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RESUMO

O gênero Aeromonas compreende espécies consideradas importantes patógenos para os seres 
humanos, sendo que a principal ação patogênica delas corresponde às gastroenterites. Tendo 
em vista sua importância como patógeno de origem alimentar, a ocorrência de Aeromonas spp. 
foi estudada em carcaças bovinas e ambiente do abatedouro em uma indústria do Estado de São 
Paulo, com o intuito de definir a possível origem comum dessas bactérias no ambiente do frig-
orífico através de métodos moleculares. Foram colhidas 15 amostras de 19 pontos, totalizando 
285 unidades. As amostras foram colhidas dos seguintes pontos: pele seca e úmida, superfície 
muscular das carcaças durante a toalete e das carcaças resfriadas, mãos dos funcionários antes e 
durante o trabalho na sala de abate e câmara de resfriamento, facas, parede e piso da câmara de 
resfriamento, água (clorada, não clorada e residuária da lavagem das carcaças), carne, conteúdo 
intestinal e ambiente da sala de abate. Foi realizada a caracterização do gênero 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 superfície muscular de uma carcaça resfriada com um isolado de mão. As técnicas moleculares 
não possibilitaram a identificação precisa da origem das bactérias na indústria, mas possibilitaram 
inferir que os manipuladores podem atuar como disseminadores delas no ambiente de abate.

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

ABSTRACT

EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF AEROMONAS SPP. USING REP AND ERIC-PCR IN 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 São 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 ≥ 99% 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.

INTRODUÇÃO

Dentre os micro-organismos responsáveis pela 
deterioração da carne incluem-se as bactérias do 

gênero Aeromonas que também são consideradas 
importantes micro-organismos patogênicos para ani-
mais homeotermos e pecilotermos. Trabalhos recentes 
têm enfatizado seu surgimento como patógenos 
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primários relacionados a uma grande variedade de 
infecções locais e sistêmicas, mesmo em indivíduos 
imunologicamente competentes (Graevenitz, 2007; 
DwiveDi et al., 2008).

As Aeromonas spp. estão associadas aos ambien-
tes aquáticos e são reconhecidas como patogênicas 
para peixes desde 1894 (KirKan et al., 2003). Essas 
bactérias consistem em micro-organismos oxidase 
e catalase positivos, anaeróbios facultativos, geral-
mente móveis devido à presença de flagelo polar, 
Gram negativas, fermentadoras de glicose. Apesar 
da maioria dos isolados de alimentos ser mesófilas, 
muitas podem se multiplicar sob temperatura de 
refrigeração (Kirov, 1997; DasKalov, 2006).

O gênero Aeromonas foi inicialmente incluído na 
família Vibrionaceae a qual também pertencem os 
gêneros Vibrio, Photobacterium e Plesiomonas. Subse-
quentes investigações filogenéticas indicaram que as 
Aeromonas spp. não estão estreitamente relacionadas 
aos vibrios, mas, ao contrário, formam uma unidade 
no subgrupo γ-3 da classe Proteobacteria (abbott et 
al., 2003). Oficialmente, as Aeromonas spp. estão clas-
sificadas dentro da família Aeromonadaceae (Joseph; 
Carnahan, 2000).

Aeromonas spp. podem ser encontradas no solo, 
água doce e salgada, água 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 já demonstraram a presença de 
Aeromonas spp. em carne e produtos cárneos, mas 
com dificuldades em estabelecer a sua real origem ou 
fonte de contaminação dentre as diferentes fases do 
abate (Gill; reiChel, 1989; huDson et al., 1994; rossi 
Junior et al., 2006). Dúvidas, estas, que podem ser 
dirimidas com a utilização de estudos envolvendo 
epidemiologia molecular (szCzuKa; KasnowsKi, 2004; 
taCão et al., 2005). 

Baseando-se na importância do surgimento das 
Aeromonas spp. como patógenos emergentes, na 
importância da carne bovina e seus produtos na 
alimentação da população, no pequeno número de 
trabalhos científicos referentes ao gênero Aeromonas 
no Brasil, principalmente em relação à sua detecção e 
caracterização na indústria da carne bovina, idealizou-
se o presente estudo, tendo como objetivo descobrir, 
de forma segura, a(s) fonte(s) de origem das bactérias 
do gênero Aeromonas para o ambiente industrial.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostragem

O trabalho foi realizado em um matadouro-
frigorífico situado no interior do Estado de São Paulo 

cujos produtos são destinados ao comércio nacional e 
internacional. Foram estudados pontos do fluxograma 
de abate bovino que poderiam atuar como veículo de 
transmissão das Aeromonas spp. à carne ou pontos 
de disseminação do micro-organismo na indústria, 
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 três 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 
para comercialização. Assim, em um primeiro dia foi 
amostrada a pele. No segundo, após os animais terem 
sido submetidos ao descanso, jejum e dieta e estarem 
preparados para o abate, foi amostrada a superfície 
da pele úmida das regiões dianteira e traseira e, no 
transcorrer do abate, foram amostrados os seguintes 
pontos: superfície muscular das regiões dianteira 
e traseira durante a fase de toalete, superfície de 
mãos de manipuladores (antes do início e durante as 
atividades) e superfície de facas na sala de matança, 
água tratada de abastecimento e água residuária da 
lavagem das carcaças - colhida em frascos de vidro 
estéreis, em seguida à lavagem das meias carcaças 
quando o excesso dessa água 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 
os meios seletivos específicos para o gênero em estudo 
(ágar dextrina-ampicilina e ágar vermelho de fenol-
amido-ampicilina) - e conteúdo intestinal, na seção 
de bucharia e triparia, no momento da abertura do 
aparelho digestivo para a lavagem e preparação destes 
órgãos. No terceiro dia foram colhidas amostras de 
superfície muscular das regiões dianteira e traseira 
da carcaça na câmara de resfriamento, superfície das 
mãos dos manipuladores da câmara de resfriamento 
durante suas atividades, da parede, piso e ralo da 
própria câmara e carne pronta para comercialização 
obtida na sala de desossa. Analisou-se também a água 
sem tratamento (não clorada) proveniente de poço 
artesiano do próprio estabelecimento. De cada um 
dos pontos descritos foram analisadas 15 amostras, 
totalizando 285 unidades. As amostras de água tratada 
e sem tratamento foram colhidas em frascos de vidro 
esterilizados contendo 0,4 mL de tiossulfato de sódio 
em solução a 10%, em quantidade aproximada de 
400 mL. As amostras de superfície de pele, músculos, 
parede, piso e ralo foram colhidas através de suabes 
esterilizados, em uma área de 100 cm2 delimitada 
por um gabarito de aço inoxidável estéril, que foram 
colocados em tubos de ensaio contendo quatro mili-
litros de água peptonada a 0,1%. Para a colheita de 
material das facas e mãos, foi utilizado um suabe para 
cada amostra, sendo colhido de toda a superfície da 
lâmina da faca e espaços interdigitais e palma das 
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mãos (ameriCan..., 2001). Após a colheita, as amostras 
foram acondicionadas em caixa isotérmica contendo 
gelo reciclável e encaminhadas ao Departamento 
de Medicina Veterinária Preventiva da Faculdade 
de Ciências Agrárias e Veterinárias, Campus de 
Jaboticabal, Unesp, para a realização das análises.

Análise microbiológica

Foi realizado o enriquecimento seletivo em caldo 
tripticase-soja (TSB) adicionado de ampicilina (30 
mg/L), seguido de plaqueamento em ágar vermelho 
de fenol-amido (palumbo et al., 1985) e ágar dextrina 
(havelaar; vonK, 1988) adicionados de ampicilina 
(10 mg/L) e incubação a 28o C por 24h. Destes meios, 
foram selecionadas entre seis e oito colônias suges-
tivas - amarelas e com halo devido à hidrólise do 
carboidrato do meio que, após serem caracterizadas 
como bastonetes Gram negativos, foram cultivadas 
em ágar tríplice-açúcar-ferro (TSI) (saaD et al., 1995) e 
submetidas às provas da motilidade, oxidase, catalase 
e resistência ao agente vibriostático O/129 (fosfato de 
2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine) para determi-
nação do gênero. Para esta caracterização, Aeromonas 
spp. foram isoladas de 38 amostras que forneceram 
253 colônias (isolados). Também foram incluídos 14 
isolados obtidos de cinco amostras de ambiente não 
submetidas ao enriquecimento seletivo, pois foram 
obtidas da exposição direta das placas no ambiente 
de abate. Para a realização dos testes moleculares 
foram selecionados e analisados 62 isolados abran-
gendo todos os locais amostrados.

Extração do DNA bacteriano

O DNA genômico foi extraído por meio da 
utilização do kit GE Healthcare illustraTM bacteria 
genomicPrep Mini spin conforme especificações 
do fabricante. A qualidade e quantidade do DNA 
foram determinadas espectrofotometricamente a 
260 e 280 nm.

Análise molecular

As análises REP e ERIC-PCR foram desenvolvidas 
conforme versaloviC et al. (1991) e com alteração no 
volume total da reação.

Cada 20 µL de reação 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 tampão (buffer) com 
10% DMSO [v/v]. As amplificações do PCR foram 
realizadas em um termociclador Eppendorf® com 
uma desnaturação inicial (95º C, 7 min) seguida de 
30 ciclos de desnaturação (9º C, 30 seg), anelamento 
(REP: 40º C, 1 min; ERIC: 52º C, 1 min) e extensão (65º 
C, 8 min), com uma extensão final (65º C, 16 min). A 

reação de amplificação foi realizada com um total 
de 30 ciclos para REP e ERIC.

As amostras foram mantidas a 4oC até a realização 
da eletroforese dos produtos de PCR.

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

Os primers utilizados para ERIC-PCR (versaloviC 
et al., 1991) foram:
ERIC 1R (5’ – ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA 
C – 3’)
ERIC 2 (5’ – AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC 
G – 3’)

Eletroforese e análise filogenética

Os produtos de amplificação foram submeti-
dos à 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 referência, 
foi utilizado um marcador de peso molecular de 1 
kb plus (Invitrogen, USA®). Os géis foram corados 
com brometo de etídeo, visualizados em um transi-
luminador de luz ultravioleta e documentados em 
um fotodocumentador modelo Gel Doc (BIO RAD). 

Por meio da análise do bandeamento produ-
zido com o uso de cada oligonucleotídeo iniciador, 
foi conferido o parâmetro 1 para a presença de 
banda e 0 para a ausência de banda, permitindo a 
elaboração de uma matriz binária. Essa matriz foi 
utilizada para a construção de um filograma pelo 
“software” Free Tree Win 95/98/NT (hampl et al., 
2001). A similaridade genética entre os isolados foi 
estimada pelo coeficiente de distância descrito por 
nei (1986). Para o agrupamento dos dados da matriz 
filogenética foi utilizado o método da média das 
distâncias genéticas (UPGMA - Unwrighted Pair 
Group Method for Arithmetic Averages) (sneath; 
soKal, 1973), sendo que o filograma foi obtido com 
o auxílio do “software” Tree View (paGe, 1996).

Os isolados eram considerados indistinguíveis e 
foram atribuídos ao mesmo tipo REP ou ERIC para 
o filograma derivado do algoritmo UPGMA quando 
indicava um índice de parentesco ≥ 99% verificado 
pela observação visual dos padrões de banda de DNA 
(harvey et al., 2004). Heterogeneidade na intensidade 
e formato das bandas não foi considerada diferença.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Aeromonas spp. foram isoladas de superfície da 
pele úmida das regiões dianteira e traseira, superfície 
muscular das regiões dianteira e traseira durante 
a fase de toalete, superfície muscular das regiões 
dianteira e traseira da carcaça resfriada, superfície 
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das mãos dos manipuladores durante o trabalho, 
do piso e ralo da câmara de resfriamento, água sem 
tratamento (não clorada), água residuária da lavagem 
das carcaças, carne, conteúdo intestinal e ambiente 
da sala de abate. Na Tabela 1 é possível verificar a 
quantidade de amostras positivas para Aeromonas 
spp. conforme os locais amostrados.

mãos de funcionários de frigorífico bovino, Rossi 
Junior et al. (2000) encontraram A. hydrophila e A. 
caviae, com predominância desta última, sendo ambas 
consideradas patogênicas. 

Deve-se considerar, também, o isolamento de 
Aeromonas spp. no conteúdo intestinal, pois, apesar 
de alguns autores (stern et al., 1987; Gray; stiCKler, 
1989) relatarem a baixa ocorrência dessas bactérias 
nas fezes dos animais, como pode ser comprovado 
no presente estudo, pode-se afirmar que, mesmo 
sendo de baixa ocorrência, este veículo é importante. 
Consequentemente, existe risco dessas bactérias 
chegarem à mesa do consumidor.

A prevenção da entrada e disseminação dessas 
bactérias provenientes de conteúdo intestinal nas 
dependências de abate e de manipulação da carne, 
por sua vez, está relacionada aos cuidados durante 
a evisceração das carcaças e às medidas adotadas 
com a finalidade de evitar contato da pele do animal, 
facas e equipamentos com a superfície muscular 
após a esfola.

Os resultados obtidos com as técnicas de REP e 
ERIC revelaram uma grande diversidade genética 
entre as bactérias encontradas. Assim, para aumentar 
a probabilidade de se encontrar a provável origem 
e/ou disseminação da contaminação das carcaças 
dentro da indústria, realizou-se a comparação 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 amplificação com os oligonucleotídeos REP 
1R-I/REP 2-I possibilitou a amplificação de até 
dez bandas de DNA, dependendo do isolado, com 
tamanho de aproximadamente 100 a 5000 pb; a 
amplificação de ERIC 1R/ERIC 2 permitiu a visu-
alização de até 13 bandas também com o mesmo 
tamanho. Entretanto, apesar do maior número de 
bandas gerado pelo ERIC em algumas amostras, o 
REP possibilitou a visualização das bandas em um 
maior número de amostras.

No presente estudo serão comentados apenas 
os resultados referentes à etapa de colheita em que 
foi obtido um resultado que apresentasse similari-
dade ≥ 99% entre os isolados conforme análise pelo 
software “Tree View”. O ponto que estaria atuando 
como fonte de contaminação das carcaças não foi 
detectado precisamente. Dentre os isolados que 
poderiam atuar como fonte de contaminação e/
ou disseminação — pele, mãos dos funcionários, 
água, conteúdo intestinal, piso e parede da câmara 
de resfriamento e ambiente da sala de abate — so-
mente um isolado de mão (Ed9) compartilhou 100% 
de similaridade com um de superfície muscular da 
carcaça resfriada (Dd7), conforme visualização na 
Figura 1, indicando que ambos poderiam pertencer à 
mesma espécie ou ao mesmo grupo bacteriano; esses 
dados também podem ser visualizados na Figura 

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

Local de colheita

Nº de 
amostras 

positivas/
analisadas

Pele seca 0/15
Pele úmida/dianteiro 2/15
Pele úmida/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
Mãos manipul. matança/antes trabalho 0/15
Mãos manipul. matança/durante trabalho 8/15
Mãos manipul./câm. resfriamento 0/15
Facas 0/15
Parede câmara resfriamento 0/15
Piso e ralo câmara resfriamento 4/15
Água sem tratamento 2/15
Água tratada 0/15
Água residuária/lavagem carcaças 4/15
Carne 4/15
Conteúdo intestinal 5/15
Ambiente 5/15
Total 43/285

A presença de micro-organismos no ambiente 
industrial pode contaminar a carcaça diretamente 
pela via aerógena ou através de respingos de 
água que tocam o piso, paredes ou equipamentos 
contaminados, uma vez que jatos de água sob alta 
pressão são constantemente utilizados na higieni-
zação, principalmente na sala de abate. Está bem 
documentado que Aeromonas spp. e outros gêneros 
de bactérias patogênicas podem ser detectados no 
ambiente do frigorífico, de locais como piso e paredes, 
piso da sala de resfriamento, pia, serras e superfícies 
para manipulação das carnes. Consequentemente, 
a possibilidade de ocorrer contaminação cruzada é 
substancial (Gill; Jones, 1995; BorCh; arinDer, 2002; 
Rossi Junior et al., 2006).

Ainda, as mãos dos funcionários, quando con-
taminadas dentro da indústria, também podem 
contribuir para a disseminação das Aeromonas spp. 
Ao pesquisar a ocorrência de Aeromonas spp. nas 
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2. Tal dado possibilita inferir que, muito embora 
os manipuladores não estejam atuando como fonte 
primária de contaminação das carcaças, podem atuar 
como disseminadores da bactéria, uma vez que Dd7 
refere-se à região dianteira da carcaça. Por sua vez, 
esta região consiste em um local onde os manipu-
ladores poderiam ter tocado a carcaça no momento 
de movê-la naqueles locais onde não havia nória 
automática como a câmara de refrigeração.

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

szCzuKa; KaznowsKi (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 número um pouco inferior 
de bandas, principalmente com o REP. 

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

Fig. 1 - Amplificação 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-
perfície muscular da região dianteira da carcaça resfriada; 
Ed9: isolado de mão do manipulador da sala de matança 
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 mão do manipulador da 
sala de matança durante a jornada de trabalho.

Muito embora a técnica de ERIC tenha produzido 
maior número de bandas para algumas amostras em 
relação ao REP, esta última possibilitou a detecção de 
um valor de similaridade mais alto entre os isolados. 
Segundo Davin-reGli et al. (1998), a utilização de 
uma combinação de mais de um método molecular é 
importante, pois aumenta o potencial discriminatório 
por detectar um número mais alto de polimorfismos, 
aumentando, assim, a confiança no resultado. 

CONCLUSÕES

Apesar da real fonte de contaminação das Aeromonas 
spp. não ter sido determinada precisamente, os resul-
tados permitiram inferir que os funcionários podem 
atuar como disseminadores do micro-organismo no 
interior da indústria. 

A presença de Aeromonas spp. não só na indústria, 
mas principalmente na carne, indica a necessidade da 
melhoria das boas práticas de fabricação, pois existe 
a possibilidade desses micro-organismos causarem 
enfermidade de origem alimentar nos consumidores.
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