ A. media sio

imoéveis e algumas espécies podem perder o flagelo esporadicamente (HOLT et al., 1994).

Figura 2 - Caracteristicas morfologicas Figura 3 - Dimensdes de Aeromonas spp.
de Aeromonas spp. (Coloragdo Gram) Fonte: FIOCRUZ, 2008
Fonte: MORRETTI, 2007

As bactérias pertencentes ao gé€nero Aeromonas sao ubiquos na agua doce e
salobra, podendo ser também encontrados em agua de esgotos ¢ no solo. (MURRAY et al.,
2004; VIEIRA, 2003).

Bactérias deste género também tém sido isoladas a partir de diversas fontes de
aguas potaveis (cloradas) e aguas minerais engarrafadas destinadas ao consumo humano
(PAVLOV et al., 2003; VILLARI et al., 2003). GAVRIEL, LANDRE ¢ LAMB (1998),
avaliaram 31 sistemas de distribuicao de agua e demonstraram a capacidade de sobrevivéncia
de Aeromonas em reservatorios de 4gua com niveis de cloro de 0,45 mg/L.

Conforme Vieira (2003) a agua, habitat do género Aeromonas, contribui como
uma via de acesso para contaminagdo dos alimentos. Sabe-se que a cloragdo de aguas e outros
desinfetantes tem sido eficaz no controle da contaminacdo por Aeromonas, bem como de
outras bactérias Gram negativas, apesar de também ter sido reportado alguns casos de
recuperacao em aguas cloradas.

Quanto a atmosfera de crescimento, se desenvolvem bem em anacrobiose e
aerobiose, sendo, portanto micro-organismos anaerobicos facultativos. Aeromonas spp.
desenvolvem-se pouco em atmosferas modificadas, dependendo da microbiota natural e do
nimero de micro-organismos competidores (KIROV, 2001).

Aeromonas sao comumente recuperadas de culturas de fezes, de misturas de
culturas de feridas, abscessos, do trato respiratério, de injurias traumaticas, de infecgdes pos-
operatorias e apOs a exposi¢do a fontes ambientais contaminadas por essas bactérias. Sao
isoladas também de culturas de sangue e outros fluidos corporais, tais como a bile, fluido

peritoneal e efluentes de dialises (KUHN et al., 1997).
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As infecgdes provocadas por estas bactérias se devem a ingestdo de agua e
alimentos contaminados. Pessoas imunodeprimidas sdo suscetiveis a doengas sistémicas
oportunistas. Em pessoas sadias Aeromonas pode provocar diarréia e infeccdes de feridas
(MURRAY et al., 2004).

O armazenamento dos alimentos a temperatura de refrigeracao (4 °C) ndo ¢ um
método seguro de inibicdo do crescimento de bactérias pertencentes ao género Aeromonas,
devido a sua caracteristica psicrotrofica (KIROV, 1993). Conforme Franco e Landgraf (2005)
algumas espécies do género Aeromonas tem capacidade de sobreviver e multiplicar-se em
uma variedade de produtos alimenticios quando armazenados entre -2 ¢ 10 °C. Deste modo, o
uso de outros métodos de preservacao ¢ necessario para impedir a transmissao desta bactéria
pelos alimentos, tais como processamento térmico (pasteurizacdo) e controle da contaminacao
cruzada (KIROV, 2001).

O calor ¢ a irradiacao sao métodos bastante efetivos na destrui¢ao de Aeromonas.
Estas bactérias sdo mais sensiveis ao calor do que Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus
aureus e Salmonella Typhymurium (NISHIKAMA; OGASAWARA; KIMURA, 1993).

3.3.1. Aspectos taxondmicos

Aeromonas spp. foi isolada pela primeira vez em agua potavel por Zimmerman
em 1890 e no ano seguinte foi isolado em sangue de rd por Sanarelli. Os microbiologistas a
classificaram como Bacillus punctata e Bacillus hydrophilus, respectivamente. Somente na
década de 30 foi descrito pela primeira vez o género Aeromonas, criado para agrupar as
bactérias de forma bacilar que possuiam propriedades semelhantes as Enterobacteriaceae,
mas que apresentavam motilidade devido a um tnico flagelo polar. Concluiu-se entdo que as
primeiras bactérias isoladas eram Aeromonas spp. (ADAMS; MOSS, 1995; ICMSF, 1996).

O género Aeromonas, juntamente com Vibrio e Plesiomonas formam o segundo
principal grupo de bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos e fermentadores. Estavam
classificados na familia Vibrionaceae (POPOFF, 1984), devido a semelhangas nas
propriedades fisiologicas, por terem como habitat natural a 4gua e a capacidade de produzir
doenca gastrointestinal no homem (MURRAY et al., 2004).

Ao longo dos anos, o género Aeromonas tem sofrido muitas mudangas
taxonomicas. Estudos incluindo a hibridizacdo rRNA-DNA, andlises seqiienciais 5S rRNA,

catalogacao de 16 rRNA e as diferencas imunoldgicas propuseram sua inclusdo em uma nova
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familia, pois existem distingdes com espécies pertencentes a familia Vibrionaceae. Assim, foi
proposta a ado¢do de uma nova familia separada de acordo com evidéncias moleculares e
genéticas, a familia Aeromonadaceae (ALTWEGG; LUTHY-HOTTENSTEIN, 1991;
KAMPFER; ALTWEGG, 1992; MARTINEZ-MURCIA; BENLLOCH; COLLINS, 1992).

A taxonomia do género é complexa e tem sofrido constantes alteracdes, sendo que
o numero de espécies reconhecidas tem aumentado. O género Aeromonas era anteriormente
dividido de acordo com a 7° edi¢cdo do Manual Bergey’s (POPOFF, 1984) em dois subgrupos
e classificados dentro da familia Vibrionaceae. As espécies moveis, incluindo A. hydrophila,
A. caviae e A. sobria e as imoveis, formado pelas espécies A. salmonicida, subespécies
salmonicida, achromogenes e masoucida. No entanto, novos estudos evidenciaram a
existéncia de formas atipicas e viu-se entdo a necessidade de uma nova classificacdo das
espécies (JOSEPH; JANDA; CARNAHAN, 1988). Entdo foi proposta a classificagdo do
género em cinco espécies A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii e A. media (JANDA;
DUFFLEY, 1988). JOSEPH et al. (1991) porém, consideraram quatro espécies: A.
hydrophila, A. caviae, A. veronii agrupando A. sobria e acrescentando a espécie A. jandael.
Subsequentemente novas espécies foram descobertas e incluidas dentro do género Aeromonas
ao longo dos ultimos anos.

Segundo Galbis et al. (2002) haviam sido definidos para o género Aeromonas
dezessete grupos de hibridizagdo a partir de estudos DNA-DNA: A. hydrophila HG1, A.
hydrophila-like HG2, A. salmonicida HG3, A. caviae HG4, A. media HGS5, A. eucrenophila
HG®6, A. sobria HG7, A. veronii biovar sobria HG8, A. jandaei HG9, A. veronii biovar veronii
HG10, unnamed (Aeromonas sp.) HG11, A. schubertii HG12, unnamed HGI13, (grupo
entérico 501), A. trota HG14, A. allosaccharophila HG15, A. encheleia HG16 e A. popofii.
(Tabela 1).

Na atualidade, de acordo com o Taxonomic outline of the prokaryotes, Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology, o género Aeromonas encontra-se classificado na ordem
Aeromonadales, familia Aeromonadaceae e inclui dezesseis espécies e onze subespécies: A.
allosaccharophila, A. bestiarium, A. caviae, A. culicicola, A. encheleia, A. enteropelogenes,
A. eucrenophila, A. ichthiosmia, A. jandaei, A. media, A. popoffii, A. schubertii, A. sobria,
A.simiae, A. trota, A. veronii, A. hydrophila subsp. hydrophila, A. hydrophila subsp.
anaerogenes, A. hydrophila subsp. dhakensis, A. hydrophila subsp. ranae, A. puctata subsp.
punctata, A. puctata subsp. caviae, A. salmonicida subsp. salmonicida, A. salmonicida
subsp. achromogenes, A. salmonicida subsp. masoucida, A. salmonicida subsp.
pectinolytica, A. salmonicida subsp. smithia, (GARRITY; BELL; LILBURN, 2004).
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Tabela 1 - Grupos de hibridizac¢do, genoespécies e fenoespécies do género Aeromonas

Grupo de hibridizagdo DNA

(HG) Genoespecies Fenoespécies
1 A. hydrophila A. hydrophila
2 A. bestiarium A hydrophila-like
3 A. salmonicida A.  salmonicida  subsp.
salmonicida
3 A. salmonicida A. salmonicida subsp.
achromogenes
3 A. salmonicida A. salmonicida subsp.
masoucida
3 A. salmonicida A. salmonicida subsp.
smithia
3 Unnamed A hydrophila-like
4 A. caviae A. caviae
5A A. media A. caviae-like
5B A. media A. media
6 A. eucrenophila A. eucrenophila
7 A. sobria A. sobria
8x A. veronii A. veronii biovar sobria
8y A. veronii A. veronii biovar sobria
9 A. jandaei A. jandaei
10 A. veronii bv. veronii A. veronii biovar veronii
11 Unnamed Aeromonas sp. (ornitina
positivo)
12 A. chubertii A. chubertii
13 Aeromonas Grupo 501 A. chubertii-like
14 A. trota A. trota
15 A. Allosaccharophila A. Allosaccharophila
16 A. encheleia A. encheleia
17 A. popoffii A. popoffii

Fonte: adaptado de KIROV, 2001.
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Dentre estas espécies algumas estdo mais freqiientemente relacionadas a doengas
humanas, tais como Aeromonas hydrophila, A. caviae, A. veronii, A.eucrenophila., A. jandaei,
A. schubertii, (DAVIES et al., 2001; WANG et al., 2000).

3.3.2. Fatores que interferem no crescimento de Aeromonas spp.

O género Aeromonas inclui espécies capazes de crescer em temperaturas que
variam de 0°C a 45°C. Algumas linhagens de Aeromonas apresentam crescimento em
temperaturas entre 0°C a 5°C, enquanto outras crescem em temperaturas mais elevadas entre
40 a 45 °C (JAY, 2005). Espécies deste género estdo presentes naturalmente em diversos
alimentos e sdo capazes de se multiplicar em um periodo de 7 a 10 dias quando estocados a
5° C. Cepas isoladas de espécimes clinicos s3o capazes de crescer a temperatura de
refrigeragdo, sendo também observada a capacidade de producdo de enterotoxinas e
hemolisinas a esta dada temperatura. As espécies moveis de Aeromonas estdo relacionadas a
patogénicas no homem e crescem em temperaturas que variam de 10°C a 42°C, com 6timo de
crescimento a 28°C (KIROV, 2001; MARTINS; MARQUEZ, YANO, 2002).

Aeromonas spp. apresentam crescimento em valores de pH entre 5,5 a 9,0, sendo
sensiveis a pH inferior a 5,5. Nao toleram concentragdo salina superiores a 5 % de NaCl. A
tolerancia ao pH e concentracdo salina varia com a temperatura de crescimento. Alimentos
estocados a baixas temperaturas com concentracdo de 3 a 3,5% de NaCL e valores de pH
inferior a 6,0 inibem o seu o crescimento. Para a temperatura de crescimento a 28°C, as
bactérias crescem na concentragdo salina de 4% de NaCl, sendo esta tolerancia diminuida
quando a temperatura ¢ de 5°C (ADAMS; MOSS, 1995; FRANCO; LANDGRAF, 2005;
KIROV, 2001).

Os acidos acético, tartarico, latico, sulfirico e hidrocloridrico sdo efetivos para
restringir o crescimento de Aeromonas. Os polifosfatos também podem controlar seu
desenvolvimento em certos alimentos (KIROV, 2001). A utilizagdo de polifosfatos em
combinagdo com outros fatores que restringem o desenvolvimento de Aeromonas spp., tais
como pH abaixo de 5,0 e concentracdo de NaCl acima de 3,5 %, tem uma maior eficiéncia
(ISONHOOD; DRAKE, 2002).

De uma maneira geral, Aeromonas spp. isoladas de amostras clinicas, ambientais

e alimentos sdo sensiveis aos seguintes agentes antimicrobianos: cloranfenicol, colistina,
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gentamicina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprim. Porém resistentes a ampicilina,
carbenicilina, cefazolim, cefalotim e ticarcilina (MURRAY et al., 2004).

Vivekanandhan et al., (2002) avaliaram cepas de A. hydrophila isoladas de 536
amostras de peixes e 278 de camardes produzidos no Sul da India, por um periodo de dois
anos e constataram um alto percentual de resisténcia aos antibidticos meticilina, rifampicina,

bacitracina e novobiocina.

3.4. Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia conhecidos para Aeromonas spp. sdo resultados de
pesquisas com isolados de pacientes com doencas gastroentéricas, sendo escasso o
conhecimento dos fatores que podem ser significantes em doencas extraintestinais. Porém,
sabe-se que alguns determinantes de viruléncia sdo comuns para ambas as formas de infec¢ao
(KIROV, 2001).

De uma maneira geral pacientes com doenga gastrintestinal apresentam um
quadro clinico de diarréia aquosa e febre moderada, sendo que em alguns casos podem
ocorrer muco e sangue nas fezes (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

O género Aeromonas inclui espécies comumente capazes de produzir inimeros
fatores de viruléncia, os quais tém importante papel no desenvolvimento de doengas tanto em
seres humanos quanto em animais. Dentre os fatores conhecidos destacam-se as enzimas
extracelulares, as exotoxinas, endotoxinas (lipopolissacaridica), sideréforos, hemolisinas,
camada-S, invasinas e adesinas (CHOPRA; HOUSTON,1999; GRANUM et al., 1998;
TROWER et al., 2000).

Para as varias enzimas extracelulares produzidas por Aeromonas destacam-se as
proteases, as DNases, as lipases, as elastases, as amilases, as lecitinases e as gelatinases.
Ainda ndo foram determinadas sua fun¢do nos mecanismos de viruléncia, mas sabe-se que as
proteases podem contribuir para a patogenicidade, causando danos diretos aos tecidos ou
aumentando a capacidade de invasdo. Ja as lipases, representadas pela glicerofosfolipideo-
colesterol-aciltransferase (CGAT), tém a propriedade de provocar a lise da membrana celular
e de eritrocitos (KIROV, 2001; MERINO et al., 1995).

Scoglio et al. (2001) verificaram a produc@o de enzimas extracelulares por 7 cepas

de A.hydrophila e 11 A.caviae isoladas de amostras de frutos do mar e detectaram que 100 %
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das cepas eram produtoras de lipase, enquanto que a produgdo de DNase e caseinase foi
observada somente para as cepas de A.hydrophila (100 %).

Quanto a produgdo de enterotoxinas Aeromonas spp. produzem dois tipos:
citotonicas e citotoxicas. As enterotoxinas citotonicas tém peso molecular de
aproximadamente 15kDa, estudos demonstraram a capacidade de provocar arredondamento
das c¢lulas da adrenal de camundongos sem provocar sua lise, sdo inativadas quando
aquecidas a 60 °C por 20 minutos e estaveis se o aquecimento for a 56°C por 10 min. J4 as
enterotoxinas citotoxicas causam o engurgitamento das células e a morte do tecido celular e
podem estar associadas a atividade hemolitica assim com a toxina colérica. Em temperaturas
de 4 °C podem ser produzidas por algumas cepas de Aeromonas (ELEY; GEARY; WILCOX,
1993; FRANCO; LANDGRAF, 2005). A maioria das cepas Aeromonas de produzem
aerolisina, uma enterotoxina termolabil, B-hemolitica e citotéxica com peso molecular de
52kDa (FRANCO; LANDGRAF, 2005; JAY, 2005).

Rall et al. (1998) isolaram as espécies A.hydrophila, A.caviae e A.sobria de 50
amostras de peixes Pintado comercializadas em supermercados do estado de Sdo Paulo e
verificaram que 88 % das cepas de A.hydrophila, 27 % A.sobria e 13 % de A.caviae
produziram enterotoxinas in vitro.

As endotoxinas (lipopolissacaridica), um importante componente estrutural de
muitas bactérias Gram negativas, pode ter um papel direto ou indireto na patogenicidade de
Aeromonas spp. (KIROV, 2001). O antigeno lipopolissacaridico (LPS) age na adesdo
bacteriana as células da mucosa intestinal (ISONHOOD; DRAKE, 2002). Khashe et al.
(1996) caracterizando capas de A.hydrophila de diferentes origens concluiram que o O:34 ¢
um importante sorogrupo de Aeromonas.

Aeromonas spp. produzem também sideréforos, compostos de baixo peso
molecular com afinidade por vérias formas de ferro, sendo considerados essenciais para a
viruléncia durante a infecgdo. Sdo produzidos dois tipos: a enterobactina, produzida por varias
bactérias Gram negativas e a amonabactina, produzida somente por Aeromonas spp.
Enterobactina sdo encontradas nas espécies A. veronii biovar sobria (HG8/10) ¢ A.jandaei
(HGY), enquanto a amonabactina sdo encontradas em A. hydrophila (HG1, HG2 ¢ HG3),
A.caviae (HG4), A.media (HG5), A.schubetii (HG12) e A.trota (HG14) (KIROV, 2001).

Na produg@o de hemolisinas Aeromonas spp. estdo incluidas duas classes: alfa e
beta. Hemolisinas sdo proteinas citoliticas extracelulares que agem formando perfuragdes na
membrana celular por sua insercdo na camada bi-lipidica, destruindo a barreira de

permeabilidade da membrana e dissolvendo as células vermelhas do sangue. A B-hemolisina ¢
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a mais caracterizada das hemolisinas bacterianas em termos de suas propriedades
moleculares, sdo formadas na fase log de crescimento e tem peso molecular de 49 a 53 kDa.
Causam lise completa dos eritrocitos e sdo inativadas a temperatura de 56 °C por 5 minutos. A
alfa-hemolisina ¢ formada durante a fase estacionaria de crescimento, tem peso molecular de
65 kDa e causa lise incompleta dos eritrocitos (KIROV, 2001; KUHN et al.,1997).

Gibotti et al., (2000) isolaram Aeromonas spp. no rio Cambé (Parand) e
verificaram que 45 % das cepas apresentaram atividade hemolitica, indicando seu potencial de
causar patogenia para animais € o0 homem.

Rodriguez et al. (2007) determinaram alguns fatores de viruléncia (DNase,
gelatinase, elastase, lecitinase e hemolisina) em 44 cepas de Aeromonas spp. isoladas de
sangue de pacientes com bacteremia e constataram que todas as cepas (100 %) apresentavam
pelo menos um dos fatores investigados.

A camada-S, macromoléculas organizadas como subunidades protéicas (45 a 58
kDa) sdo ligadas a parede celular bacteriana. A. salmonicida produz a camada-S que é
conhecida como camada-A. Sdo uteis como reservatorio de agua e nutrientes, aumentam a
aderéncia a superficies através da formagdo de biofilmes e do poder infectante, aumentam a
capacidade invasiva das bactérias patogé€nicas que escapam mais facilmente a acdo dos
fagdcitos e aumentam a resisténcia microbiana a biocidas (SCHIAVANO et al., 1998).

Ainda nao ¢ conhecida com exatiddo a funcdo da camada-S em Aeromonas
mesofilas, porém sabe-se que tem atividade antifagocitdria que facilita a disseminacao
sistémica ap6s a invasdo. Em infec¢des extraintestinais (ferimento e peritonite) ja foram
identificadas as espécies A. hydrophila (HG1) e A. veronii biovar sobria (HG8/10) produtoras
destas macromoléculas (KIROV, 2001).

As adesinas s3o componentes da superficie microbiana que se fixam a receptores
celulares do hospedeiro. As adesinas mais estudadas e conhecidas sdo as fimbrias, estruturas
cilindricas, longas e flexiveis ou curtas e rigidas. A fixagdo das adesinas aos receptores
celulares depende de afinidade estrutural entre ambos. Alguns micro-organismos fixam-se a
receptores da orofaringe, outros a mucosa intestinal, dependendo da especificidade das
adesinas microbianas e receptores das membranas celulares (TORTORA; FUNKE; CASE,
2005).

As fimbrias possibilitam a adesdo de Aeromonas spp. a diferentes tipos de células.
Fimbrias pequenas e rigidas que ocorrem em um grande numero de bactérias, e as fimbrias

longas e flexiveis, que ocorrem em um pequeno numero de células bacterianas. Os dois tipos
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tétm sido encontrados em diferentes cepas oriundas de isolados clinicos e ambientais
(MERINO et al., 1995).

Existem diferencas entre as espécies de Aeromonas no processo de adesdo,
estudos com culturas de células ¢ modelos animais demonstraram que. A.hydrophila foi
menos eficiente na adesdao a célula hospedeira do que A.veronii biovar sobria e A.caviae
(HO et al., 1990).

No que diz respeito a produg¢do de invasinas, que sdao proteinas também
denominadas fatores de invasao, sdo responsaveis pela invasdo de células epiteliais. A invasao
¢ um processo ativo, induzido pela propria bactéria patogénica. Outras substancias com
capacidade de invasdo tém sido também designadas invasinas (TRABULSI et al., 2004).

A habilidade invasiva de cepas de Aeromonas spp. t€ém sido constatada mais
comumente em amostras de pacientes com disenteria. E sugerido para as invasinas um

mecanismo de invasdo tecidual, que ainda necessita de mais estudos (JANDA, 1991).

3.5. Envolvimento de Aeromonas spp. em doencas extra e gastrointestinais

3.5.1. Doencas extraintestinais

Em seres humanos o primeiro relato de infec¢do extraintestinal foi a miosite
aguda causada por Aeromonas no ano de 1954 em uma mulher da Jamaica e alguns anos
depois, varios outros relatos foram publicados (ADAMS; MOSS, 1995).

Apesar de ainda ndo ser conhecida a dose infecciosa por Aeromonas spp., O
género inclui espécies que causam uma ampla variedade de infecgdes extraintestinais no
homem, dentre as quais peritonites, endocardites, pneumonia, conjuntivites, infecgdes do trato
urinario, sindrome urémica hemolitica, septicemias, etc. A septicemia ¢ a doenga mais
invasiva causada por espécies de Aeromonas spp., embora, originalmente descrita em
individuos imunodeprimidos, essa doenga foi detectada também em pessoas sadias e de todas
as idades. Os acometidos para as diversas doencas associadas a Aeromonas spp. sao
freqiientemente imunodeprimidos (criancas e adolescentes), idosos e particularmente
pacientes com septicemias e meningites (CORREDORIA et al., 1994; ICMSF, 1996).

Espécies moveis de Aeromonas tém sido isoladas de amostras clinicas e
relacionadas a diferentes doencas no homem. A. veronii bv. sobria (HG8/10) ¢ mais

freqiientemente associada com bacteremias que as demais espécies (KIROV, 2001). No
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entanto, Ko e Chang (1995) avaliaram 59 casos de bacteremia provocados por Aeromonas
spp. e notaram que a espécie A.hydrophila foi mais comum.

Aeromonas schubertii possui importancia clinica relacionada ao seu isolamento a
partir de infeccdo de feridas subseqlientes a exposicdo a agua, ao solo ou a alimentos
contaminados, com incidéncia maxima nas estagcdes quentes. Por sua vez, A. veronii foi
descrita como produtora de bacteremia, infecgdes de feridas e diarréia. A. jandaei foi isolada
como agente de infeccdo em quatro pacientes (PETERSEN; DALSGAARD, 2003).

Estudos de isolados clinicos (sangue) de pacientes com hepatite B cronica
evidenciaram que A. veronii biovar veronii foram responsaveis por septicemias e colangite

aguda (MENCACCI et al., 2003).

3.5.1. Doencas gastrointestinais

Aeromonas spp. tém sido incriminada como agentes causadores de doencas
diarréicas desde os primeiros isolados de fezes humanas em 1961. O papel de Aeromonas spp.
como um enteropatdgeno ainda tem evidéncias controversas. Para as fenoespécies conhecidas
quatro tem sido isolada de fezes humanas com freqiiéncia significativa: A. hydrophila, A.
caviae, A. veronii biovar sobria e A. trota. A. jandaei, A.eucrenophila e A. schuberttii sao
isoladas raramente de fezes. A enteropatogenicidade ¢ devida a presenga de certos genes, por
exemplo, genes para hemolisina em isolados obtidos de pacientes com diarréia
(GRAEVENITZ , 2007).

De acordo com Kirov (1993) a principal fonte de infeccdo por Aeromonas spp. € a
agua, mesmo em aguas cloradas. Na Australia, estudos evidenciam que o aumento da sua
incidéncia em aguas tratadas coincide com o aumento de gastrenterites nos meses de verao.

No que se refere as infecgdes gastrointestinais, a primeira causada por Aeromonas
spp. foi transmitida pela 4gua. Estudos revelaram que o aumento da populacdo de Aeromonas
em bebidas contendo dgua, coincide com o aumento na incidéncia de doencgas gastrintestinais
(KIROV, 2001).

A. hydrophila (HG1 e HG3), A. caviae (HG4), A. veronii biovar sobria (HG8/10),
A. trota (HG14) e A. jandaei (HGY) sdo espécies que tem sido associada a gastrenterites. Em
diarréias pediatricas A. caviae é a mais comumente encontrada (KIROV, 2001). A. sobria
tem sido isolada de casos de diarréia aquosa apresentando uma toxina similar a colera

(ARAUIJO, 2001).
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Os casos de gastroenterites associados com Aeromonas sao mais freqiientes em
criancas menores de cinco anos de idade. Em geral ¢ autolimitada e benigna, as diarréias sdao
aquosas, em alguns casos t€ém muco ou sangue, acompanhadas de febre leves, sendo que
vOmitos podem ocorrer em geral em criangcas menores de dois anos de idade. A infeccdo,
normalmente, nao se estende por mais de uma semana. Em adultos os fatores de riscos para
uma predisposi¢do se devem a terapias antimicrobianas, inibi¢do ou neutralizacao da secrecao
gastrica, doencas hepéticas, dentre outros. Casos de diarréia em viajantes também tém sido
atribuidos a Aeromonas spp. (ADAMS E MOSS, 1995; KIROV, 2001).

As gastroenterites relacionadas com Aeromonas spp. podem ser devido a
multiplos fatores de viruléncia, bem como a combinagdo entre eles. Embora nao tenha sido
claramente demonstrado que Aeromonas spp. sejam os responsaveis por gastroenterites,
espécies tém sido isoladas e epidemiologicamente vinculadas para esta doenca (ICMSF,
1996). De acordo com Rall (1998) o mecanismo de patogenicidade ndo estd totalmente
esclarecido, mas sabe-se que as Aeromonas produzem enterotoxinas € enzimas, responsaveis
pelo sintoma de diarréia.

Doengas diarréicas sdo enfermidades importantes na mortalidade em paises em
desenvolvimento, estando principalmente envolvidos criangas e idosos. Aeromonas tém sido
associadas nos ultimos anos como um relevante agente etiologico de doengas
gastrointestinais. Em pesquisa com 408 isolados clinicos de pacientes com diarréia em dois
diferentes hospitais no Rio Grande do Sul (Brasil), 27 % foram positivas para o género. As
espécies isoladas foram A.hydrophila (51,8 %), A.caviae (40,8 %) e A.veronii biovar sobria
(7,4 %). Na maioria das cepas foram identificados varios fatores de viruléncia (atividade
hemolitica, lipolitica, proteolitica e formagao de biofilmes) (GUERRA et al., 2007).

Reina et al. (1991) realizando estudos na Espanha durante dois anos sobre a
etiologia de casos de diarréia de criangas lactantes, verificaram que 53,8 % dos casos eram
devido a Aeromonas spp. Destas 68 % eram decorrestes de Aeromonas caviae.

Vila et al. (2003) pesquisando Aeromonas spp. como causa de diarréia dos
viajantes relataram que A.caviae e A.sobria estavam mais frequentemente associadas com esta
enfermidade.

Na investigacdo de 2.323 amostras de swabs retais de neonatos com diarréia
aguda hospitalizados no Rio de Janeiro no periodo de 1998 a 2006 foram isoladas 56 cepas de
Aeromonas spp. Identificaram-se as espécies A. caviae (42,8 %), A. media (25 %), A. veronii
biovar sobria (10,7 %), A. hydrophila (9 %), A. veronii biovar veronii (5,3 %), A. sobria
(1,8%), A. jandaeai (1,8 %) e A. schuberttii (1,8 %). A presenca de Aeromonas spp.
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evidenciando as implicagdes clinico-epidemioldgicas, bem como a importancia destes
patdgenos para a saude publica (PEREIRA et al., 2008).

Em 582 coproculturas de um surto de doenga diarréica aguda em Sdo Bento do
Una (Pernambuco) no ano de 2004, foi constatada em 25 % das amostras a presenca de
Aeromonas spp. (HOFER et al., 2006).

Martins, Marquez e Yano (2002) relataram um maior percentual de produgao de
toxinas por cepas de Aeromonas isoladas em amostras clinicas do que as de amostras de
alimentos. Das 194 cepas (94 de alimentos e 95 de amostras clinicas) 29,4% eram
enterotoxigénicas, 43,1% eram hemolitica e 89% eram citotoxigénicas para os isolados
clinicos. Para as amostras de alimentos 18,2% foram enterotoxigénicas, 17,1% hemolitica e

72,7% citotoxigénicas.

3.6. Ocorréncia de Aeromonas spp. em alimentos de origem animal

A contaminagdo por Aeromonas spp. tem sido relatada em diversos tipos de
alimentos de origem animal, incluindo peixes, frutos do mar, carnes vermelhas e aves
(ADMS; MOSS, 1995).

Apesar do aumento do numero de patogenias provocadas por bactérias
pertencentes ao género Aeromonas, poucos relatos de surtos foram publicados e ainda pouco
se sabe sobre o impacto de Aeromonas spp. patogénicas em doengas relacionadas com
alimentos. Estas bactérias t€ém como habitat ambientes aquaticos, sendo encontradas, na
maioria das vezes, em alimentos como peixes e frutos do mar (MATTE, 2004).

A habilidade de algumas cepas de Aeromonas spp. crescerem a baixas
temperaturas podem levar ao desenvolvimento de um elevado ntimero de bactérias sob
condigdes de refrigeracdo, tornando-as uma parte importante da microbiota deteriorante de
alimentos refrigerados (TSAI; CHEN, 1996). O nimero de bactérias pode aumentar de 10-
1000 vezes em amostras de carnes e pescado durante uma semana de armazenamento sob
refrigeragdao (ICMSF, 1996).

O consumo de alimentos marinhos contaminados por espécies de Aeromonas tem
sido associado a casos de septicemias (CHAN et al., 2000). Em Taiwan, espécies de
Aeromonas moveis foram detectadas em 88% dos frutos do mar comercializados nos

mercados varejistas e supermercados. O consumo habitual de frutos do mar in natura na Asia
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pode ser responsavel pelo aumento da presenca de uma série de espécies de Aeromonas de
origem fecal (YAUN; LIN, 1993).

Martinez-Manzanares et al. (1991) avaliaram a contamina¢do de moluscos por
Aeromonas spp. na Espanha e constataram maior incidéncia na primavera quando comparada
a outras estacdes do ano.

Na avaliacdo de 43 amostras de mexilhdes in natura e 43 pré-cozida foram
isoladas 372 cepas de Aeromonas spp., sendo identificadas nove espécies: A. media,
A.hydrophila, A.caviae, A.chubertii, A.jandaei, A.veronii biovar sobria, A.veronii biovar
veronii, A.trota e A.sobria. O envolvimento destas bactérias em casos de doencas no homem
revela a importancia de alertar as autoridades de saude publica de sua ocorréncia neste tipo de
alimento (PEREIRA et al., 2004).

Barreto et al., 2006 coletaram ostras no periodo de abril a outubro de 2002 de um
criadouro natural com 30 coletas quinzenais, no estuario do rio Cocod (Fortaleza/CE) e
observaram que 50 % das amostras foram positivas para o género Aeromonas. As espécies
identificadas foram A.caviae, A.eucrenophila, A.media, A.sobria, A.trota, A.veronii biovar
sobria, A.veronii biovar veronii. Na Turquia também foram encontradas Aeromonas spp. em
ostras. Das 127 amostras avaliadas, 84 (66,1 %) continham a bactéria (COLAKOGLU;
SARMASIK; KOSEOGLU, 2006).

Na Alemanha foram isoladas 134 cepas de Aeromonas spp. de 84 amostras de
pescado, sendo identificadas 67,9 % de A.hydrophila, 26,1 % de A.caviae e 6 % de A.sobria
(ULLMANN et al., 2005). Na India também foram isoladas A.hydrophila em 33,58 %
(180/536) das amostras de peixes comercializadas no mercado de Coimbatore
(VIVEKANANDHAN et al., 2005). Em outro estudo, Radu et al. (2003) encontraram as
espécies A.hydrophila, A.caviae ¢ A.veronii bv. sobria em 87 amostras de peixes
comercializados na Malésia.

Em Sao Luis (Maranhdo), Martins et al. (2006) evidenciaram Aeromonas spp. em
todas as 30 amostras de peixes avaliadas coletadas do rio Bacanga, com contagens variando
de 3,2 x 10> a 2,4 x 10* UFC/g. Foram isoladas 245 cepas de bactérias, das quais 184
positivas para o género Aeromonas spp. com identificagdo para as seguintes espécies: A.cavie
(43,4 %), A.hydrophila (28,2 %), A.veronii (26,6 %) ¢ A.sobria (1,6 %).

Morita (2005) pesquisou a presenga de Aeromonas spp. em 30 amostras de 4gua e
30 de peixes de pesque-pagues da regido metropolitana de Sdo Paulo (SP) e observou que

33,3 %(10/30) e 26,6 % (8/30), respectivamente estavam contaminadas.
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A avaliagdo de peixes congelados comercializados no México revelou a
contaminagdo por Aeromonas spp. com as seguintes espécies identificadas: A. salmonicida
(67,5 %), A.bestiarium (20,9%), A.veronii (5,2 %), A.encheleia (3,9 %) ¢ A.hydrophila (2,6%)
(FIGUERAS et al., 2000).

Na investiga¢do de visceras de peixes (bagres e peixes-gato), agua e sedimentos
de um criadouro, Aeromonas spp. foram detectadas em todas as amostras, tendo uma
contagem mais elevada nas visceras de peixes quando comparadas a contagem na agua € nos
sedimentos dos tanques de cria¢do. Os autores ressaltaram desta forma os riscos da possivel
contaminagdo cruzada na etapa de evisceragdo dos peixes (LEUNG; HUANG;
POCORBO,1992).

Diversos alimentos de origem animal e vegetal foram investigados para a
incidéncia e identificacdo de Aeromonas spp. mesoéfilas coletadas de sete supermercados de
Flanders, na Bélgica. De um total de 68 amostras (27 amostras de vegetais, 23 de aves, carnes
e produtos carneos, 18 de peixes e camardes) foram isoladas Aeromonas spp. de 26 % das
amostras de vegetais, 70 % das de aves e carnes e 72 % dos peixes e camardes (NEYTS et al.,
2000). Villari et al. (2000) também investigando diferentes alimentos (alface, racula, queijo,
salame, presunto e sorvetes) identificou a espécie A.hydrophila como a mais comumente
isolada em alimentos de origem animal ¢ A.caviae a espécie dominante entre os vegetais.

Hanninen, Oivanen e Hirvela-Koski (1997) também isolaram bactérias
pertencentes ao género Aeromonas de amostras de peixes, ovos de peixes, camardes € agua
doce. Das 29 amostras de peixes analisadas, foram positivas para o género 27 (93 %). Todas
as 17 (100%) amostras de ovos de peixes, 2 (16 %) das 12 de camardes e todas as 23 (100%)
amostras de 4gua doce também foram positivas para Aeromonas spp.

Cepas de Aeromonas spp. isoladas de amostras de penas, fezes, carcagas de frango
ndo evisceradas, carcacas de frango evisceradas resfriadas e agua de pré-resfriamento de um
abatedouro de frango foram investigadas para a capacidade enterotoxigénica. Das 75 cepas
testadas, 31 produziram enterotoxinas na prova de inoculagdo intragastrica em camundongos
lactantes, sendo 9 (29 %) cepas da espécie A.hydrophila, 9 (29 %) A.sobria, 6 (19,4 %)
A.cavie, 4 (12,9 %) A.veronii, 1 (3,2 %) A.chubertii, 1 (3,2 %) A. trota ¢ 1 (3,2 %) A.jandaei
(COSTA; ROSSI JUNIOR, 2007).

Freitas, Nunes e Milhomem (1993) na avaliagdo de 35 amostras de leite
pasteurizado e 25 de queijo branco coletados de supermercados do Rio de Janeiro isolaram

Aeromonas spp. em 28,5% das amostras de leite pasteurizado e 32 % das amostras de queijo.
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Carneiro e Rossi Junior (2006) coletaram 80 amostras investigaram amostras de
leite tipo A de diferentes pontos ao longo do processo de beneficiamento do leite (leite na
entrada e saida do pasteurizador, tanque de abastecimento da maquina de envase e do leite
empacotado pronto para comercializagdo) e observaram que 37 (46,25 %) delas estavam
contaminadas por Aeromonas spp.

Bulhdes e Rossi Junior (2002) constataram a presenca de Aeromonas spp. em
51,2 % das 160 amostras de queijos Minas Frescal tipo artesanal comercializados em Pogos
de Caldas (MG) e Jaboticabal (SP) avaliadas, com contagens que variaram de 5,0 x 10° a 4,0
x 10° UFC/g. As espécies identificadas foram: A.cavie, A.hydrophila e A.chubertii.

Ibrahim e Macrae (1991) verificaram a presenca de Aeromonas spp. em 150
amostras de leite de vaca in natura e 150 amostras de carne, sendo 50 amostras de carne
bovina, 50 de carne de cordeiro e 50 de carne suina. Os autores constataram a presenga destas
bactérias em 27 % das amostras de leite, 60 % das de carne bovina, 58 % das de carne de
cordeiro e 74 % das de carne suina.

Na avaliacdo de 24 amostras de alimentos na Suécia, incluindo carnes de aves,
peixes, carnes bovina e suina, leite in natura e hortaligas detectaram a presenca de Aeromonas
spp. em 27 % das amostras, ndo sendo encontradas em nenhuma das amostras de leite in
natura e hortalicas. As cepas isoladas também se revelaram produtoras de diversos fatores de

viruléncia (hemolisina, citotoxina, toxina citotonica e proteases) (KROVACEK et al., 1992).

3.7. Meios de cultura para isolamento de Aeromonas spp.

Diferentes meios de cultura t€ém sido utilizados para o isolamento de Aeromonas
spp. a partir de alimentos. Muitos meios usam carboidratos como agente diferencial e
ampicilina ou penicilina como agentes seletivos. O agar amido ampicilina (SA) elaborado por
Palumbo et al. em 1985 tem sido muito utilizado para este fim, pois seleciona uma alta taxa
de colonias presuntivas confirmadas para o género. Outros meios também tém sido usados,
tais como: dagar xilose-desoxicolato citrato, dgar Maconckey manitol-ampicilina, agar
Maconckey xilose-ampicilina, agar sangue com ampicilina, agar peptona extrato de carne
glicogénio, o meio Rimler-Shotts, o meio Rimler-Shotts modificado, o dgar verde brilhante
com sais biliares, o agar Maconckey e agar Wagatsuma modificado (KROVACEK et al.,
1992).
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No agar amido ampicilina (SA) o amido incorporado ao meio age como agente
diferencial, uma vez que muitas bactérias Gram negativas ndo sao capazes de hidrolisar o
amido. A ampicilina adicionada ao meio tem a finalidade de inibir o crescimento de bactérias
pertencentes ao grupo coliformes, algumas outras Enterobacteriaceae e Pseudomonas. As
coldnias tipicas de Aeromonas spp. no dgar amido ampicilina tem um diametro de 3-5 mm e
tem uma coloracdo que varia de amarelo a mel e quando inundadas com solu¢ao de lugol
apresentam um halo transparente ao seu redor, devido a hidrélise do amido (ICMSF, 1996).

Aeromonas moveis podem ser isoladas através da semeadura direta em &agar
seletivo ou apds o enriquecimento. E requerida utilizagdo de meios de enriquecimento em
alguns casos quando o numero previsto de Aeromonas spp. ¢ pequeno ou existem suspeitas de
células injuriadas. O caldo de soja e tripticaseina, o caldo triptona, o caldo Rimler Shotts
modificado e a 4gua peptonada alcalina sdo alguns meios utilizados (ICMSF, 1996).

Segundo Varnan e Evans (1991) o caldo de soja e tripticaseina adicionado de
ampicilina tem sido amplamente utilizado, embora alguns pesquisadores prefiram fazer uso da
agua peptonada alcalina, devido a possivel sensibilidade de algumas cepas a ampicilina. Em
outro estudo, Sachan e Agarwal (2000) na avaliacdo de caldo dextrina e dgua peptonada
adicionado de 10 mg/L cefalotina para o isolamento de Aeromonas spp. de amostras de carne
de frango, observaram que houve uma maior taxa de isolamento na agua peptonada
adicionada do agente.

A maioria das espécies de Aeromonas spp. crescem em meios de cultura entéricos,
no entanto t€ém sido identificadas de forma errénea como coliformes. Como se sabe o
requerimento para bactérias isoladas de amostras clinicas ¢ diferente das isoladas de amostras
de alimentos. Para amostras clinicas, Rocha et al. (2008) avaliaram um novo meio seletivo, o
agar unisc, para o isolamento de Aeromonas spp., Plesiomonas shigelloides e enteropatogenos
classicos, como uma alternativa aos coprocultivos classicos, favorecendo no diagnostico
laboratorial de gastroenterites. O meio se mostrou neste estudo eficiente na deteccdo de
Aeromonas spp., bem como das demais bactérias.

Na identificacdo das espécies de Aeromonas ¢ possivel separar facilmente as
espécies moveis das imoveis, devido a produgdo, pelas espécies imdveis, de um pigmento
pardo e hidrossoluvel observado no agar de soja e tripticaseina (TSA). Para as demais
espécies moveis se faz necessario a utilizacdo de provas bioquimicas para confirmacido do
género e identificacdo a nivel de espécies (ICMSF, 1996).

Tsai et al. (1997) testaram meios de cultura de diferentes composicdo, além de

outros fatores como temperatura, pH, concentracdo salina e oxigénio dissolvido na produgdo
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de hemolisinas ¢ citotoxinas por Aeromonas hydrophila isoladas de amostras de ostras. Os
meios testados foram: caldo infusdo cérebro coragdo (BHIB), caldo extrato de levedura
casamina (CAYEB), caldo nutriente (NB) e caldo de soja e tripticaseina (TSB) e foi
observado que em todos os meios a taxa de crescimento apresentou-se semelhante, contudo os
niveis na producdo de toxinas foram diferentes. O meio BHIB apresentou melhor produgao de
hemolisinas e citotoxinas € o NB detectou uma menor produgao.

Uma alternativa aos meios de cultura tradicionalmente utilizados sdo os meios de
culturas prontos para uso. No mercado estdo disponiveis meios cromogénicos, sdo meios de
cultura compostos por reagentes cromogénicos (substratos enzimaticos sintéticos) que imitam
um substrato utilizado por bactérias. Estudos t€ém demonstrado a eficiéncia destes meios na
identificacao direta de bactérias isoladas de amostras clinicas, tendo a confirmagao de 99,3%
das amostras investigadas posteriormente por provas bioquimicas (OLIVEIRA et al., 2006).

Para o isolamento de Aeromonas spp. destaca-se o meio cromogénico cromocen
AGN ¢ um meio comercial inovador com esta finalidade. No mesmo meio ¢ possivel também
isolar Pseudomonas, Salmonella, E. coli e coliformes, devido a colorag¢do e caracteristicas
distintas. Apds o crescimento neste meio as colonias de Aeromonas spp. apresentam-se verde
claras com ou sem um halo transparente, Pseudomonas séo de coloragao rosa a laranjas com
halo transparente amplo e fluorescéncia esverdeada, Salmonella apresentam rosa intenso com
bordas rosadas, E. coli sdo violeta azulada de colora¢io intensa com halo violeta e coliformes
apresentam diferentes tonalidades de violeta (BIOCEN DO BRASIL, 2009).

O emprego do meio de cultura cromocen AGN ¢ uma alternativa aos meios
tradicionais usados no isolamento de Aeromonas spp. de amostras de alimentos. Suas

vantagens se devem a sua praticidade, menor tempo gasto na andlise € o seu preco acessivel.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aquisicao de amostras

As amostras foram adquiridas em dez supermercados da cidade de Fortaleza/CE,
levando em consideracao os principais cortes e marcas comercializadas.

As coletas foram realizadas semanalmente, obtendo-se 5 amostras de 1 Kg de
cortes de frango, totalizando 25 amostras de cortes resfriados e 25 de cortes congelados

analisados (Quadro 1 e 2).

Cortes
Sobrecoxa Sobrecoxa Coxa com Peito com Peito sem
Marcas com pele sem pele pele pele pele
(SCP) (SSP) (CCP) (PCP) (PSP)
A 3 4 2 4 3
B, 2 1 3 1 2
Total 5 5 5 5 5

Quadro 1 - Niimero de amostras dos diferentes tipos de cortes de frango resfriados avaliados

Cortes
Marcas Sobrecoxa Coxa com Coxa com Peito com
com pele sobrecoxa pele pele
(SCP) (CCS) (CCP) (PCP)
A 2 1 2 1
B 1 1 1 1
C 1 1 1 2
D 1 1 1 2
E 1 2 1 1
Total 6 6 6 7

Quadro 2 - Numero de amostras dos diferentes tipos de cortes de frango congelados avaliados

As amostras foram coletadas em sua embalagem comercial original e ndo

violadas, transportadas em caixas isotérmicas com “‘ice-block” até o Laboratorio de
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Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal do Ceara (DTA/UFC) e estocadas a temperaturas recomendas. As amostras de cortes
de frango resfriados foram mantidas em refrigerador a 4 °C e as amostras de cortes de frango
congeladas a — 10 °C até o inicio das andlises. As analises foram realizadas no mesmo dia de

aquisi¢ao das amostras.

4.2. Analise das amostras

As embalagens foram desinfetadas externamente com alcool 70 %. Em seguida os
cortes de frango foram acondicionados em vasilhas esterilizadas em autoclave a 121 °C por 15
minutos, cortados em partes menores com utilizagdo de facas estéreis e homogeneizados para
a retirada da unidade analitica. Todas as 50 amostras de cortes de frango foram avaliadas
individualmente.

As andlises foram realizadas de acordo com normas metodoldgicas preconizadas
pela American Public Health Association (APHA, 2001) com adaptacdes. Foi utilizado o
meio comercial Biocen AGN para o isolamento de Aeromonas spp. ¢ provas bioquimicas

adicionais foram realizadas para a identificacao fenotipica das espécies.

4.2.1. Enriquecimento seletivo

Uma aliquota de 25g de cada amostra foi pesada assepticamente e transferida para
um frasco, contendo 225 mL de caldo de soja e tripticaseina (TSB) adicionado de 30 pug/mL

de ampicilina. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 28 °C por 24 horas.

4.2.2. Plaqueamento seletivo e isolamento das colonias suspeitas

Apo6s a incubagdo foi estriada uma algada, com auxilio de algas descartaveis (0,1
uL), de cada cultura sobre a superficie de placas de petri, contendo os meios: dgar amido
ampicilina (SA) e Cromocen AGN (meio comercial produzido pela Biocen do Brasil). Em

seguida procedeu-se a incubagao a 28 °C por 24 horas.
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Decorrido a incubagdo as placas contendo agar amido ampicilina (SA) foram
cobertas com a solugcdo de lugol a 1 %. Foram selecionadas no minimo cinco colOnias
suspeitas de Aeromonas e que apresentaram coloracdo amarela com um halo claro ao redor da
colonia como mostrado na Figura 4. No meio comercial Cromocen AGN foram selecionadas
no minimo cinco coldnias com coloragdo verde clara com ou sem halo transparente de acordo

com a Figura 5.

Figura 4 - Caracteristicas das Figura 5 - Caracteristicas das
Coldnias de Aeromonas spp. Coldnias de Aeromonas spp.
em agar amido ampicilina (SA) em Meio Cromocen AGN

Fonte: BIOCEN DO BRASIL, 2008

Todas as coldnias selecionadas foram transferidas para placas contendo agar de
soja e tripticaseina (TSA) e incubadas a 28 °C por 24 horas para verificagdo da pureza das
coldnias. As colonias tipicas foram entdo transferidas para tubos de ensaio contendo agar de
soja e tripticaseina (TSA) inclinado para posteriores provas bioquimicas para caracterizagao
do género e a identificagdo das espécies presentes. A Figura 6 apresenta um esquema
representativo do procedimento analitico para isolamento das colonias suspeitas de

Aeromonas spp.

4.3. Caracterizacao e identificacio das cepas suspeitas de Aeromonas spp.

A identificagdo fenotipica dos isolados foi realizada a partir das culturas ativadas,
cultivadas em agar soja e tripticaseina (TSA) a 28 °C por 24 horas. Foram utilizados testes
bioquimicos para caracterizacdo do género e identificagdo das espécies de acordo com reagoes
fenotipicas padrdes (Quadro 4) (APHA, 2001; HOLT et al.,1994). Aeromonas hydrophila
ATCC 7966 foi utilizada como controle positivo.
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Figura 6 - Esquema do procedimento analitico para isolamento das colOnias suspeitas de
Aeromonas spp.
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Quadro 3 — Caracteristicas bioquimicas para as espécies pertencentes ao Género Aeromonas.
Fonte: Adaptado de *¥APHA, 2001; **HOLT et al., 1994.
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4.3.1. Provas bioquimicas para caracterizaciao do género e identificacdo das espécies

a) Coloraciao de Gram

Os esfregagos foram fixados pelo calor na chama do bico de Bunsen e em seguida
recobertos com as solucdes recomendadas para a coloragdo de Gram (violeta de genciana,
solugdo de lugol, descolorante e solucdo de safranina), para cada aplicacdo das solugdes
realizava-se uma lavagem. O exame foi realizado em microscopio 6tico para observagao da
coloragdo, bem como da forma e arranjos das colonias. As células microbianas que
apresentaram coloracdo rosea foram entdo identificadas como Gram negativas. Aeromonas

spp. sdo Gram negativas.

b) Prova da oxidase

Um esfregaco da colonia suspeita foi preparado, com auxilio de algas
descartaveis, em tiras de papel filtro impregnadas em solu¢do contendo 125 mg de N-N-
dimetil-para-fenileno-diamina e 125 mg de alfa-naftol, dissolvidos em 25 mL de alcool etilico
e 25 mL de 4gua deionizada. Verificou-se a formacdo ou ndo da cor purpura intensa (lilas)
sobre a tira. A cor purpura intensa (lilds) indica a produgdo de peroxidase (Figura 7).

Aeromonas spp. sdo oxidase positivas.

Figura 7 — Reagdo em tira de oxidase

¢) Prova da catalase

Para verificar a produg¢dao de catalase foram adicionadas gotas de peroxido de
hidrogénio (H,O,) a 3 % sobre as colonias cultivadas em agar soja e tripticaseina (TSA) a
28 °C por 24 horas. A liberagdo de O, indica a presenca da catalase. Aeromonas spp. sao

catalase positivas.
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d) Prova da DNase

A cultura ativada, cultivada em agar soja e tripticaseina (TSA) a 28 °C por 24
horas, foi estriada, com auxilio de alga descartavel, em placas de petri contendo 4gar DNase e
incubada a 28 °C por 24 horas. Apos incubacao a placa foi embebida com solugdo de azul de
toluidina a 0,05 %. A formagao de um halo réseo ao redor da coldnia indicou reagao positiva

(Figura 8). Aeromonas spp. sdo DNase positivas.

Figura 8 — Caracteristicas das colonias
de Aeromonas spp. em agar DNase

e) Resisténcia ao agente vibriostatico 2,4-diamino-6,7-diisopropilpeteridine (0/129)

Uma cultura, ap6s crescimento em agar soja e tripticaseina (TSA) a 28 °C por 24
horas foi inoculada em tubos de ensaio, contendo 5 mL 4gua peptonada para fazer uma
suspensao. Em seguida os tubos foram homogeneizados e 0,1 mL da suspensao de células foi
inoculada em placas de petri com 4gar tripticase de soja (TSA) e espalhados com auxilio de
alcas de Drigaski estéreis. Discos de papel de filtro impregnados com 10 e 150 pg/mL do
agente vibriostatico O/129 foram depositados na superficie do agar, com o auxilio de uma
pinga esterilizada. As placas foram incubadas a 28 °C por 24 horas. Apds incubacgdo foi
verificado se houve o crescimento das cepas em toda a superficie da placa ou formagao de um
halo de inibi¢do ao redor dos discos. Aeromonas spp. sdo resistentes as duas concentragdes

desse agente.

f) Crescimento em NaCl

Uma al¢ada de cada cultura ativada, cultivada em agar soja e tripticaseina (TSA) a

28 °C por 24 horas, foi inoculada em tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo de soja e
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tripticaseina adicionado de 0 %, 1 % e 6 % de NaCL. Em seguida, foi incubada a 28 °C por 24
horas. Apds este periodo foi verificada a turvacdo do meio, indicando crescimento da cepa.

Aeromonas spp. crescem somente na auséncia e na concentragao de 1 % de NaCl.

g) Motilidade

Cada cultura ativada, cultivada em 4gar soja e tripticaseina (TSA) a 28 °C por 24
horas, foi inoculada por picada (agulhas descartaveis) em tubos de ensaio com agar triplice
acucar ferro (TSI) e incubada a 28 °C por 24 horas. Observou-se apos este periodo se houve a

migracao das células para as regides fora da linha de inoculagao.

h) Hidroélise de uréia

Uma algada de cada cultura ativada, cultivada em agar soja e tripticaseina (TSA) a
28 °C por 24 horas, foi inoculada em tubo de ensaio, contendo 5 mL de caldo uréia e incubada
a 28 °C por 24 horas. Observou-se a viragem alcalina do indicador, com alteragdo da cor do
meio de pé€ssego para a cor rosa escuro (teste positivo) ou permanéncia da cor original do
meio (teste negativo). Cepas de Aeromonas nao degradam a uréia em duas moléculas de

amonia, resultando em teste negativo.

i) Producao de acidos e gases a partir da D-glicose

Uma alcada da cultura ativada, cultivada em 4agar soja e tripticaseina (TSA) a
28 °C por 24 horas, foi inoculada em tubo de ensaio com tubo de Duhan invertido, contendo 4
mL de caldo vermelho de fenol adicionado de 0,2 mL de D-glicose (concentragdo de 0,5 %) e
incubada a 28 °C por 24 horas. Verificou-se a mudanca da cor do meio de vermelho para
amarelo, indicando a acidifica¢do devido a fermentagdo da D-glicose e producdo ou ndo de

gases nos tubos de Duhan.

j) Teste de fermentacio de carboidratos: manitol, maltose e sacarose

Uma alcada da cultura ativada, cultivada em &agar soja e tripticaseina (TSA) a

28 °C por 24 horas, foi inoculada em tubo de ensaio, contendo 4 mL de caldo vermelho de

fenol adicionado de 0,2 mL dos carboidratos (concentracdo de 0,5 %): manitol, maltose e
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sacarose ¢ incubada a 28 °C por 24 horas. Verificou-se a mudang¢a da cor do meio de

vermelho para amarelo, indicando a acidificagao do meio devido a producao de acidos.

1) Prova de Indol

Uma algada da cultura ativada, cultivada em &gar soja e tripticaseina (TSA) a
28 °C por 24 horas, foi inoculada em tubos de ensaio com 5 mL de caldo triptona a 1 % e
incubada a 28 °C por 24 horas. Apods incubagdo adicionou-se 0,3 mL do reativo de Kovacs
(solugdo aquosa ou alcoodlica de p-dimetil aminobenzaldeido). A formag¢ao de um anel de cor
rosea na superficie do meio, devido a complexacdo do indol formado com o aldeido do
reativo, indica teste positivo. A prova € negativa com qualquer outra tonalidade de cor

(original do meio ou marrom).

m) Prova de Voges-Proskauer

Uma alcada da cultura ativada, cultivada em &gar soja e tripticaseina (TSA) a
28 °C por 24 horas, foi inoculada em tubo de ensaio com 1 mL de caldo vermelho de metila
voges Proskauer e incubada a 28 °C por 48 horas. Apds incubagdo foi adicionado 0,6 mL de
solugdo de a-naftol a 5 % e 0,2mL de solugdo de hidroxido de potassio a 40%. O tubo de
ensaio foi agitado e observado por até uma hora para verificacdo do desenvolvimento da cor

vermelha ou résea no meio (teste positivo).

n) Produgao de H,S

A cultura ativada, cultivada em agar soja e tripticaseina (TSA) a 28 °C por 24
horas, foi inoculada por picada no centro do agar triplice acgtcar e ferro (TSI) inclinado,
estriada na base da superficie da rampa e incubada a 28 °C por 72 horas. Observou-se a
produgdo de H,S devido a respiracdo anaerdbica do tiossulfato, formando géas sulfidrico e
sulfito. O sulfeto de hidrogénio na presenga de sais de ferro forma sulfeto ferroso, originando

um precipitado negro insolavel (teste positivo).

0) Hidrolise da Esculina
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A cultura ativada, cultivada em 4gar soja e tripticaseina (TSA) a 28 °C por 24
horas, foi inoculada por picada no centro do agar esculina inclinado, estriada na base da
superficie da rampa e incubada a 28 °C por 24 horas. Apo6s incubagdo foi verificada a

mudanga da coloragdo do meio para marrom escuro ou preto, indicando teste positivo.

p) Descarboxilacio de aminoacidos (lisina e ornitina)

Uma al¢ada da cultura ativada, cultivada em agar soja e tripticaseina (TSA) a
28 °C por 24 horas, foi inoculada em tubo de ensaio com caldo de Moeller suplementado com
1 % do aminoécido a ser testado. O tubo foi desaerado imediatamente antes do uso. Apos
inoculacdo o tubo foi coberto com uma camada de 6leo mineral de aproximadamente 1,5 cm.
e em seguida incubado a 28 °C por até 96 horas. A observacdo da viragem do meio de roxo
para amarelo, devido a produ¢do de acidos a partir da glicose presente no meio e posterior
reversdo da cor original (descarboxilagdo das aminas e neutralizacdo da reacdo acida),

indicava resultado positivo.

4.4. Verificacio da atividade hemolitica (producio de P-hemolisina) das espécies de

Aeromonas spp. identificadas.

Uma alcada da cultura ativada, cultivada em &agar soja e tripticaseina (TSA) a
28 °C por 24 horas, foi inoculada em tubo de ensaio com 5 mL dgua peptonada para fazer uma
suspensdo. Em seguida o tubo foi homogeneizado e 0,1 mL do in6culo foi colocado em placa
de agar sangue de carneiro a 7 %, espalhado com auxilio de al¢a de Drigaski estéril e
incubada a 28 °C por 24 horas. Apo6s incubacdo foi observado se houve a formacdo de um
halo ao redor das colonias como mostrado na Figura 9, devido a hidrdlise dos eritrocitos pela

acdo da B-hemolisina (teste positivo).

Figura 9 — Produgdo de f-hemolisina

por cepas de Aeromonas spp.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacao dos meios de cultura no isolamento de Aeromonas spp.

Os resultados da avaliagdo da eficiéncia dos dois meios de cultura no isolamento
de Aeromonas spp. isoladas de cortes de frango resfriados e congelados produzidos
industrialmente sdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Para as 25 amostras de cortes de frango resfriados analisados foram isoladas um
total de 248 cepas suspeitas de Aeromonas spp. dos dois meios de cultura utilizados. Destas
123 foram isoladas do 4gar amido ampicilina (SA), sendo confirmadas para o género 112
cepas. Para as 112 cepas pertencentes ao género Aeromonas, 66 foram identificadas a nivel de
espécie a partir das provas bioquimicas realizadas (Tabela 2). Foram identificadas trés
diferentes espécies: A. hydrophila, A.caviae, A.eucrenophila.

Das 125 cepas isoladas do meio cromocen AGN, 113 foram confirmadas como
pertencentes ao género e destas 69 cepas identificadas a nivel de espécie, sendo encontradas
cinco espécies: A. hydrophila, A.caviae, A.eucrenophila, A.veronii biovar veronii ¢ A.sobria
(Tabela 2).

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados das cepas de Aeromonas spp. isoladas
das 25 amostras de corte de frango congelados. Das 55 cepas obtidas do meio agar amido
ampicilina (SA) foram positivas para o género 51 e destas 12 foram identificadas a nivel de
espécie. As espécies encontradas foram: A.caviae e A.eucrenophila. No meio cromocen AGN
das 55 cepas isoladas, 50 foram confirmadas para o género e destas 12 identificadas para
espécies. As espécies presentes foram: A.caviae, A.eucrenophila e A.veronii biovar veronii.

Ambos os meios apresentaram eficiéncia similar no isolamento de cepas suspeitas
de Aeromonas spp. Os resultados indicam que o meio comercial biocen AGN ¢ uma
alternativa para pesquisadores no isolamento rapido e preciso de Aeromonas spp. oriundas de
alimentos, como demonstrado pela eficiéncia semelhante em relagdo ao agar amido
ampicilina (SA), uns dos meios tradicionalmente utilizados.

Foi observado também que o numero de espécies posteriormente identificadas
com as provas bioquimicas foi maior para as cepas isoladas do meio cromocen AGN que no
agar amido ampicilina (SA) nos dois tipos de cortes (resfriados e congelados). Os dados

obtidos sugerem que Aeromonas spp. podem ser recuperadas de alimentos resfriados ou
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Tabela 2 - Comparagdo da eficiéncia de dois meios de cultura no isolamento de Aeromonas spp. isoladas de cortes de frango resfriados.

N° de cepas N° de cepas N° de cepas
Meios N° cepas suspeitas confirmadas para o bioquimicamente bioquimicamente
isoladas género confirmadas a nivel de  nfo confirmadas a nivel
espécie de espécie
agar amido ampicilina (SA) 123 112 66 46
cromocen AGN 125 113 69 44
Total de cepas 248 225 135 90

Tabela 3 - Comparac¢ado da eficiéncia de dois meios de cultura no isolamento de Aeromonas spp. isoladas de cortes de frango congelados.

N° de cepas N° de cepas N° de cepas
Meios N° cepas isoladas confirmadas para o bioquimicamente bioquimicamente
género confirmadas a nivel de  nio confirmadas a nivel
espécie de espécie
agar amido ampicilina (SA) 55 51 12 39
cromocen AGN 55 50 17 33

Total de cepas 110 101 29 72
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congelados, tendo como op¢dao nao somente meios tradicionais, mas também o meio
comercial cromocen AGN como constatado nesta pesquisa.

Comparativamente, o meio cromogen AGN apresenta melhor praticidade de uso e
seguranga do que o meio dgar amido ampicilina (SA). O dgar amido ampicilina (SA) ¢ um
meio formulado, ou seja, ndo ¢ produzido comercialmente, sendo necessario a adigdo de
ampicilina apos sua esterilizacdo. Na leitura das placas ¢ adicionada, apds incubacdo, a
solugdo de lugol, que contém iodo, para a avaliagdo da hidrolise do amido, através da
forma¢ao de um halo transparente ao redor das colonias. O iodo presente na solucdo ¢ letal
para as células bacterianas, assim as colonias suspeitas no meio devem ser removidas
imediatamente da placa para que ndo haja perda das cepas. J& o meio cromocen AGN ¢
comercializado pronto para o uso, tem um prazo de validade de quatro meses, ndo requer a
adicao de solugdo, sendo a leitura, apos incubacdo, realizada pela coloragdo das colonias e
formagao de halo.

Na confirmagao das cepas suspeitas, isoladas dos dois meios de cultura, como
pertencentes ao do género Aeromonas, foram realizadas onze provas bioquimicas e dez provas
para a identificacdo das espécies. De um total de 248 cepas isoladas dos cortes de frango
resfriados e 125 dos cortes de frango congelados houve uma baixa taxa de identificagdo de
espécies. Os resultados obtidos indicam que o grande numero de provas bioquimicas
utilizadas ndo foram suficientes, foi entdo possivel verificar a dificuldade ainda existente e da

necessidade de um grande nimero de provas para que haja a identifica¢do destas bactérias.



51

5.2. Perfil de contaminacio das amostras de frango com Aeromonas spp.

De um total de 50 amostras de cortes de frango produzidos industrialmente (25
cortes resfriados e 25 cortes congelados) avaliados para a presenga de bactérias pertencentes
ao género Aeromonas spp., foram detectadas sua incidéncia em 96 % (24/25) das amostras de
cortes de frango resfriados e em 28 % (7/25) dos cortes de frango congelados. Os resultados
sdo apresentados nas Tabelas 4 e 5.

A presenca de Aeromonas spp. tanto nas amostras de frango resfriadas quanto nas
congeladas indicam que esses alimentos sdo passiveis de contaminagdo, independente do tipo
de conservagdo adotado (resfriamento ou congelamento). A contaminacdao pode ser oriunda
das etapas de processamento na indistria avicola, contato com a agua contaminada, utensilios
ndo higienizados ou mesmo através dos manipuladores, visto que foram recuperadas a partir
do produto final nos locais de comercializagdo. Rossi Junior et al. (2000) avaliaram a
contaminac¢do da superficie de maos de manipuladores de carne bovina em um frigorifico e
evidenciaram a presenga de Aeromonas spp. em 15 % (9/60) das amostras.

A incidéncia de Aeromonas spp. nas duas marcas (A; e B,) de cortes de frango
resfriados investigados foi elevada. Todos os cinco diferentes cortes das marcas A; e B;
(sobrecoxa com pele, sobrecoxa sem pele, coxa com pele, peito com pele e peito sem pele)
estavam contaminados. Para a marca A; foram identificadas cinco espécies nos cinco
diferentes tipos de cortes investigados com predominancia de A.caviae (5/5), seguidas de
A.hydrophila (4/5), A. eucrenophila (4/5), A.veronii biovar veronii (2/5) e A.sobria (1/5)
(Tabela 4). Para a marca B, foram detectadas trés espécies: A.caviae (5/5), seguidas de
A.hydrophila (3/5) e A. eucrenophila (2/5) (Tabela 4).

Os resultados obtidos podem ser atribuidos a temperatura de conservacdo em que
sdo mantidos os cortes de frango, o resfriamento ndo inviabiliza a presenga de bactérias,
apenas retarda o crescimento da microbiota contaminante da carne. A confirmagdo da
presenca de Aeromonas spp. nos cortes de frango resfriados e o alto percentual de
contaminacdo se deve a sua capacidade de crescimento em temperaturas de refrigeracao.
Estudos semelhantes foram relatados por Beuchat (1991) que observou a presenca de espécies
do género Aeromonas na maioria dos cortes de frango resfriados analisados, atribuindo este
resultado a habilidade destas bactérias de crescerem sob refrigeragdo. Kirov, Anderson e
Mcmeekin (1990) avaliaram a capacidade de crescimento a temperatura de refrigeracao
(5 £2 °C) de cepas de Aeromonas spp. isoladas de amostras de frango e constataram que 81%

(18/22) das cepas apresentaram crescimento nesta temperatura.



Tabela 4 - Incidéncia de contaminagdo por Aeromonas spp. nos diferentes tipos de cortes de frango resfriados produzidos industrialmente.

Quantidade de n’ de n’ de amostras
Corte amostras Marcas Amostras positivas (%) Espécies identificadas
A.caviae
Ay 3 3/3 (100,0 %) A.sobria
A.eucrenophila
Sobrecoxa com pele (SCP) 5 B, 2 2/2 (100,0 %) A.caviae
A.eucrenophila
A.caviae
A.hydrophila
Ay 4 4/4 (100,0 %) A.veroni bv. veronii
A.eucrenophila
Sobrecoxa sem pele (SSP) 5 B, 1 1/1 (100,0 %) A.caviae
A.caviae
A.hydrophila
A, 2 2/2 (100,0 %) A.veronii bv. veronii
A.eucrenophila
Coxa com pele (CCP) > B, 3 3/3 (100,0 %) A.caviae
A.hydrophila
A, 4 3/4 (75,0 %) A.caviae
A.hydrophila
Peito com pele (PCP) > B, 1 171 (100,0 %) Acaviae
A.hydrophila
A.caviae
Ay 3 3/3 (100,0 %) A.hydrophila
A.eucrenophila
Peito sem pele (PSP) 5 A caviae
B, 2 2/2 (100,0 %) A.hydrophila

A.eucrenophila

Total 25 24/25 (96,0 %) 5
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Outros estudos similares relataram também a ocorréncia Aeromonas spp. Nociti et al.
(1999) constataram a presenca de Aeromonas spp. em 34,54 % das amostras de carcagas e cortes
de frango comercializados na cidade de Jaboticabal (SP). Gobat e Jemmi (1995) isolaram
Aeromonas mesofilas em 44 (23,3 %) das 189 amostras de aves analisadas na cidade de
Switzerland.

Para os cortes de frango congelados foram avaliados quatro diferentes tipos de cortes
(sobrecoxa com pele, coxa com sobrecoxa, coxa com pele e peito com pele) de cinco marcas
denominadas A, B, C, D e E. Apenas duas marcas (A e D) apresentaram contaminag¢do por
Aeromonas spp. presentes em trés cortes: sobrecoxa com pele, coxa com sobrecoxa e peito com
pele. As espécies presentes nestes cortes foram A.caviae (3/3), A. eucrenophila (1/3) e A.veronii
biovar veronii (1/3) (Tabela 5).

A incidéncia de Aeromonas spp. nos cortes de frango congelados foi menor (28%)
quando comparados com os cortes de frango resfriados (96 %), isso pode ser devido a baixas
temperaturas de estocagem. Conforme Santos et al. (2000) quando se trata do congelamento
espera-se a reducdo ou auséncia de células bacterianas vidveis. Deste modo, mesmo em menor
numero sua sobrevivéncia indica que este tipo de alimento armazenado sob condi¢des de
congelamento ¢ também veiculo deste género bacteriano.

Embora o congelamento seja indicado como um dos métodos de conservagdo mais
adequados, algumas espécies de microrganismos podem crescer (baixas taxas de crescimento) a
temperaturas de até - 10 °C (Azevedo et al. 2004).

Outros estudos com carne de peixe tém também demonstrado a sobrevivéncia de
Aeromonas spp. em alimentos quando estocados sob temperaturas de congelamento. Castro-
Escarpulli et al., (2003) pesquisaram peixes congelados coletados de supermercados da cidade do
México e isolaram 82 (32,8 %) cepas de Aeromonas spp. em um total de 250 amostras
investigadas. Também no México a avaliacdo de peixes congelados revelou a contaminagdo por
Aeromonas spp. com as seguintes espécies identificadas A. salmonicida (67,5 %), A.bestiarium
(20,9%), A.veronii (5,2 %), A.encheleia (3,9 %) e A.hydrophila (2,6 %) (FIGUERAS et al., 2000).

Boari et al., (2007) avaliaram os efeitos do congelamento ¢ armazenamento em
congeladores domésticos sobre a microbiota de files de tilapia do Nilo e constataram a

sobrevivéncia de Aeromonas spp., no entanto ao longo de 30 dias houve reducdo nas contagens.



Tabela 5 - Incidéncia de contaminagdo por Aeromonas spp. nos diferentes tipos de cortes de frango congelados produzidos industrialmente.

Quantidade de n’ de n’ de amostras

Corte amostras Marcas Amostras positivas (%) Espécies identificadas

Sobrecoxa com pele (SCP)

>

[\

1/2 (50,0 %)

A.caviae

0/1 (0,0 %)

0/1 (0,0 %)

1/1 (100,0 %)

A.caviae

0/1 (0,0 %)

Coxa com sobrecoxa (CCS)

1/1 (100,0 %)

A.caviae

0/1 (0,0 %)

0/1 (0,0 %)

1/1 (100,0 %)

A.caviae

0/2 (0,0 %)

Coxa com pele (CCP)

0/2 (0,0 %)

0/1 (0,0 %)

— =] oo

0/1 (0,0 %)

0/1 (0,0 %)

0/1 (0,0 %)

Peito com pele (PCP)

1/1 (100,0 %)

A.caviae

0/1 (0,0 %)

Qlw| »| o O Qlw »| o OO ®m > m g w

0/1 (0,0 %)

2/2 (100,0 %)

A.caviae
A.veronii bv. veronii
A.eucrenophila

0/1 (0,0 %)

Total

25

7125 (28,0 %)

3
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As espécies identificadas nos cortes de frango resfriados do presente estudo sao
demonstradas na Tabela 6. Para os 24 cortes positivos dos 25 avaliados foram detectadas as
espécies: A.caviae, A.hydrophila, A.eucrenophila, A.veronii biovar veronii e A.sobria.

A maior prevaléncia foi observada para a espécie A.caviae que esteve presente em
19 amostras dos cortes de frango resfriados, sendo sua presenga observada nos cinco tipos de
cortes avaliados: sobrecoxa com pele (3/5), sobrecoxa sem pele (5/5), coxa com pele (4/5),
peito com pele (3/5) e peito sem pele (4/5). A.hydrophila foi encontrada em oito amostras para
0s quatro cortes: sobrecoxa sem pele (2/4), coxa com pele (2/4), peito com pele (2/4) e peito
sem pele (2/4). A.eucrenophila esteve presente em sete amostras, nos cortes sobrecoxa com
pele (3/7), sobrecoxa sem pele (2/7), coxa com pele (1/7) e peito sem pele (1/7). A.veronii
biovar veronii presente em duas amostras, nos cortes sobrecoxa sem pele (1/2) e coxa com
pele (1/2). A.sobria presente somente no corte sobrecoxa com pele (1/1).

Algumas das espécies encontradas nos diferentes cortes avaliados sdo espécies
que tem sido comumente identificadas em carnes de frango. Rossi Junior et al. (2006)
avaliaram 80 amostras de carne de aves mecanicamente separadas e detectaram 81,2 % de
contaminagdo por Aeromonas spp., sendo as espécies identificadas: A.hydrophila, A.caviae,
A.sobria, A.schubertii, A.trota, A. veronii.

Em estudo com 23 amostras de carnes (6 de carne de frango, 14 de carne
vermelha e 2 de produtos cérneos) adquiridas no mercado varejista de Flanders na Bélgica,
foram isoladas Aeromonas mesofilas em 70 % das amostras. Para a carne de aves foram
encontradas Aeromonas spp. em 5 das 6 amostras avaliadas, sendo as espécies identificadas:
A.hydrophila (HG3), A.caviae (HG4 ¢ HG5A) e A.veronii bv sobria (HG8) (NEYTS et al.,
2000).

Segundo Costa e Rossi Junior (2002) foram identificadas A. hydrophila, A. sobria,
A. veronii, A. caviae, A.jandaei, A.trota e A.chuberttii em uma linha de processamento de
frango nas amostras de carcacas ndo evisceradas (72 %), carcagas evisceradas (72 %) e
carcagas resfriadas (72 %) das 25 amostras de cada tipo de carcacas.

Hinton Junior, Cason e Ingram (2004) também identificaram as espécies A.caviae,
A.hydrophila, A.salmonicida masoucida e A.chuberttii na investigagdo de 24 carcagas de
frango evisceradas, 24 selecionadas e 24 resfriadas a 4 °C estocadas por um periodo de 14

dias obtidas da linha de processamento de uma industria.



Tabela 6 — Prevaléncia de espécies de Aeromonas contaminantes para os diferentes cortes de frango resfriados produzidos industrialmente.

56

Espécies identificadas

A.veronii biovar

Corte A.caviae A.hydrophila A.eucrenophila veronii A.sobria
Sobrecoxa com pele (SCP) 3 0 3 0 1
Sobrecoxa sem pele (SSP) 5 2 2 1 0
Coxa com pele (CCP) 4 2 1 1 0
Peito com pele (PCP) 3 2 0 0 0
Peito sem pele (PSP) 4 2 1 0 0

Total 19 8 7 2 1
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Na Tabela 7 sdo observados os resultados das espécies identificadas e a
ocorréncia nos cortes de frango congelados avaliados. Foram positivas para o género
Aeromonas 7 amostras com trés tipos de cortes contaminados. As espécies identificadas
foram: A.caviae, A.veronii bv veronii e A.eucrenophila. A.caviae foi encontrada nos cortes de
sobrecoxa com pele (2/3), coxa com pele (2/3) e peito com pele (3/3). A.veronii bv veronii foi
encontrada apenas em uma amostra de peito com pele (1/3) e A.eucrenophila também em uma
amostra de peito com pele (1/3).

Houve predominancia de A.cavie em ambos os cortes de frango resfriados e
congelados, o que pode ser devido a uma maior resisténcia desta espécie quando submetidas a
diferentes condi¢des de armazenamento.

Em diferentes fontes de alimentos esta espécie tem também tido prevaléncia.
Ullmann et al. (2005) encontraram Aeromonas spp. em 84 amostras de pescado resfriados e
defumados comercializados na Alemanha, sendo que A.caviae (26,1 %) foi prevalente em
relagdo as demais espécies presentes. Martins et al. (2006) encontraram Aeromonas spp. em
todas as 30 amostras de peixes avaliadas coletadas do rio Bacanga em Sao Luis (Maranhdo),
sendo que do total de 245 cepas isoladas, 184 foram positivas para o género Aeromonas com
o percentual para cada espécie presente de: A.cavie (43,4 %) com maior incidéncia, seguidas
da A.hydrophila (28,2 %), A.veronii (26,6 %) e A.sobria (1,6 %).

A sobrevivéncia das demais espécies tanto nos cortes de frango resfriados quanto
congelados ¢ também motivo de preocupacdo, visto que estdo também relacionadas a
patogenias ao homem. A incidéncia de A.hydrophila somente nos cortes de frango resfriados
pode sugerir que o armazenamento sob resfriamento ndo ¢ suficiente para inibir o seu

crescimento, sendo necessaria a ado¢ao de outros métodos.



Tabela 7 — Prevaléncia de espécies de Aeromonas contaminantes para os diferentes cortes de frango congelados produzidos industrialmente.

Espécies identificadas

Corte A.veronii biovar
A.caviae veronii A.eucrenophila
Sobrecoxa com pele (SCP) 2 0 0
Coxa com sobrecoxa (CCS) 2 0 0
Coxa com pele (CCP) 0 0 0
Peito com pele (PCP) 3 1 1

Total 7 1 1
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5.3. Avaliacdo da atividade hemolitica das cepas identificadas dos cortes de frango

resfriados e congelados

As Tabelas 8 e 9 apresentam os resultados da atividade hemolitica (producdo da
B-hemolisina) das espécies encontradas nos cortes de frango resfriados e congelados. Foram
selecionadas 46 cepas, tendo um representante de cada uma das cinco diferentes espécies de
Aeromonas spp. identificadas nas amostras de cortes de frango resfriados e congelados.

Das 37 cepas dos cortes de frango resfriados, 70 % produziram B-hemolisina,
A.caviae com 68,4 % (13/19), A.hydrophila 87,5 % (7/8), A.eucrenophila 57,1 % (4/7) e
A.veronii bv. veronii 100 % (2/2) (Tabela 8). Para os cortes de frango congelados das 9 cepas,
66,6 % apresentaram a atividade hemolitica. A.caviae com 71,4 % (5/7) e A.veronii bv.
veronii 100,0% (1/1) (Tabela 9).

Os resultados indicam que as espécies de Aeromonas isoladas de cortes de frango
mantidos sob refrigeracao e congelamento podem expressar um de seus fatores de viruléncia
(B-hemolisina), o que pode representar um risco a saide do homem. Segundo Majeed, Egan e
Macrae (1990) cepas de A.hydrophila e A.sobria sdo capazes de produzir hemolisinas em
carnes quando estocadas a 5 °C. Outros estudos também mostraram que Aeromonas spp.
isoladas de ostras produziram hemolisinas em diferentes temperaturas de crescimento: 37 °C,
28 °C e 5°C ( TSAIl et al.,1997).

Tém também sido encontrados resultados com percentuais equivalentes na
produgdo de B-hemolisina por cepas de Aeromonas spp. isoladas de amostras ambientais e
clinicas. Gibotti et al. (2000) isolaram Aeromonas spp. da agua do rio Cambé (Parana) que
serve de irrigacdo, recreagdo e consumo animal e verificaram que 45 % das cepas
apresentaram atividade hemolitica. Na Austria, Aeromonas spp. isoladas de um sistema de
distribuicdo de dgua ndo clorada foram positivas para o género e destas 64 % eram produtoras
de hemolisinas (BURK et al., 1984).

Aeromonas spp. isoladas de amostras clinicas tém também demonstrado a
capacidade de produgdo de hemolisinas. Rodriguez et al. (2007) avaliaram a produgao de -
hemolisina por cepas isoladas de pacientes com septicemias e verificaram que dos 44
isolados, 30 (68,1 %) foram positivas para o teste. O percentual para cada uma das espécies
avaliadas foi de: A.hydrophila 100,0 % (4/4), A.caviae 100,0 % (5/5), A.veronii bv sobria
100,0 % (8/8), Aeromonas sp. 11,1 % (1/9) e A.jadaei 100,0 % (12/12).

Aeromonas spp. foram isoladas de 163 amostras de fezes de criangas com idade

abaixo de 5 anos. Das espécies identificadas, as espécies A. hydrophila e A. caviae
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Tabela 8 - Produgdo de B-hemolisina por espécies de Aeromonas spp. isoladas de cortes de frango resfriados.

Espécies N° de isolados Producao de p-hemolisina Percentual (%)
A.caviae 19 13 68,4 %
A.hydrophila 8 87,5 %
A.eucrenophila 7 4 57,1 %
A.veronii bv. veronii 2 2 100 %
A.sobria 1 0 0,0 %
Total 37 26 70,0 %

Tabela 9 - Produ¢do de B-hemolisina por espécies de Aeromonas spp. isoladas de cortes de frango congelados.

Espécies N° de isolados Producao de p-hemolisina Percentual (%)
A.caviae 7 5 71,4 %
A.eucrenophila 1 0 0,0 %
A.veronii bv. veronii 1 1 100,0 %

Total 9 6 66,6 %
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produziram B-hemolisina (NOJIMOTO et al., 1997).

Abbott, Cheung e Janda (2003) também encontraram espécies produtoras de B-
hemolisina em 193 isolados de Aeromonas spp. de amostras clinicas, de animais, peixes e
fontes ambientais. Dentre as espécies analisadas os maiores percentuais foram para
A.hydrophila, A.veronii (HG8 ¢ HG10) e A.jandaei com 100 %, A.bestiarium com 94 %,

A.eucrenophila com 89 %, A.chubertii com 75 % e A.caviae com 52 %.
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6. CONCLUSAO

Os meios de cultura dgar amido ampicilina e cromocen AGN apresentaram
eficiéncia similar no isolamento de Aeromonas spp., 0 que permite ao pesquisador optar pelo
uso do meio comercial com a mesma seguranga nos resultados.

A constatagdo da presenca de bactérias pertencentes ao género Aeromonas indicou
que as temperaturas de resfriamento e congelamento em que sdo mantidos os cortes de
frangos industrializados ndo inviabilizam sua sobrevivéncia, podendo este tipo de alimento
servir como veiculo de disseminagdo destas bactérias.

Foi observada uma maior contaminagdo dos cortes de frango resfriados do que
dos congelados, com predominéncia da espécie A.caviae em ambos. Os resultados sugerem
que A.caviae foi a espécie mais resistente a baixas temperaturas de estocagem.

A atividade hemolitica foi detectada na maioria das cepas identificadas e com
resultados elevados, indicando a producao de B-hemolisina das espécies recuperadas dos
cortes de frango como um fator de risco para a saude do consumidor.

As espécies A.caviae, A.hydrophila, A.eucrenophila, A.veronii biovar veronii e
A.sobria.identificadas nos cortes de frango resfriados e congelados estdo entre as comumente

envolvidas em casos de patogenias ao homem.
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