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RESUMO

Com o objetivo de verificar a capacidade enterotoxigénica “in vivo” de cepas de Aeromonasspp.
isoladas em diferentes produtos elocais da planta de processamento de frangos, foram submetidas
aos testes de inoculagdo intragastrica em camundongos lactentes e inoculagdo em algaileal ligada
de coelhos 75 cepas isoladas de penas, fezes, carcacas ndo evisceradas, evisceradas e resfriadas e
dgua do pré-resfriamento. Das 75 cepas testadas, 31 (41,3%) produziram enterotoxinas na prova
deinoculacdoemalcailealligada de coelhos, sendo 9 (29%) da espécie Aeromonashydrophila,9(29%)
A. sobria, 6 (19,4%) A. caviae, 4 (12,9%) A. veronii, 1 (3,2%) A. schubertii, 1 (3,2%) A. trotae1 (3,2%) A.
jandaei. Este estudo mostra que cepas de diferentes espécies de aeromonas sdo capazes de produzir
enterotoxinas no teste in vivo, sugerindo riscos a satide publica. O teste de inoculagao intragastrica
em camundongos lactentes nao demonstrou a presenca de cepas produtoras de enterotoxinas.

PALAVRAS-CHAVE: Aeromonas spp., abatedouro de frangos, enterotoxinas, inoculagdo em alca
intestinal ligada de coelhos, teste de inoculacao intragdstrica em camun-
dongos lactentes.

ABSTRACT

ENTEROTOXICITY OF AEROMONAS SPECIES ISOLATED FROM DIFFERENT POINTS IN
THE BROILERS SLAUGHTERING PROCESSING LINE. With the aim of verifying the capacity of
in vivo production of enterotoxins of Aeromonas spp. strains isolated from products and at different
places of the processing poultry plant, 75 strains isolated from feather, stool, pre-evisceration,
post-evisceration, cooled carcass and “chilling” water samples were assayed by the ligated ileal
loop test in rabbits and intragastric inoculation in suckling mice. From 75 strains analyzed, 31
(41.3%) produced enterotoxins in the ligated ileal loop assay in rabbits, the breakdown being 9
(29.0%) A. hydrophila, 9 (29.0%) A. sobria, 6 (19.4%) A. caviae, 4 (12.9%) A.veronii, 1 (3.2%) A.schubertii,
1(3.2%) A. trota and 1 (3.2%) A. jandaei. This study showed that strains of different species of
aeromonas are able to produce enterotoxins in in-vivo tests, suggesting a danger to public health.
The test of intragastric inoculation in suckling mice did not show evidence of enterotoxin
production.

KEY WORDS: Aeromonas spp., slaughtered poultry, enterotoxins, inoculation in ligated ileal loop
assay in rabbits, test of intragastric inoculation in suckling mice.

INTRODUCAO

As aeromonas podem chegar aos alimentos pela
dgua contaminada e fezes de animais que albergam a
bactéria, ou ainda por pessoas portadoras ou doentes
que manipulam alimentos (FIGUrA; MARRy, 1985). Se-
gundo MAJEeD et al. (1989) cepas de aeromonas se
desenvolvem a temperatura de 5° C, portanto a refrige-
ragdo das carcacas no abatedouro pode ndo impedir a

multiplicacdo destes microrganismos. Cepas de A.
hydrophila e A. sobria sdo capazes de produzir fatores
de viruléncia, como enterotoxinas e hemolisinas em
carnes estocadas a temperatura de 5° C (MAJEED et al.,
1990). Além do fator temperatura influenciado a mul-
tiplicacdo e a sobrevivéncia das aeromonas nos ali-
mentos, outros devem ser considerados, como concen-
tracao de sal, pH e atmosfera. Estes fatores interagem
influenciando a multiplicagdo e sobrevivéncia das
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aeromonas em alimentos armazenados em baixas
temperaturas (KNocHEL; JEPPESEN, 1990).

Asaeromonas podem produzir um ndmero signi-
ficativo de fatores de viruléncia, incluindo
endotoxinas, enterotoxinas, adesinas, citotoxinas,
hemolisinas, lipases e proteases, as quais sdo capazes
de desencadear uma série de disttarbios (CaHiLL,1990).

Aimportanciareal dosfatores devirulénciaaindanao
esta bem esclarecida, pois nem todas as cepas que os
possuem sdo patogénicas e, para que haja o quadro de
gastrenterite, tem quehaveracombinacdodacepa produ-
tora desses fatores com as condigdes predisponentes,
como a idade e o estado imunolégico do hospedeiro,
sendo mais propensas as criangas com menos de dois
anos, adultos com mais de cinqiienta anos e pessoas
imunocomprometidas (Kirov ; BRopriss, 1993).

RaLLetal. (1998) testaram cepas de A. sobria, A. caviae
e A. hydrophila, isoladas de amostras de peixe quanto
a capacidade de producdo de enterotoxina citotdnica,
em testes in vivo e in vitro e verificaram que 17% das
cepas de A. sobria e10% das A. cavige produziram
enterotoxinas no teste in vivo e que as cepas de A.
hydrophila nao produziram enterotoxinas neste teste.
No testeinvitro, ascepasndo produziramenterotoxinas.

Rosst Junior et al. (2001) testaram 18 cepas de A.
hydrophila e 65 de A.caviae,isoladas dediferentes produ-
tos e locais do fluxograma de abate de bovinos, quanto
a capacidade de producdo de enterotoxinas in vivo,
utilizandoostestesdeinoculagdoemalcailealligadade
coelhos e intragastrica em camundongos lactentes e
verificaram que 3 (16,7%) das cepas de A. hydrophila el
(1,5%) de A. cavige produziram enterotoxinas.

Diante do exposto, o objetivo da pesquisa foi veri-
ficar, in vivo, utilizando os testes de inoculagio
intragastrica em camundongos lactentes e em alga
ileal ligada de coelhos, a capacidade de produgao de
enterotoxinas por diferentes espécies de Aeromonas
isoladas em vdérios pontos e produtos da linha de
processamento de frangos.

MATERIAL E METODOS

As cepas de aeromonas isoladas de amostras de
penas, fezes, carcacas de frangos ndo evisceradas,
evisceradaseresfriadaseaguadopré-resfriamentodeum
abatedouro de frango submetido a controle higiénico-
sanitario permanente, foramrepicadasemcaldotripticase
soja (TSB) e incubadas a 28° C por 24h. Em seguida,
aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para frascos con-
tendo 20 mL de TSB adicionado de 0,6% de extrato de
levedura(BURKE etal., 1981). Ap6s 24h deincubacaoa 37°
C(SErARM et al., 1994) centrifugou-se as culturas a 8.000
rpm por 20min a 4° C. Os sobrenadantes obtidos foram
esterilizados por filtracio em membranas de 0,45 mm,
obtendo-se os extratos para inoculacao intragastrica em

camundongos lactentes e em alcaileal ligada de coelhos.
Paraaproducdodosextratosforamutilizadasumtotal de
75 cepas de aeromonas, sendo 19 da espécie Aeromonas
hydrophila, 18 de A. sobria, 20 de A. caviae, 12 de A. veronii,
3 de A. schubertii,2 de A. trota e 1 de A. jandaei.

Paraotesteemalcaintestinalligada foram utiliza-
dos coelhos albinos da raga Norfolk 2000, com peso
entre1.500e2.000g. Apdsanestesiacomcloridratode
ketamina e cloridrato de xilazina nas dosagens de 20
mg/kg e 2 mg/kg, respectivamente, as alcas intesti-
nais foram expostas por laparotomia e o conteddo do
ileo removido. Apés lavagem das alcas com solucao
fisiol6gica estéril, estas foram divididas em segmen-
tos de aproximadamente 5 cm, por meio de ligaduras
com fio de algoddo estéril. Volumes de 1 mL dos
filtrados foram injetados em segmentos alternados,
suturando-se em seguida o abdome. Para o controle
positivo foi inoculado filtrado de cepa de E. coli
enterotoxigénica e para o negativo caldo tripticase
soja estéril (ABEYTA JUNIOR et al., 1986; SINGH, SANYAL
1992). Ap6s 18h, os coelhos foram sacrificados e as
alcas intestinais examinadas quanto a presenga de
dilatagdo e acimulo de fluido. Para cada um dos
segmentos calculou-se a relacao volume do liquido/
comprimento, sendo o teste considerado positivo
quando essa relagdo se mostrava pelo menos quatro
vezes maior que aencontradano controlenegativoem
dois coelhos. Nos casos de resultados antagonicos o
teste foi repetido em pelo menos mais um animal.

No testeem camundongoslactentes foram utiliza-
dos, paracadauma das cepas, 3 camundongosalbinos
Suicos com idade entre 3 e 5 dias. A cada 1 mL de
sobrenadante estéril foram adicionadas duas gotas
de solucédo de azul de Evans a 1%, e 0,1 mL dessa
mistura foram inoculados, via intragastrica, em cada
um dos camundongos lactentes. Os animais foram
mantidos a 28° C por 4h e, em seguida, eutanaziados
com éter. Tanto os intestinos como as carcagas foram
pesados imediatamente. Considerava-se positivo
quando a proporgdo entre peso do intestino e peso de
carcaga era de, no minimo, 0,080 em pelo menos 2
camundongos. No controle positivo os 3 camundon-
gosreceberam 0,1 mL de sobrenadante estéril de uma
cepa de Escherichiacolienterotoxigénica e os controles
negativos 0,1 mL de caldo tripticase soja estéril (DEan
et al., 1972; Kapreret al., 1981; SINGH; SANYAL, 1992).

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) daFCAV/UNESP
sob protocolo n. 008716-07.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os percentuais de cepas produtoras de
enterotoxinas mostrados na Tabela 1 sdo superiores
aos descritos por FIGURA; MARRI (1985) que verificaram

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.74, n.1, p.5-9, jan./mar., 2007



Enterotoxigenicidade de espécies de aeromonas isoladas em diferentes pontos do fluxograma de abate de frangos.

que 13,3% das cepas de A. hydrophila e nenhuma A.
caviae isoladas de carne de suino produziram
enterotoxinas e aos deKirov efal. (1990) que verificaram
que cepas de A. hydrophila isoladas de carcacgas de
frangondo foram enterotoxigénicas. MAJEeD etal.(1989)
observaram que 21 (65,6%) cepas de A. hydrophila, 12
(75%) de A. sobria e somente 1 (5%) de A. caviae produ-
ziram enterotoxinas. Freras etal.(1993) demonstraram
que as discrepancias entre os percentuais de cepas
enterotoxigénicas verificados em diversas pesquisas
eram decorrentes de diferencas entre as propriedades
devirulénciadasamostrasisoladasemregites geogra-
ficas diferentes. Os achados da presente pesquisa sdo
preocupantes, uma vez que 41,3% das cepas mostra-
ram potencial enterotoxigénico e as espécies A.
hydrophila, A. caviae e A. sobria, consideradas pela
literatura como as mais patogénicas também foram
isoladas das fezes das aves.

Podeserobservadona Tabelaltambém queoteste
de inoculacdo intragastrica em camundongos
lactentes ndo permitiu evidenciar cepas produtoras
de enterotoxinas. Este achado esta de acordo com os
dados da pesquisa realizada por HaQuE et al. (1996)
que, ao submeterem cepas de aeromonas isoladas de
casosclinicos dediarréiae deamostrasambientaisao
teste de inoculagdo intragastrica em camundongos
lactentes, verificaram que cepas sabidamente
patogénicas deram resultados negativos.

Estes resultados sugerem que estas sdo uma im-
portante fonte de contaminagdo de aeromonas para
as carcagas e, apesar do rigido controle higiénico-
sanitario adotado na industria, as carcacgas resfria-
das e prontas para o consumo podem chegar ao
consumidor contaminadas por este microrganismo.
Os riscos a satide ptblica devem ser considerados,
poisalgumas espécies témsido associadasacasos de
diarréia e gastroenterites.

No teste de inoculagao em alca intestinal ligada de
coelhos(Tabela2)constatou-sequeosvaloresobtidosna
relagdo entre o volume e o comprimento da alca intesti-
nal variaram de 0,62a1,80, em 9 cepas de A. hydrophila.
Quanto as cepas de A. sobria 9 foram produtoras de
enterotoxinas com valores variando de 0,22 a 2,18 eem
cepas de A. cavige variaram de 0,21 a 1,84. Ainda com
relagdo aosresultados apresentados na Tabela 2, obser-
va-se também que 4 cepas de A. veronii, uma de A.
schubertii, A. trotae A. jandaei produziram liquidonaluz
intestinal de coelhos com relagdes que variaram de 0,14
al,80,0,33a1,60,0,41a1,09e0,25a1,30, respectivamen-
te. Quanto aos achados apresentados na Tabela 2, refe-
rentes as espécies A.hydrophila e A. caviae, osvaloressao
semelhantes aos de Ross! JuNIOR ef al. (2001) que encon-
traram no teste de inocula¢do em alga intestinal ligada
de coelhos valores que variaram de 1,20 a 2,10 para A.
hydrophila, e para A. caviae valor minimo de 0,78 e
maximo de 1,30 e os controles negativos 0,04 e 0,08.

Tabela 1 - Resultados dos ensaios de enterotoxigenicidade em alca ligada de coelhos e camundongos recém nascidos

com diferentes espécies de Aeromonas, Jaboticabal, SP.

Espécies inoculadas Ne de cepas Ne de cepas positivas Origem das cepas
examinadas
Teste em camun- Teste em alga
dongos lactentes ileal ligada de
(%) coelhos (%)

A. hydrophila 19 0 9/19 (47,3%)  Penas, fezes, carcagas evisceradas e
néao evisceradas, 4gua do pré-res-
friamento, e carcacas resfriadas

A. sobria 18 0 9/18 (50,0) Penas, fezes, carcagas evisceradas e
néao evisceradas, 4gua do pré-res-
friamento e carcacas resfriadas

A. caviae 20 0 6/20 (30,0) Penas, fezes, carcagas evisceradas e
néo evisceradas, 4gua do pré-res-
friamento e carcacas resfriadas

A. veronii 12 0 4/12 (33,3) Penas, fezes, carcacasndo evisceradas
e carcacas resfriadas

A. schubertii 3 0 1/03 (33,3) Carcaca ndo eviscerada

A. trota 2 0 1/02 (50,0) Agua do pré-resfriamento

A. jandaei 1 0 1/01 (100,0) Carcaca ndo eviscerada

Total 75 0 31/75 (41,31)

'Porcentagem de cepas testadas em relacdo ao total de cepas espécie tipificadas.
ZPorcentagem de cepas positivas em relagdo ao total de cepas testadas para cada uma das espécies
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Tabela 2 - Valores positivos encontrados nas rela¢des
entre volume e comprimento de al¢a intestinal ligada de
coelhos, relativos ao teste para verificagdo da producao de
enterotoxinas, segundo as espécies de aeromonas inocu-
ladas.

Espécies Ne de cepas Teste em alca intestinal
inoculadas positivas ligada de coelhos.
Valores da relacdo
volume/comprimento’
A. hydrophila 9 062 - 1,33
1,27 - 1,80
086 - 1,08
090 - 1,45
0,88 - 1,00
062 - 090
1,09 - 1,33
138 - 1,53
080 - 1,07
A. sobria 9 093 - 1,33
062 - 1,40
072 - 1,07
022 - 1,08
090 - 1,33
083 - 1,38
080 - 1,27
1,87 - 2,18
1,00 - 1,10
A. cavige 6 1,33 - 1,45
087 - 1,45
064 - 1,84
071 - 1,40
021 - 085
025 - 1,40
A. veronii 4 054 - 0,80
087 - 1,80
014 - 083
0,60 - 0,88
A. schubertii 1 033 - 1,60
A. trota 1 041 - 1,09
A. jandaei 1 025 - 1,30

Controle negativo 0,012 a 0,028

Valores obtidos a partir da inoculagdo em dois coelhos.
2Valores minimo e maximo obtidos na inoculacao dos
coelhos utilizados nos testes.

Deve-se considerar como produtoras de
enterotoxinas as cepas cujos valores das relacdes
volume/comprimento forem, no minimo, quatro ve-
zes maior que o controle negativo (Kareret al., 1981;
ABEYTA JUNIOR et al., 1986). Portanto, pelos dados da
tabela deve-se considerar como positivos valores aci-
ma de 0,048 e os valores encontrados sdo superiores
(minimo de 0,14 e maximo de 2,18), caracterizando

que houve um grande acimulo de liquido na alca
intestinal ligada de coelhos, possivelmente pela ca-
pacidade de produgdo de enterotoxinas das cepas
inoculadas.

Osachados mostram que cepas de aeromonas sdo
capazes de produzir enterotoxinas no teste in vivo,
evidenciando um risco potencial a satide publica.
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