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RESUMO

O género Aeromonas compreende espécies consideradas importantes patégenos para os seres
humanos, sendo que a principal acdo patogénica delas corresponde as gastroenterites. Tendo
em vista sua importancia como patégeno de origem alimentar, a ocorréncia de Aeromonas spp.
foi estudada em carcagas bovinas e ambiente do abatedouro em uma industria do Estado de Sao
Paulo, com o intuito de definir a possivel origem comum dessas bactérias no ambiente do frig-
orifico através de métodos moleculares. Foram colhidas 15 amostras de 19 pontos, totalizando
285 unidades. As amostras foram colhidas dos seguintes pontos: pele seca e iimida, superficie
muscular das carcacas durante a toalete e das carcacas resfriadas, maos dos funcionarios antes e
durante o trabalho na sala de abate e cAmara de resfriamento, facas, parede e piso da cdmara de
resfriamento, d4gua (clorada, ndo clorada e residuaria da lavagem das carcagas), carne, contetido
intestinal e ambiente da sala de abate. Foi realizada a caracterizagdo do género e os isolados foram
analisados pelas técnicas de REP (Repetitive Extragenic Palindromic) e ERIC (Enterobacterial Re-
petitive Intergenic Consensus)-PCR. Foi encontrada similaridade = 99% somente entre um isolado
de superficie muscular de uma carcaca resfriada com um isolado de méao. As técnicas moleculares
néo possibilitaram a identificagdo precisa da origem das bactérias na industria, mas possibilitaram
inferir que os manipuladores podem atuar como disseminadores delas no ambiente de abate.

PALAVRAS-CHAVE: Aeromonas spp., epidemiologia molecular, abate bovino.

ABSTRACT

EPIDEMIOLOGICALSTUDY OFAEROMONAS SPP. USING REP AND ERIC-PCRIN BOVINE
ABATTOIR. The genus Aeromonas comprises important human pathogens and the gastroenteritises
are the most common infections attributed to these microorganisms. Considering their importance
as foodborne pathogens, the occurrence of Aeromonas spp. was studied on bovine carcasses and in
the environment of an abattoir in State of Sdo Paulo, Brazil, with the aim of defining the possible
origin of these bacteria in the abattoir environment using molecular methods. Fifteen samples from
19 points were collected, totaling 285 units. The collecting points were: dry and wet skin, muscle
surface of the carcasses during trimming process and refrigerated carcasses, operatives” hands
from the slaughter room before and during the work and from refrigerated rooms, knives, wall
and floor from refrigerated room, water (chlorinated, nonchlorinated and from carcass washing), meat,
intestinal content and slaughter room environment. Characterization of the genus was performed
and the isolates were analyzed with REP (Repetitive Extragenic Palindromic) and ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR) techniques. A similarity of 299 % was found
only between one isolate from the muscle surface of one refrigerated carcass with one isolate from
a hand. The molecular techniques did not enable the precise identification of the bacteria’s origin
within the industry, but they permitted the inference that the operatives can spread Aeromonas in
the slaughter environment.

KEY WORDS: Aeromonas spp., molecular epidemiology, bovine slaughter.

INTRODUCAO género Aeromonas que também sdo consideradas
importantes micro-organismos patogénicos para ani-

Dentre os micro-organismos responsaveis pela mais homeotermose pecilotermos. Trabalhosrecentes
deterioracdo da carne incluem-se as bactérias do tém enfatizado seu surgimento como patégenos
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primarios relacionados a uma grande variedade de
infecg¢des locais e sistémicas, mesmo em individuos
imunologicamente competentes (GraeveNiTz, 2007;
Dwivept ef al., 2008).

As Aeromonas spp. estdo associadas aos ambien-
tes aquaticos e sdo reconhecidas como patogénicas
para peixes desde 1894 (KirkaN et al., 2003). Essas
bactérias consistem em micro-organismos oxidase
e catalase positivos, anaerdbios facultativos, geral-
mente moéveis devido a presenga de flagelo polar,
Gram negativas, fermentadoras de glicose. Apesar
da maioria dos isolados de alimentos ser mesofilas,
muitas podem se multiplicar sob temperatura de
refrigeracdo (Kirov, 1997; DaskaLov, 2006).

O género Aeromonas foi inicialmente incluido na
familia Vibrionaceae a qual também pertencem os
géneros Vibrio, Photobacterium e Plesiomonas. Subse-
quentesinvestigacoes filogenéticasindicaram que as
Aeromonas spp.nao estdo estreitamente relacionadas
aos vibrios, mas, ao contrario, formam uma unidade
no subgrupo y-3 da classe Proteobacteria (ABBOTT et
al.,2003). Oficialmente, as Aeromonas spp. estao clas-
sificadas dentro da familia Aeromonadaceae (JOSEPH;
CarNAHAN, 2000).

Aeromonas spp. podem ser encontradas no solo,
aguadoce e salgada, dgua clorada e fezes de animais
(Szczuka; Kasnowski, 2004). Consequentemente,
existe a possibilidade dessas bactérias adentrarem
no ambiente industrial e contaminarem os equipa-
mentos e a carne.

Alguns trabalhos ja demonstraram a presenga de
Aeromonas spp. em carne e produtos carneos, mas
comdificuldades em estabelecer asuareal origemou
fonte de contaminacdo dentre as diferentes fases do
abate (GILL; REICHEL, 1989; HuDsON ef al., 1994; Rossl
JuNIOR et al., 2006). Dtividas, estas, que podem ser
dirimidas com a utilizacdo de estudos envolvendo
epidemiologia molecular (Szczuka; Kasnowski, 2004;
Tacao et al., 2005).

Baseando-se na importancia do surgimento das
Aeromonas spp. como patdgenos emergentes, na
importancia da carne bovina e seus produtos na
alimentacdo da populagdo, no pequeno ndmero de
trabalhos cientificos referentes ao género Aeromonas
no Brasil, principalmente em relacdo a sua detecgdo e
caracterizacdonaindustria da carnebovina,idealizou-
se o presente estudo, tendo como objetivo descobrir,
de forma segura, a(s) fonte(s) de origem das bactérias
do género Aeromonas para o ambiente industrial.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

O trabalho foi realizado em um matadouro-
frigorifico situado no interior do Estado de Sao Paulo

cujos produtos sdo destinados ao comércio nacional e
internacional. Foram estudados pontos do fluxograma
de abate bovino que poderiam atuar como veiculo de
transmissdo das Aeromonas spp. a carne ou pontos
de disseminacdo do micro-organismo na industria,
particularmente no processo de abate. As amostras
foram colhidas em dias normais de trabalho e foram
obtidas em quatro visitas ao estabelecimento, sendo
que cada visita correspondeu a trés dias de colheita.
Foram colhidas amostras em 19 pontos na linha de
abate bovino, compreendendo desde a chegada dos
animais para abate (pele seca) até a carne pronta
paracomercializagdo. Assim, em um primeiro dia foi
amostradaapele. Nosegundo, ap6s osanimais terem
sidosubmetidosao descanso, jejume dieta e estarem
preparados para o abate, foi amostrada a superficie
da pele umida das regides dianteira e traseira e, no
transcorrer do abate, foram amostrados os seguintes
pontos: superficie muscular das regides dianteira
e traseira durante a fase de toalete, superficie de
maos de manipuladores (antes do inicio e duranteas
atividades) e superficie de facas na sala de matanca,
dgua tratada de abastecimento e d4gua residudria da
lavagem das carcacas - colhida em frascos de vidro
estéreis, em seguida a lavagem das meias carcagas
quando o excesso dessa agua escorre ao longo das
faces externa e interna. Além disso, no segundo dia,
colhiam-se amostras do ambiente da sala de abate -
expondo-se por 15 minutos placas de Petri contendo
osmeiosseletivos especificos para o géneroemestudo
(a4gar dextrina-ampicilina e dgar vermelho de fenol-
amido-ampicilina) - e contetdo intestinal, na segdo
de bucharia e triparia, no momento da abertura do
aparelhodigestivo paraalavageme preparacao destes
6rgdos. No terceiro dia foram colhidas amostras de
superficie muscular das regides dianteira e traseira
da carcaganacamara deresfriamento, superficie das
maos dos manipuladores dacdmara deresfriamento
durante suas atividades, da parede, piso e ralo da
propria camara e carne pronta para comercializagao
obtidanasalade desossa. Analisou-se tambémadgua
sem tratamento (ndo clorada) proveniente de poco
artesiano do préprio estabelecimento. De cada um
dos pontos descritos foram analisadas 15 amostras,
totalizando 285 unidades. Asamostrasdeédguatratada
e sem tratamento foram colhidas em frascos de vidro
esterilizados contendo 0,4 mL de tiossulfato de s6dio
em solucdo a 10%, em quantidade aproximada de
400 mL. As amostras de superficie de pele, masculos,
parede, piso e ralo foram colhidas através de suabes
esterilizados, em uma éarea de 100 cm? delimitada
por um gabarito de aco inoxidavel estéril, que foram
colocados em tubos de ensaio contendo quatro mili-
litros de dgua peptonada a 0,1%. Para a colheita de
material das facas e maos, foi utilizado um suabe para
cada amostra, sendo colhido de toda a superficie da
lamina da faca e espacos interdigitais e palma das
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maos (AMERICAN...,2001). Apdsa colheita, asamostras
foram acondicionadas em caixaisotérmica contendo
gelo reciclavel e encaminhadas ao Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de
Jaboticabal, Unesp, para a realizacdo das analises.

Analise microbiolégica

Foirealizado o enriquecimento seletivo em caldo
tripticase-soja (TSB) adicionado de ampicilina (30
mg/L), seguido de plaqueamento em 4gar vermelho
de fenol-amido (PALumBo et al., 1985) e 4gar dextrina
(HAVELAAR; VONK, 1988) adicionados de ampicilina
(10mg/L) eincubagdo a 28°C por 24h. Destes meios,
foram selecionadas entre seis e oito colonias suges-
tivas - amarelas e com halo devido a hidrélise do
carboidrato do meio que, apds serem caracterizadas
como bastonetes Gram negativos, foram cultivadas
em agar triplice-actcar-ferro (TSI) (Saapet al., 1995) e
submetidasas provas damotilidade, oxidase, catalase
eresisténcia ao agente vibriostatico O /129 (fosfato de
2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine) para determi-
nacdo do género. Para esta caracterizagdo, Aeromonas
spp. foram isoladas de 38 amostras que forneceram
253 colonias (isolados). Também foram incluidos 14
isolados obtidos de cinco amostras de ambiente ndo
submetidas ao enriquecimento seletivo, pois foram
obtidas da exposicao direta das placas no ambiente
de abate. Para a realizacdo dos testes moleculares
foram selecionados e analisados 62 isolados abran-
gendo todos os locais amostrados.

Extracao do DNA bacteriano

O DNA gendmico foi extraido por meio da
utilizagdo do kit GE Healthcare illustra™ bacteria
genomicPrep Mini spin conforme especificacdes
do fabricante. A qualidade e quantidade do DNA
foram determinadas espectrofotometricamente a
260 e 280 nm.

Analise molecular

Asanalises REP e ERIC-PCR foram desenvolvidas
conforme VERsaLoviC ef al. (1991) e com alteracdo no
volume total da reagéo.

Cada 20 pL de reacao de PCR continha 50 pmol
de cada um dos 2 primers opostos, 100 ng de DNA,
1,25 mM de cada um dos 4 dNTPs, 2U de Taq po-
limerase (Invitrogen, USA®) em tampao (buffer) com
10% DMSO [v/v]. As amplificagdes do PCR foram
realizadas em um termociclador Eppendorf® com
uma desnaturacao inicial (95° C, 7 min) seguida de
30 ciclos de desnaturacao (9° C, 30 seg), anelamento
(REP:40°C, 1 min; ERIC: 52°C, 1 min) e extensao (65°
C, 8 min), com uma extensdo final (65° C, 16 min). A

reacdo de amplificagdo foi realizada com um total
de 30 ciclos para REP e ERIC.

Asamostras foram mantidasa4°Caté arealiza¢do
da eletroforese dos produtos de PCR.

Os primers utilizados para REP-PCR (VErsaLovic
et al., 1991) foram:
REP 1R-I (5" - I ICG ICG ICA TCI GGC - 3')
REP 2-1 (5" - ICG ICT TAT CIG GCC TAC - 3')

Os primers utilizados para ERIC-PCR (VErRsaLOVIC
et al., 1991) foram:
ERIC1R (5" - ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA
C-3)
ERIC 2 (5" - AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC
G-3)

Eletroforese e analise filogenética

Os produtos de amplificacdo foram submeti-
dos a eletroforese por 90 minutos a 120V, em uma
cuba de 27 x 47,5 x 8 cm (largura x comprimento x
altura), em gel de agarose a 2%. Como referéncia,
foi utilizado um marcador de peso molecular de 1
kb plus (Invitrogen, USA®). Os géis foram corados
com brometo de etideo, visualizados em um transi-
luminador de luz ultravioleta e documentados em
um fotodocumentador modelo Gel Doc (BIO RAD).

Por meio da andlise do bandeamento produ-
zido com o uso de cada oligonucleotideo iniciador,
foi conferido o pardmetro 1 para a presenca de
banda e 0 para a auséncia de banda, permitindo a
elaboracdo de uma matriz binéaria. Essa matriz foi
utilizada para a construcao de um filograma pelo
“software” Free Tree Win 95/98/NT (HawmrL ef al.,
2001). A similaridade genética entre os isolados foi
estimada pelo coeficiente de distancia descrito por
NEI1 (1986). Para o agrupamento dos dados da matriz
filogenética foi utilizado o método da média das
distancias genéticas (UPGMA - Unwrighted Pair
Group Method for Arithmetic Averages) (SNEATH;
SokaL, 1973), sendo que o filograma foi obtido com
o auxilio do “software” Tree View (Pacg, 1996).

Os isolados eram considerados indistinguiveis e
foram atribuidos ao mesmo tipo REP ou ERIC para
ofilograma derivado do algoritmo UPGMA quando
indicava um indice de parentesco = 99% verificado
pelaobservagdo visual dos padroes debandade DNA
(HarvEyetal.,2004). Heterogeneidade naintensidade
e formato das bandas nao foi considerada diferenca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aeromonas spp. foram isoladas de superficie da
peletimida dasregioes dianteira e traseira, superficie
muscular das regides dianteira e traseira durante
a fase de toalete, superficie muscular das regides
dianteira e traseira da carcaga resfriada, superficie
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das mdos dos manipuladores durante o trabalho,
do piso e ralo da cdmara de resfriamento, dgua sem
tratamento (ndoclorada), aguaresidudria dalavagem
das carcacas, carne, contetido intestinal e ambiente
da sala de abate. Na Tabela 1 é possivel verificar a
quantidade de amostras positivas para Aeromonas
spp. conforme os locais amostrados.

Tabela 1 - Ntimero de amostras de Aeromonas spp.
obtidas para cada local de colheita analisado em
abatedouro bovino no interior de Sao Paulo.

N°de

Local de colheita am.o .stras

positivas/

analisadas
Pele seca 0/15
Pele amida/ dianteiro 2/15
Pele timida/ traseiro 3/15
Sup. musc. dianteira/toalete 2/15
Sup. musc. traseira/toalete 1/15
Sup. musc. dianteira/carc.resfr. 2/15
Sup. musc. traseira/carc.resfr. 1/15
Maos manipul. matang¢a/antes trabalho 0/15
Maéos manipul. matang¢a/durante trabalho 8/15
Maos manipul./cam. resfriamento 0/15
Facas 0/15
Parede camara resfriamento 0/15
Piso e ralo cdmara resfriamento 4/15
Agua sem tratamento 2/15
Agua tratada 0/15
Agua residudria/lavagem carcacas 4/15
Carne 4/15
Contetido intestinal 5/15
Ambiente 5/15
Total 43/285

A presenca de micro-organismos no ambiente
industrial pode contaminar a carcaca diretamente
pela via aerégena ou através de respingos de
agua que tocam o piso, paredes ou equipamentos
contaminados, uma vez que jatos de dgua sob alta
pressdo sdo constantemente utilizados na higieni-
zagdo, principalmente na sala de abate. Estd bem
documentado que Aeromonas spp. e outros géneros
de bactérias patogénicas podem ser detectados no
ambiente do frigorifico, delocais como piso e paredes,
piso da sala de resfriamento, pia, serras e superficies
para manipulacdo das carnes. Consequentemente,
a possibilidade de ocorrer contaminacao cruzada é
substancial (GILL; JoNEs, 1995; BORCH; ARINDER, 2002;
Rosst JuNIOR et al., 2006).

Ainda, as maos dos funciondrios, quando con-
taminadas dentro da indtstria, também podem
contribuir para a disseminacdo das Aeromonas spp.
Ao pesquisar a ocorréncia de Aeromonas spp. nas

maos de funciondrios de frigorifico bovino, Rossi
JUNIOR et al. (2000) encontraram A. hydrophila e A.
cavige,com predominancia desta tiltima, sendoambas
consideradas patogénicas.

Deve-se considerar, também, o isolamento de
Aeromonas spp. no contetido intestinal, pois, apesar
de alguns autores (STERN et al., 1987; GRAY; STICKLER,
1989) relatarem a baixa ocorréncia dessas bactérias
nas fezes dos animais, como pode ser comprovado
no presente estudo, pode-se afirmar que, mesmo
sendo debaixa ocorréncia, este veiculo éimportante.
Consequentemente, existe risco dessas bactérias
chegarem a mesa do consumidor.

A prevencdo da entrada e disseminacado dessas
bactérias provenientes de contetddo intestinal nas
dependéncias de abate e de manipulagdo da carne,
por sua vez, esta relacionada aos cuidados durante
a evisceragdo das carcacas e as medidas adotadas
coma finalidade de evitar contato da pele do animal,
facas e equipamentos com a superficie muscular
apos a esfola.

Os resultados obtidos com as técnicas de REP e
ERIC revelaram uma grande diversidade genética
entreasbactériasencontradas. Assim, paraaumentar
a probabilidade de se encontrar a provavel origem
e/ou disseminacdo da contaminacao das carcacas
dentro da inddstria, realizou-se a comparagao entre
os isolados de um mesmo dia de abate que cor-
respondiam a animais de um mesmo lote, ou seja,
provenientes da mesma propriedade.

A amplificagdo com os oligonucleotideos REP
1IR-I/REP 2-1 possibilitou a amplificacdo de até
dez bandas de DNA, dependendo do isolado, com
tamanho de aproximadamente 100 a 5000 pb; a
amplificagdo de ERIC 1R/ERIC 2 permitiu a visu-
alizacdo de até 13 bandas também com o mesmo
tamanho. Entretanto, apesar do maior ntimero de
bandas gerado pelo ERIC em algumas amostras, o
REP possibilitou a visualizagdo das bandas em um
maior nimero de amostras.

No presente estudo serdo comentados apenas
os resultados referentes a etapa de colheita em que
foi obtido um resultado que apresentasse similari-
dade >99% entre os isolados conforme analise pelo
software “Tree View”. O ponto que estaria atuando
como fonte de contaminacdo das carcacas nao foi
detectado precisamente. Dentre os isolados que
poderiam atuar como fonte de contaminacdo e/
ou disseminagdo — pele, mdos dos funcionarios,
dgua, contetido intestinal, piso e parede da camara
de resfriamento e ambiente da sala de abate — so-
mente um isolado de mao (Ed9) compartilhou 100%
de similaridade com um de superficie muscular da
carcaca resfriada (Dd7), conforme visualizagdo na
Figural,indicando que ambos poderiam pertencer a
mesma espécie ou ao mesmo grupo bacteriano; esses
dados também podem ser visualizados na Figura
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2. Tal dado possibilita inferir que, muito embora
os manipuladores nao estejam atuando como fonte
primadria de contaminagdo das carcacas, podematuar
como disseminadores da bactéria, uma vez que Dd7
refere-se a regido dianteira da carcaga. Por sua vez,
esta regido consiste em um local onde os manipu-
ladores poderiam ter tocado a carcaga no momento
de mové-la naqueles locais onde nao havia néria
automatica como a cadmara de refrigeragdo.

Isolados de diferentes pontos de colheita também
compartilharam 100% de similaridade, entretanto,
correspondiam a pele tmida entre dois animais
pertencentes ao mesmo lote ou entre dgua de lava-
gem da carcaca com a amostra de carne do mesmo
animal. Estes resultados foram obtidos pelo REP e
alguns deles corroborados com ERIC.

Szczuka; Kaznowskr (2004) trabalharam com
cepas de Aeromonas spp. de amostras ambientais e
colhidas de fezes humanas com gastroenterite. Seus
isolados apresentaram amostras de bandas com
tamanho entre 100 e 3500 pb, contudo, ambas as
técnicas detectaram um ntimero um pouco inferior
de bandas, principalmente com o REP.

bp

12000

2000
1650

1000
240
640
A00

400
200
200

Fig.1- Amplificacdo dos isolados de Aeromonas spp. pelo
conjunto de primers REP 1R-I/REP 2-I, mostrando 100%
de similaridade entre os isolados Dd7 e Ed9. M: marcador
molecular de 1Kb; bp: pares de bases; Dd7: isolado da su-
perficie muscular daregido dianteira da carcaca resfriada;
Ed9: isolado de mdo do manipulador da sala de matanca
durante a jornada de trabalho; 1, 2 e 3: isolados de ambi-
ente da sala de abate; 4: isolado proveniente da mesma
amostra de Dd7; 5: isolado de mao do manipulador da
sala de matanca durante a jornada de trabalho.

10% 50% 100%

Ediz

Lis

Edie

r

Fig. 2 - Filograma revelando o agrupamento obtido com
os isolados de Aeromonas spp., baseado na amplificagdo
dasbandas de DNA pelos primers REP 1R-I e REP2-], pelo
método UPGMA com bootstrap de 1000 vezes.

Muito emboraa técnica de ERIC tenha produzido
maior nimero de bandas para algumas amostrasem
relacdoao REP, esta tiltima possibilitou a detecgdo de
um valor de similaridade mais alto entre osisolados.
Segundo DavIN-RecLI ef al. (1998), a utilizagdo de
uma combinac¢ado de mais de um método molecular é
importante, poisaumenta o potencial discriminatério
por detectar umntimero mais alto de polimorfismos,
aumentando, assim, a confianca no resultado.

CONCLUSOES

Apesar dareal fonte decontaminacao das Aeromonas
spp.ndo tersido determinada precisamente, osresul-
tados permitiram inferir que os funciondrios podem
atuar como disseminadores do micro-organismo no
interior da industria.

A presenga de Aeromonas spp. nao s6 na industria,
mas principalmente na carne, indica a necessidade da
melhoria das boas praticas de fabricacdo, pois existe
a possibilidade desses micro-organismos causarem
enfermidade de origem alimentar nos consumidores.
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