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Semana que vem 

Amanhã eu vou revelar 
Depois eu penso em aprender 
Daqui a uns dias eu vou dizer 
O que me faz querer gritar 

No mês que vem tudo vai melhorar 
Só mais alguns anos e o mundo vai mudar 
Ainda temos tempo até tudo explodir 
Quem sabe quanto vai durar 

A partir de amanhã eu vou discutir 
Da próxima vez eu vou questionar 
Na segunda eu começo a agir 
Só mais duas horas pra eu decidir 

Esse pode ser o último dia de nossas vidas 
Última chance de fazer tudo ter valido a pena 
Diga sempre tudo o que predsa dizer, arrisque mais pra não se 
arrepender 

Nós não temos todo o tempo do mundo e esse mundo já faz 
muito tempo 
O futuro é o presente, e o presente já passou 

Não deixe nada pra depois, não deixe o tempo passar 
Não deixe nada pra semana que vem, porque semana que vem 
pode nem chegar 

Autor: Pitty 
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RESUMO 

Cabral A. Diversidade e perfil plasmidial de bactérias do gênero 

Aeromonas isoladas de ambientes aquáticos do Estado de São Paulo. 

São Paulo. 2004 [Dissertação de Mestrado - Faculdade de Saúde Pública 

da USP). 

Introdução: O gênero Aeromonas é ubiqüitário no ambiente aquático e já foi 

isolado de água doce, salgada, salobra, mineral, poluída ou tratada. Várias 

espécies de Aeromonas apresentam fatores de virulência e podem estar 

relacionadas a uma série de doenças para seu hospedeiro. Objetivo: 

Estudar a diversidade e caracterizar molecularmente através do perfil 

plasmidial, as diferentes espécies do gênero Aeromonas provenientes de 

corpos hídricos de São Paulo. Métodos: Foram coletadas 19 amostras de 

água, sendo 11 amostras de água doce, 1 de água salobra e 7 de água 

salgada. As amostras foram concentradas através de membrana filtrante e 

enriquecidas em 100mL de água peptonada alcalina 1 %. As amostras foram 

estriadas em placas de petri contendo diferentes meios de cultivo. As 

colônias típicas foram submetidas a provas bioquímicas para a identificação 

das espécies. Foi feito o levantamento bibliográfico do (ndice de Qualidade 

de Água (IOA) na CETESB, dos pontos de coleta analisados. Para a análise 

do perfil plasmidial, foi utilizada a metodologia descrita por BIRNBORN e 

DOLY (1979). Resultados: As espécies de Aeromonas foram isoladas em 

84,2% dos ambientes isolados; segundo os dados da CETESB, 58,3% das 

amostras apresentaram condições favoráveis de qualidade de água; 43,2% 

das cepas isoladas apresentaram pelo menos um plasmídio. Conclusões: 

Concluiu-se que esses organismos estão amplamente distribuídos no 

ambiente aquático e que as espécies de Aeromonas não apresentam o 

mesmo perfil plasmidial. Os organismos isolados dos ambientes estudados 

podem representar risco à saúde. 

Descritores: Aeromonas, Diversidade, Ambientes Aquáticos, Perfil Plasmidial 

e Saúde Pública. 



SUMARY 

Cabral A. Diversity and plasmidial profile of bacteria of the genus 

Aeromonas isolated from aquatic environments of State of São Paulo. 

São Paulo. 2004 [Dissertação de Mestrado - Faculdade de Saúde Pública 

da USP]. 

Introduction: The genus Aeromonas is ubiquous in the aquatic environrnent 

and was isolated from polluted or treated tresh water, salt and brackish 

waters, and mineral water. Many Aeromonas species produce virulence 

factors that rnay be responsible for the disease in the bacterial host. 

Objective: To study the diversity and to characterize by plasmidial profile 

different species of the genus Aeromonas isolated from water bodies in the 

State of São Paulo. Methods: There were collected a total of 19 water 

samples as follow: 11 fresh-water, 1 brackish water, and 7 salt water. 

Samples were concentrated by filtration and enriched in 100 mL of 1 % 

Alcalin Peptone water. Bacteria were isolated in petri dishes containing 

different culture medium. Typical colonies were submitted to biochemical test 

for species identification. Data on Water Quality trom the collection site was 

obtained from CETESB. Plasmidial profile was carried out according to the 

rnethodology described by Birnboin & Doly (1979). Results: Aeromonas 

species were isolated from 84.2% of the studied environments, according to 

data trom CETESB, 58.3% of samples presented favorable water quality 

conditions, and 43,2% of isolated strains had at least one plasmid. 

Conclusions: It was observed that these organisrns are widely distributed in 

the aquatic environrnents studied, and have diverse plasmidial profiles. 

Organisrns isolated from these environrnents my pose a risk to public health. 

Describes: Aeromonas, Diversity, Aquatic Environrnents, Plasmidial Profile 

and Public Health. 
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Introdução 1 

1. INTRODUÇÃO 

A água é um recurso natural essencial à vida. Embora 

abundante no território nacional, já apresenta sua qualidade comprometida, 

principalmente próximo aos grandes centros urbanos. O Brasil é um país 

privilegiado, pois ocupa o primeiro lugar entre as nações com a maior 

reserva de água doce do mundo (20% do total mundial, seguido pela antiga 

União Soviética com 11%, China com 5,7% e Estados Unidos com 3,8%) 

(PANETTA 2001). 

A demanda de água pelo homem vem crescendo 

constantemente. Como causa deste fenômeno, pode-se citar o aumento da 

população mundial e, em especial, a concentração populacional nas 

cidades. A urbanização tem como conseqüência, o desenvolvimento das 

indústrias, para satisfazer as necessidades cada vez maiores dos habitantes 

das cidades. 

O Estado de São Paulo, por ter sua capital nas cabeceiras de 

rios e às margens de reservatórios utilizados como mananciais de 

abastecimento público, apresenta um quadro bastante complexo no que se 

refere à disponibilidade e demanda de água, bem como sua qualidade. 

Os agentes biológicos continuam sendo os fatores mais 

importantes de contaminação da água. As doenças de veiculação hídrica 

são transmitidas através da ingestão de água contaminada por 

microrganismos patogênicos, eliminados nas fezes do homem elou dos 

animais, notavelmente onde as condições de saneamento básico são 

precárias. 

Vale enfatizar que, em saúde pública, a endemicidade das 

doenças de veiculação hídrica, em altos níveis, é extremamente prejudicial 

para o desenvolvimento da população, em especial, das crianças. 



Introdução 2 

A maioria das infecções intestinais é assintomática, à medida 

que aumenta a idade do indivíduo acometido, a resposta imune aos agentes 

agressores vai se tornando cada vez mais evidente e, como conseqüência, 

ocorre uma diminuição na manifestação clínica da infecção (GERMANO e 

GERMANO 2001 ). 

O estado de portador assintomático, que pode persistir por até 

semanas, é muito importante na epidemiologia das gastroenterites 

infecciosas, uma vez que a eliminação dos agentes patogênicos no 

ambiente propicia a contaminação da água e dos alimentos. De maneira que 

os indivíduos nessas condições, podem não adotar nenhuma precaução 

higiênica para evitar a contaminação ambiental, representando assim um 

grande perigo para a sociedade. 

São muitas as doenças passíveis de serem adquiridas pela 

ingestão de água contaminada, bem como suas manifestações e 

repercussões em saúde pública. Cabe lembrar que, além das crianças com 

idade inferior a dois anos, são suscetíveis indivíduos idosos, e pessoas 

convalescentes e especialmente, os imunocomprometidos, como por 

exemplo os portadores do vírus HIV que causa a Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS). 

Segundo SCHOFIELD (1992), grande parte das intoxicações 

alimentares é provocada por espécies de bactérias não rotineiramente 

pesquisadas durante as investigações de surtos, dentre as quais destacam­

se as pertencentes ao gênero Aeromonas. 

Segundo RIVERA e MARTINS (1996), as excretas humanas 

são o principal veículo de propagação de uma ampla variedade de 

enfermidades transmissíveis, e esta contaminação tem comprometido os 

recursos hídricos disponíveis para o consumo humano. 



Introdução 3 

1.1. O gênero Aeromonas 

o gênero Aeromonas pertence à família Aeromonadaceae e 

consiste em uma coletânea de bacilos Gram-negativos, que podem ter forma 

cocóide ou bacilar, curvos ou retos, móveis quando possuírem flagelo polar, 

ou imóveis, com comprimento de 1 a 3,5 J.lm. Estes microrganismos 

possuem metabolismo oxidativo fermentativo, são catalase positivos e 

produzem a enzima citocromo oxidase. Podem crescer em ambientes com 

até 4% de cloreto de sódio, sendo comumente encontrados em ambientes 

aquáticos com baixas quantidades deste sal. A temperatura para seu 

crescimento varia de -1°C a 41°C. Os valores de pH para seu crescimento 

variam entre 5,5 a 9,0. Algumas cepas são hemolíticas quando cultivadas 

em ágar sangue, e em sua maioria, produzem citotoxinas, enterotoxinas, 

endotoxinas, adesinas, proteinases e quitinase (POPOFF 1984, COLWELL 

et ai. 1986, VADIVELU et ai. 1991, SINGH e SANYAL 1992, LOEWY et ai. 

1993, SINGH e SANYAL 1993, SINGH et ai. 1993, HOLMES et ai. 1996, 

HUYS et ai. 1997, JANDA e ABBOTT 1998, HUYS et ai. 2002, ESTEVE et 

ai. 2003, HARF-MONTEIL et ai. 2004a, MINANA-GALBIS et aI. 2004). 

O grupo de organismos do gênero Aeromonas é ubiqüitário no 

ambiente aquático e já foram isolados de água doce, salgada, salobra, 

mineral, poluída e tratada (POPOFF 1984, COLWELL et aI. 1986, HOLMES 

et aI. 1996, HUYS et aI. 1997, ESTEVE et aI. 2003, HARF-MONTEIL et aI. 

2004a, MINANA-GALBIS et ai. 2004). 

Algumas espécies de Aeromonas, móveis, estão relacionadas 

com diversos tipos de doenças no homem, como diarréia autolimitante e 

diarréia semelhante à colérica, infecção de pele e ouvido, e até mesmo 

casos de necrose e septicemia em pacientes com fatores predisponentes 

como cortes, perfurações, cirurgias e distúrbios imunológicos, ou em 

indivíduos que tiveram prévia exposição a ambientes contaminados, 

principalmente água e alimentos (CARNAHAN et aI. 1991 d, HOUSTON et ai. 

1991, ROLSTON et aI. 1991, HAVELAAR et aI. 1992, KUEH et aI. 1992, 
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VADIVELU et ai. 1995, ROSSI JR et ai. 2000, MINANA-GALBIS et ai. 2004). 

Várias espécies de Aeromonas apresentam fatores de 

virulência, ou seja, fatores que podem estar relacionados à produção de 

doença, como toxinas citolíticas, endopeptidases, proteinases, hemolisinas, 

enterotoxinas, leucocidinas, quitinases e adesinas, que de forma isolada ou 

combinada, podem trazer danos patogênicos para o hospedeiro, podendo 

ser peixe, anfíbio, réptil, ou até mesmo o homem (ALABI e ODUGBEMI 

1990, KUEH et ai. 1992, HAVELAAR et ai. 1992, KIROV 1993, VADIVELU et 

ai. 1995, RIVERA e MARTINS 1996, ESTEVE et ai. 2003, HARF-MONTEIL 

et ai. 2004a, MINANA-GALBIS et ai. 2004). 

1.1.1. Taxonomia 

O gênero Aeromonas inicialmente foi composto por três 

espécies, A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, entretanto, levando-se em 

conta a existência de cepas com características bioquímicas atípicas, e 

baseando-se em estudos de biologia molecular, alguns autores propuseram 

novas espécies baseadas em características fenotípicas e genotípicas 

(POPOFF 1984). 

Anteriormente, os organismos do gênero Aeromonas 

pertenciam à família Vibrionaceae, porém com o aumento do número de 

estudos desses organismos verificou-se as variações fenotípicas existentes, 

o que levou alguns autores a proporem uma nova classificação quanto à 

família, criando assim a família Aeromonadaceae (COLWELL et ai. 1986). 

A taxonomia clássica era dividida em 2 grupos principais: o 

grupo das cepas psicrófilas com crescimento de 22 a 28°C, composto pela 

A. salmonicida e o grupo das cepas mesófilas com crescimento de 36 a 

37°C composto pelas espécies: A. hydrophila, A. caviae e A. sobria 

(POPOFF 1984). 
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Reavaliando a classificação de amostras de A. hydrophila, A. 

caviae, A. sobria de diferentes origens, JOSEPH et ai. (1988), verificaram 

algumas formas atípicas em relação às espécies previamente classificadas. 

Com base nessas observações os autores comentam a importância da 

correta identificação das espécies deste gênero. 

ABBOTT em 1992 propôs uma nova classificação baseada nas 

características bioquímicas e também com base nas provas de biologia 

molecular, e subdividiu o grupo das Aeromonas em 13 genoespécies 

organizados em 4 fenoespécies ou complexos: A. hydrophila, A. salmonicida 

e Aeromonas HG2 (Grupo de Hibridização número 2), pertenceriam ao 

complexo da A. hydrophila. As espécies A. caviae, A. media e A. 

eucrenophila pertenceriam ao complexo A. caviae. As espécies A. sobria, A. 

veronii biovariedade sobria, A. jandaeii, A. veronii biovariedade veronii e 

Aeromonas HG11, pertenceriam ao complexo A. sobria e por fim, as 

espécies A. schuberlii e A. trota pertenceriam ao complexo A. schuberlii­

trota. 

Posteriormente, quatro novas espécies foram introduzidas ao 

grupo das Aeromonas: A. allosaccharophila, descrita por MARTINEZ­

MURCIA et ai. (1992); A. encheleia descrita por ESTEVE et ai. (1995); A. 

bestiarum, descrita por ALI et ai. (1996) e A. popoffii, descrita por HUYS et 

ai. (1997). 

Atualmente, existem dezessete espécies de Aeromonas 

descritas e validadas a saber: A. hydrophila, A. salmonicida, A. media, A. 

encheleia, A. allosaccharophila, A. eucrenophila, A. bestiarum, A. caviae, A. 

veronii biogrupo sobria, A. veronii biogrupo veronii, A. schuberlii, A. jandaeii, 

A. trota, A. popoffii, A. simiae, A. culicicola e A. molluscorum. (POPOFF 

1984, COLWELL et ai. 1986, HICKMAN-BRENNER et ai. 1987, HICKMAN­

BRENNER et ai. 1988, SCHUBERT et ai. 1988, CARNAHAN et ai. 1991 a, 

CARNAHAN et ai. 1991 b, CARNAHAN et ai. 1991 c, CARNAHAN e JOSEPH 

1991, HUSSLEIN et ai. 1991, MARTINEZ-MURCIA et ai. 1992, ESTEVE et 
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ai. 1995, ALI et ai. 1996, HUYS et ai. 1997, PIDIYAR et ai. 2002, HARF­

MONTEIL et ai. 2004a, MINANA-GALBIS et ai. 2004). 

Aeromonas veronii biovariedade veronii foi descrita quando 

HICKMAN-BRENNER et ai. (1987), estudaram 9 cepas provenientes de 

pacientes, as quais não eram produtoras de arginina dehidrolase, e eram 

produtoras de lisina e omiti na descarboxilase. Esta cepa apesar da 

semelhança com o gênero Víbrio era mais relacionada geneticamente ao 

gênero Aeromonas e diferia fenotipicamente de V. cholerae e V. mimicus 

pela produção de gás, resistência à ampicilina e à carbenicilina. Esta 

espécie foi denominada primeiramente A. veronii. 

Aeromonas schubertii foi descrita em 1988, por HICKMAN­

BRENNER et ai., quando receberam uma cepa parecida com o Víbrio 

damsela, porém não necessitava de NaCI para crescimento. Após a 

realização de testes bioquímicos e genéticos, determinaram que se tratava 

de uma nova espécie de Aeromonas. 

SCHUBERT et ai. (1988), descreveram Aeromonas 

eucrenophila e através de testes, verificaram que esta não é uma espécie 

patogênica para mamíferos. A espécie em questão é encontrada 

normalmente em água limpa, na superfície e no fundo. Esta espécie cresce 

em temperaturas de O a 37°C e em pH que varia de 5,5 a 9,0 (CARSON et 

ai. 2001, MINANA-GALBIS et ai. 2002, VALERA e ESTEVE 2002, ESTEVE 

et ai. 2003). 

CARNAHAN et ai. (1991a), propuseram uma chave de 

identificação de espécies de Aeromonas, baseadas em provas bioquímicas, 

onde consideraram dois subgrupos de A. veronii: A. veronii biovariedade 

sob ria , usualmente denominada como A. veronii sob ria e A. veronii 

biovariedade veronii, denominada atualmente como A. veronii veronii (HUYS 

et ai. 1997, ESTEVE et ai. 2003). Mesmo assim, alguns autores não 

passaram a chamar A. sob ria de A. veronii sobria, sendo esta segunda a 



Introdução 7 

nomenclatura correta desses organismos, uma vez que foi observado que 

pertencem ao mesmo grupo. 

Há alguns anos atrás, Aeromonas trota era considerada a 

única espécie do gênero Aeromonas que era sensível ao antibiótico 

ampicilina (CARANAHAN et ai. 1991b), porém mais tarde, alguns autores 

isolaram cepas dessa espécie em meios contendo antibióticos, embora essa 

seja a mais sensível do gênero à antibióticos (HASSANI et ai. 1992). 

Aeromonas encheleia foi descrita em 1995, por ESTEVE et ai. 

quando trabalhavam com 4 cepas isoladas de enguias. Foi realizada uma 

série de testes para a pesquisa de fatores de virulência, cujos resultados 

demonstraram que a patogenicidade deste organismo é baixa apesar de 

terem sido isoladas de enguias (HUYS et ai. 1997, ESTEVE et ai. 2003). 

HUYS et ai. (1997), ao estudarem 7 cepas semelhantes à A. 

bestiarum, verificaram depois de vários testes, que se tratava de uma nova 

espécie, a qual foi denominada de A. popoffii. 

Aeromonas culicicola foi descrita por PIDIYAR et ai. (2002), em 

um estudo com mosquitos Culex quinquefasciatus. Os mosquitos foram 

capturados e tiveram seus intestinos dissecados sob condições estéreis, e 

suspensos em solução salina estéril 0,85%. A solução foi estriada em ágar 

sangue e colônias típicas de Aeromonas foram identificadas depois de 

inúmeros testes, como sendo uma nova espécie. 

Aeromonas simiae foi isolada pela primeira vez das fezes de 

dois macacos saudáveis (Macaca fascicularis) no Centro de Primatologia em 

Strasbourg, na França. Durante a realização de testes rotineiros no trato 

intestinal dos macacos, para a pesquisa de possíveis patógenos, duas cepas 

pertencentes ao gênero Aeromonas foram isoladas, e depois de vários 

testes, os autores concluíram que se tratava de uma nova espécie (HARF­

MONTEIL et ai. 2004a). 
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Aeromonas molluscorum foi descrita por MINANA-GALBIS et 

ai. (2004). Os autores isolaram 5 cepas de Aeromonas de moluscos bivalves 

encontrados na Espanha. Por não se tratar de nenhuma espécie já definida, 

os autores utilizaram para o estudo, a relação das cepas com as espécies 

cujas pesquisas sobre a hibridização de DNA estavam previamente 

concluídas, e verificaram que as 5 cepas se tratavam de uma nova espécie. 

1.1.2. Ambientes de ocorrência 

Os organismos do gênero Aeromonas têm ampla distribuição 

em vários tipos de ambientes, podendo ser encontrados em: água doce 

(clorada ou não), salobra e salgada, limpa ou poluída, água mineral, e até 

em alimentos, mesmo mantidos sob refrigeração (HAVELAAR et ai. 1990, 

MORGAN et ai. 1991, KUEH et ai. 1992, KIROV 1993, VADIVELU et ai. 

1995, FERNÁNDEZ et ai. 2000, SZABO et ai. 2000, CARSON et ai. 2001, 

McMAHON e WILSON 2001, HARF-MONTEIL et ai. 2004a). 

Sua grande distribuição em diversificados ambientes deve-se à 

sua alta capacidade de adaptação aos diferentes ambientes, além de sua 

fácil multiplicação, independentemente de algum hospedeiro. Esses 

microrganismos possuem grande facilidade de sobreviver em diferentes 

tipos de ambiente e constituem a microbiota das águas superficiais. O ciclo 

fecal-oral pode contribuir para o aumento do número de bactérias no 

ambiente, entretanto este número é determinado muito mais por fatores 

ecológicos do que por contaminação (KHARDORI e FAINSTEIN 1988, 

KIROV 1993, MATEOS et ai. 1993, CARSON et ai. 2001, NAYDUCH et ai. 

2001, HARF-MONTEIL et ai. 2004). 

Estudos recentes mostram que Aeromonas pode ser 

encontrada na água potável, clorada ou não. O estudo feito nesse tipo de 

água é de grande importância do ponto de vista epidemiológico e de Saúde 

Pública, uma vez que pode causar contaminação no homem, provocando 

diarréia. As espécies mais encontradas em água potável são: A. hydrophila, 
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A. veronii sobria e A. caviae (HAVELAAR et aI. 1992, HUYS et aI. 1995, 

MIRANDA e CASTILLO 1998, ROSSI JR et aI. 2000, CHAURET et aI. 2001). 

1.1.2.1. Ocorrência de Aeromonas spp no ambiente aquático 

A água poluída tem grande importância no estudo de 

Aeromonas spp, pois pode representar uma fonte de contaminação para as 

águas superficiais que são utilizadas para fins recreacionais. A presença 

deste microrganismo é favorecida pelo conteúdo de matéria orgânica 

presente na água, podendo levar uma sobrevivência maior em águas 

poluídas e com descarga de esgotos (MONFORT e BALEUX 1990, 

HAVELAAR et aI. 1992, KUEH et aI. 1992, KIROV 1993, MATTÉ 1995, 

VADIVELU et aI. 1995, MINANA-GALBIS et aI. 2002). 

Aeromonas allosaccharophila já foi isolada do meio ambiente e 

de amostras clínicas, de humanos e também de enguias (MARTINEZ­

MURCIA et aI. 1992, HUYS et aI. 1997, ESTEVE et aI. 2003). 

KIROV (1993) relata que a principal fonte de infecção de 

Aeromonas é a água, onde ocorre em altas concentrações, mesmo em 

águas cloradas; e mostra também que existe a possibilidade de ocorrência 

de espécies de Aeromonas em alimentos, mesmo sob refrigeração. Algumas 

espécies, incluindo as enteropatógenas, são capazes de crescer 

rapidamente a 5°C, significando que a refrigeração pode não ser suficiente 

para controlar o crescimento de espécies potencialmente patogênicas. 

BAHLAOUI et aI. (1997) analisaram a dinâmica de indicadores 

de poluição e bactérias patogênicas em lagoas de oxidação e verificaram 

que o gênero Aeromonas apresentou maior complexidade do que os 

coliformes fecais. Os autores enfatizaram que do ponto de vista sanitário o 

sistema de lagoa de oxidação foi mais eficiente para eliminação de 

microrganismos fecais do que para as demais bactérias patógenas 

estudadas. 
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KUHN et ai. (1997) analisando a diversidade, persistência e 

virulência de Aeromonas isoladas em 13 sistemas de tratamento de água 

(ETA) na Suécia, relataram que embora diferentes cepas de Aeromonas 

possam estar presentes no sistema de distribuição, poucas foram capazes 

de persistir e se multiplicar no sistema, mas que essas poucas cepas 

possuíam fatores de virulência, considerando assim, um problema de saúde 

pública. 

RAZZOLlNI (1998) estudou caixas d'água e bebedouros no 

município de São Paulo e constatou a presença de cepas Aeromonas, 

sugeriu a necessidade do desenvolvimento de campanhas educativas 

quanto à importância da vigilância sanitária da qualidade da água. 

GAVRIEL et ai. (1998) examinando 31 sistemas de distribuição 

de água no nordeste da Escócia, demonstraram claramente que Aeromonas 

podem permanecer nos reservatórios com níveis de cloro de até 0,45 mg/L-1
, 

e que fatores como temperatura e presença de matéria orgânica na água 

têm uma importante influência no controle desses organismos. 

FALCÃO et ai. (1998), ao estudar a prevalência de espécies de 

Aeromonas em Araraquara - SP, constataram em um rio (50%), seguido 

pela água de irrigação (33,4%) e por reservatórios (16,6%). Os autores 

alertam que os dados do estudo sugerem que estas águas podem ser fontes 

de infecção quando utilizadas na irrigação de vegetais, como também 

representam um risco potencial de agravos à saúde pelo fato desses 

organismos apresentarem fatores de virulência. 

Em 1999, H I ROTANI et ai., fizeram uma correlação entre A. 

hydrophila com bactérias indicadoras de poluição. Os autores consideraram 

que os fatores controladores de A. hydrophila foram a temperatura e índices 

pluviométricos e sua presença no ambiente estudado não estava associada 

à contaminação humana. 
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Em um estudo de caracterização de espécies de Aeromonas e 

Vibrio em águas coletadas em um reservatório na Rússia, IVANOVA et aI. 

(2001) observaram que as espécies mais abundantes foram A. sobria e A. 

popoffii, as quais são freqüentemente isoladas em águas com poluição fecal. 

Nos últimos anos o aumento da atenção em relação a 

Aeromonas spp tem sido associado a infecções entéricas, como relata 

MASSA (2001) que estudou a presença desse microrganismo em água 

mineral e água de poço. Neste trabalho o autor não encontrou nenhuma 

espécie de Aeromonas na água mineral, mas em 5 dos 20 poços analisados, 

foi detectada a presença dessa bactéria. Relata também que o grupo 

Aeromonas pode ser considerado um bom indicador da qualidade higiênica 

da água de poço. 

MESSI et aI. (2002) analisaram A. hydrophila em água mineral 

na Itália, por se tratar de uma espécie resistente ao cloro, e concluíram que 

esta espécie pode persistir por período relativamente longo (150 dias) neste 

meio e sugerem a necessidade de avaliar este produto. 

Aeromonas popoffii foi relatada pela primeira vez na água do 

mar por SOLER et aI. (2002). Os autores salientam que todas as cepas de 

Aeromonas popoffii encontradas eram J3-hemolíticas e resistentes a 

ampicilina. 

Mais recentemente espécies de Aeromonas foram isoladas no 

Continente Antártico por MATTÉ (2004), onde a temperatura da água variou 

entre -1°C a 4 °C confirmando assim sua ampla distribuição e sua 

capacidade de sobreviver em extremos de temperatura. 
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1.1.2.2. Ocorrência de Aeromonas em outros ambientes 

HAVElAAR et aI. (1992), estudando cepas de Aeromonas de 

origem clínica (isoladas de pacientes com diarréia), bem como de água 

tratada, verificaram que tanto na água quanto nas fezes humanas A. caviae 

foi mais freqüente; enquanto que A. hydrophila foi mais freqüente na água. 

Relatam, que embora a presença de Aeromonas spp na água tratada tenha 

sido rara, não se deve deixar de considerar sua presença. 

A sobrevivência de A. hydrophila, A. caviae e A. sobria no solo 

foi avaliada por BRANDI et aI. (1996), que verificaram que todas as cepas 

analisadas não só foram capazes de se multiplicar, mas sobreviver por 

longos períodos de tempo, como também mantiveram fatores de virulência. 

Os mesmos autores alertam para a possibilidade desses microrganismos 

serem transmitidos indiretamente (contaminação das mãos, vegetais e água) 

ou diretamente (feridas) para indivíduos susceptíveis; sugerem que o solo 

pode representar um importante reservatório das espécies estudadas. 

Examinando a superfície das mãos de manipuladores de carne 

bovina em um matadouro do Estado de São Paulo, ROSSI JÚNIOR et aI. 

(2000), evidenciaram amostras contaminadas pelo gênero Aeromonas. 

McMAHON e WILSON (2001) investigaram a ocorrência de 

patógenos entéricos e espécies de Aeromonas em vegetais orgânicos 

comercializados na Irlanda do Norte. Os pesquisadores observaram a 

ausência de Salmonella, Campylobacter, E. colí, E. coli O 157 e Listeria nas 

amostras analisadas. Porém os autores evidenciaram que 34 % das 

amostras de vegetais orgânicos apresentaram espécies do gênero 

Aeromonas. Os autores observaram também que espécies de Aeromonas 

foram encontradas em 34% das amostras. As espécies mais encontradas 

foram A. schuberlii em 21% das amostras, 5,8% de A. hydrophila, 5,8% de 

A. trota, 3,5% de A. caviae e 2,3% de A. veronii biovariedade veronii. Os 

vegetais analisados foram: cenoura, cogumelo, tomate, tomate cereja, 
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cebola, batata, pimentão, abobrinha, aspargos e agrião. 

NA YDUCH et ai. (2001 ), estudaram o papel da mosca 

doméstica (Musca domestica) na transmissão e veiculação de patógenos. 

Investigando a prevalência de Aeromonas em moscas coletadas em 

fazendas e em um restaurante da Carolina do Sul nos Estados Unidos 

detectaram A. caviae em 78% das moscas provenientes do gado leiteiro e 

39% do restaurante. Os autores enfatizam que o modo mais comum de 

transmissão desse organismo tem sido por via fecal-oral, possivelmente por 

ingestão de água contaminada, mas que sua ampla distribuição na natureza 

e na agricultura sugerem um potencial de outros meios de transmissão. 

Relatam ainda que alguns alimentos do estudo eram armazenados em lugar 

fresco (temperatura adequada) e outros no freezer ou geladeira, 

consideraram ainda que, algumas espécies de Aeromonas são psicotróficas, 

e que não somente sobrevivem, como também crescem nestes ambientes, 

concluindo que independentemente da fonte de contaminação, A. caviae tem 

significativa implicação epidemiológica. 

BULHÕES et ai. (2002) investigando queijos minas fresca I tipo 

artesanal observaram a presença de A. caviae, A. hydrophila e A. schubertii, 

e ainda que 51,2% das amostras estavam contaminadas por estes 

microrganismos com concentrações que variaram de 5,0 x 103 a 4,0 x 105 

UFC/grama. Concluíram que estes resultados devem servir de alerta aos 

serviços de saúde pública. 

GRASSI et ai. (2003), analisaram amostras de came bovina e 

eqüina, de aves e peixe e detectaram Aeromonas em 75%. Dentre as 

espécies isoladas, 80% foi identificada como A. hydrophila e A. caviae e 

20% como A. sobria. 
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1.1.3. Produção de Fatores de Virulência e Patogenia 

Pela variedade de formas de infecção que espécies do gênero 

Aeromonas podem apresentar, estas têm merecido constante atenção de 

pesquisadores, quanto a fatores que possam estar relacionados à produção 

de doença. Dentre estes fatores podem ser citadas toxinas citolíticas, 

endopeptidases, proteinases, hemolisinas, enterotoxinas, leucocidinas, 

quitinases e adesinas, entre outros, que de forma combinada ou isolada 

podem produzir uma gama de efeitos patogênicos para o hospedeiro (ALABI 

e ODUGBEMI 1990, MONFORT e BALEUX 1991, MATEOS et aI. 1992, 

JANDA et aI. 1996, BRANDI et aI. 1996, RALL et aI. 1998). 

A hemorragia é um fator evidente nas infecções dos animais 

ectodérmicos, causada por Aeromonas, conhecida como doença "red leg" 

(doença da perna vermelha) (MATTÉ 1995). No homem esse tipo de doença 

recebe o nome de infecção dos tecidos moles ou celulite. A produção de 

hemólise observada quando cepas de Aeromonas são inoculadas em ágar 

sangue é uma prova indicativa de que este microrganismo é produtor de 

hemolisina e, portanto, pode ser considerado um patógeno potencial (ASAO 

et aI. 1988, KHARDORI e FAINSTEIN 1988, HOUSTON et aI. 1991, SINGH 

e SANYAL 1992, SINGH et aI. 1993, SINGH e SANYAL 1993, MATTÉ 

1995). 

Com a diferenciação de espécies de Aeromonas 

pesquisadores vêm estudando fatores de virulência produzidos por cepas 

obtidas de amostras ambientais e clínicas, de forma isolada ou em conjunto, 

procurando estabelecer a relação entre tipos de toxina e patogenicidade, 

que normalmente está associada principalmente a dois fatores: aderência às 

células e produção de toxinas. 

o gênero Aeromonas tem sido responsabilizado como agente 

causador de doenças em diversas espécies de animais como peixes, 

anfíbios, répteis e mamíferos, incluindo o homem que sofre uma variedade 
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de doenças (DEODHAR et aI. 1991, ASHDOWN e KOEHLER 1993, DAVIS 

e STIRLlNG 1993, GREY e KIROV 1993, KIROV 1993, MA TTÉ 1995). 

As espécies do gênero Aeromonas estão relacionadas com 

diversos tipos de doenças no homem sendo a principal delas a diarréia 

autolimitante e, ainda, formas severas similares à diarréia colérica. Em 

menor proporção aparece relacionada à infecção de pele, ouvido, casos de 

necrose e septicemia, envolvendo pacientes portadores de fatores 

predisponentes como cortes, perfurações, abrasóes, cirurgias e distúrbios 

imunológicos em indivíduos que tiveram prévia exposição a ambientes 

contaminados, principalmente água e alimentos (HOUSTON et aI. 1991, 

ROLSTON et aI. 1991, HAVELAAR et aI. 1992, KUEH et aI. 1992, MATTÉ 

1995, VADIVELU et aI. 1995). 

Os fatores de virulência das espécies A. salmonicida, A. 

hydrophila e A. veronii sobria, estão mais associadas à aderência nas 

células do hospedeiro (HOKAMA e INAGAWA 1991, HO et aI. 1992). As 

citotoxinas e enterotoxinas (incluindo aquelas com atividades hemolíticas), 

são as mais importantes para sua patogenicidade (ME RI NO et aI. 1992, 

1995). Aeromonas também podem produzir proteases, amilases, quitinases, 

lípases e nucleases (JANDA 1991). 

Alguns autores reconhecem as espécies A. hydrophila, A. 

caviae e A. sobria como os primeiros patógenos para humanos (JANDA 

1991, PALUMBO et aI. 1992). As infecções mais comuns associadas com 

essas espécies são as gastroenterites, diarréia, peritonite, endocardite, 

septicemia e feridas infecciosas, principalmente em pacientes 

imunocomprometidos (DELBEKE et aI. 1985, ROLSTON et aI. 1991, 

BRANDI et aI. 1996). 

Aeromonas hydrophila é uma espécie potencialmente 

patogênica (CARNAHAN et aI. 1991d), produz enterotoxinas e citotoxinas, 

além de enzimas citolíticas e hemolíticas (KIROV 1993). Normalmente A. 
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hydrophila é encontrada em água limpa e em água contaminada por esgoto, 

e quando em contato com a pele pode causar feridas, infecções ou diarréia, 

septicemia e até mesmo a morte quando ingerida (HAVELAAR et aI. 1992, 

KUEH et aI. 1992, VADIVELU et aI. 1995, HUYS et aI. 1997,2002, MINANA­

GALBIS et aI. 2002, VALERA e ESTEVE 2002). 

SINGH e SANYAL (1992), em um estudo envolvendo cepas de 

A. hydrophila, A. caviae e A. sobria provenientes de amostras clínicas e 

ambientais, procuraram estabelecer a correlação entre a produção de 

hemólise e a enterotoxigenicidade das cepas. Observaram que a maioria 

das cepas de Aeromonas estudada produzia J3-hemólise, sendo que A. 

caviae foi hemolítica nas mesmas proporções que A. hydrophila e A. sobria. 

Os organismos do gênero Aeromonas pode ser um importante 

veículo para as infecções intestinais humanas, quando pacientes 

imunocomprometidos ingerem água ou alimentos contaminados. Além disso, 

esses pacientes quando expostos à ambientes contaminados, podem 

ocorrer feridas cutâneas infecciosas (BRANDI et aI. 1996). 

SECHI et aI. (2002), estudaram 46 cepas de Aeromonas, 

sendo 26 de A. hydrophila, 13 de A. sobria e 7 de A. salmonicida, isoladas 

de amostras de água e amostras clínicas em Sardenha na Itália. Os autores 

concluíram que essas espécies possuem hemolisinas, proteinases e são 

produtoras de gelatinase, sendo que essas toxinas foram mais comuns nas 

cepas isoladas de amostras clínicas. 

Alguns autores, ao estudarem os organismos do gênero 

Aeromonas, determinaram que A. hydrophila, A. caviae, A. veronii veronii, A. 

veronii sobria, A. trota, A. schubertii, possuem fatores de virulência por 

serem J3-hemolíticas (NEVES et aI. 1990, CARNAHAN et aI. 1991 b, 

HUSSLEIN et aI. 1991, KOKKA et aI. 1992, SINGH e SANYAL 1992, GREY 

e KIROV 1993, GOSLlNG et aI. 1993, BRANDI et aI. 1996). 
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DAILY et aI. (1981), estudaram as características de 15 cepas 

de Aeromonas isoladas de material de diferentes infecções humanas e 9 

cepas isoladas de amostras de água poluída. Após testes bioquímicos, os 

autores concluíram que A. sob ria era mais freqüentemente associada com 

infecções humanas enquanto que A. hydrophila estava mais associada às 

amostras ambientais. 

A. schuberlii já foi isolada de feridas, pele, fluído pleural, 

sangue, entre outras amostras clínicas. Esta é uma espécie considerada 

potencialmente patogênica (CARANAHAN et aI. 1989, HUYS et aI. 1997, 

ESTEVE et aI. 2003). 

A. trota, normalmente é encontrada em amostras clínicas. É 

potencialmente patogênica, pois possui enzimas hemolíticas, citolíticas e 

proteolíticas (CARNAHAN et aI. 1991b, HUYS et aI. 1997, ESTEVE et aI. 

2003). 

Aeromonas salmonicida é uma espécie imóvel, comumente 

isolada de amostras ambientais sendo responsável por doenças em peixes. 

Esta espécie não está relacionada a doenças em humanos apesar de ser 

potencialmente patogênica (MORGAN et aI. 1991, MORGAN et aI. 1993, 

ESTEVE et aI. 2003, MINANA-GALBIS et aI. 2002, 2004). 

Aeromonas caviae tem sido isolada de amostras clínicas, 

porém já foi isolada de amostras ambientais (MONFORTE e BALEUX 1991). 

É oportunista, porém, potencialmente patogênica para o homem, e 

conhecida por causar diarréia em humanos (CARNAHAN et aI. 1991 a, 

HAVELAAR et aI. 1992, KIROV 1993, RAUTELlN et aI. 1995, CARSON et aI. 

2001, MINANA-GALBIS et aI. 2002, VALERA e ESTEVE 2002). 

Aeromonas veronii biovariedade sobria já foi isolada tanto de 

ambiente quanto de amostras clínicas. Alguns autores comprovaram que é 

potencialmente patogênica por possuir enzimas hemol íticas e citol íticas 
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(MONFORT e BALEAUX 1991, SINGH e SANYAL 1992, MA TTÉ 1995, 

CARSON et ai. 2001, MINANA-GALBIS et ai. 2002, VALERA e ESTEVE 

2002). 

Aeromonas jandaeii já foi isolada de amostras humanas e 

ambientais, sendo que os casos clínicos eram de pacientes que 

apresentavam fatores predisponentes (CARANAHAN et ai. 1991c, CARSON 

et ai. 2001). MATTÉ (1995) isolou um grande número de A. jandaeii em 

amostras de água da represa Guarapiranga em São Paulo, o que nunca 

havia ocorrido até então. Em testes realizados para pesquisa de fatores de 

virulência nos isolados, MATTÉ (1995) comprovou o alto potencial de 

patogenicidade de A. jandaeii, por possuir enzimas citolíticas e hemolíticas. 

MORENA et ai. (1993), estudaram dois surtos de diarréia 

causados por organismos enteropatogênicos ocorridos em crianças no 

Texas, EUA. No primeiro surto, isolaram Aeromonas spp em 24% das 

crianças contaminadas e no segundo surto, em 21 % delas. Concluíram que 

diferentes espécies de Aeromonas estavam envolvidas nos surtos, uma vez 

que alguns sintomas estavam associados à infecção por este 

microrganismos. 

Aeromonas media já foi isolada tanto de amostras ambientais, 

quanto clínicas. RAUTELlN et ai. (1995), isolaram A. media de um paciente 

após este ter sido infectado com A. caviae, porém após ter sido medicado, 

A. media não mais foi encontrada nas fezes desse paciente. CARSON et ai. 

(2001) afirmam que A. media é menos comum em diarréias humanas, mas 

acreditam que pessoas com fatores predisponentes, podem sofrer tal 

infecção. 

Durante um período de 17 meses, A. caviae foi isolada mais de 

15 vezes das fezes de um indivíduo que desenvolveu uma diarréia crônica 

após viajar para a Turquia. Após uma terapia rigorosa com ciprofloxacina 

durante 4 semanas, o paciente não apresentou mais a infecção por esta 
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espécie. Porém 6 meses depois, uma cepa de A. media foi isolada das fezes 

deste mesmo paciente que mais uma vez foi submetido ao tratamento com o 

antibiótico utilizado anteriormente. Desde então, o paciente não apresentou 

mais os sintomas da infecção. Os autores inferiram que a diarréia crônica foi 

causada por uma única cepa de A. caviae (RAUTELlN et aI. 1995). 

Dois estudos realizados no Japão acompanharam dois 

pacientes com cirrose hepática devido ao alcoolismo. Deram entrada no 

hospital com fortes dores abdominais e febre alta. Após a cultura de 

amostras de endoscopia e sangue, revelaram a presença de A. sobria, cuja 

infecção causou a morte de um dos pacientes. De acordo com os autores a 

infecção por A. sobria em pacientes com cirrose é rara (KOHASHI et aI. 

1995, ITOH et aI. 1999). 

Aeromonas bestiarum já foi isolada tanto de amostras 

ambientais, incluindo animais (73%), como de amostras clínicas (27%), 

sendo que os indivíduos infectados apresentavam fatores predisponentes. 

Consideram esta espécie como potencialmente patogênica apesar de ser 

encontrada mais freqüentemente no ambiente do que em amostras clínicas 

(ALI et aI. 1996, MINANA-GALBIS et aI. 2002). 

BORRELL et aI. (1998), identificaram Aeromonas spp em 

diferentes fontes clínicas e ambientais, e ressaltaram que a alta prevalência 

dessa bactéria patogênica pode ser considerada como uma importante 

ameaça para a saúde pública. 

GIBOTII et aI. (2000), verificando a presença de Vibrio 

cholerae, Aeromonas spp e Plesiomonas shigelloides no rio Cambé no 

Estado do Paraná, discorrem que mesmo em ambientes não poluídos, foram 

isoladas espécies de Aeromonas e Plesiomonas shigelloides. Enfatizam que 

das Aeromonas isoladas, 45% eram hemolíticas indicando seu potencial de 

patogenicidade, bem como o risco para humanos, já que estas águas são 

utilizadas para irrigação, recreação e consumo por animais. 
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MINNAGANTI et aI. (2000), descreveram o primeiro caso de 

fascite necrotizante causado por Aeromonas hydrophila não associada com 

pacientes imunocomprometidos ou com doença no fígado. 

CLARK e CHENOWETH (2003), verificaram que espécies de 

Aeromonas podem causar infecções no sistema hepatobiliar e 

ocasionalmente no pancreático, e fazem um alerta a pacientes com 

problemas biliares ou que receberam transplantes, pois estes têm grandes 

chances de sofrerem contaminação por Aeromonas, ao ingerirem água ou 

alimentos contaminados. 

HARF-MONTEIL et aI. (2004b), estudaram os fatores de 

virulência de cepas de A. caviae isoladas de amostras clínicas. Os autores 

concluíram que esta espécie é patogênica para o homem pois possui fatores 

de virulência com enzimas hemol íticas e enterotoxinas. 

SHAO et aI. (2004), estudaram os efeitos de A. hydrophila 

sobre linfócitos de peixe (Carassus auratus) in vitro. Verificaram que A. 

hydrophila induz à apoptose nas células imunológicas do peixe, e com isso, 

inferiram que esta estratégia, descoberta recentemente, pode ser usada pela 

bactéria para a eliminação dos linfócitos do hospedeiro. 

1.1.5. Resistência à antibióticos 

Diversos autores estudaram a suscetibilidade de espécies de 

Aeromonas frente a antibióticos. De forma geral, os organismos do gênero 

Aeromonas apresenta-se resistente às penicilinas, com exceção de A. trota 

que pode ser sensível à ampicilina (CARNAHAN et aI. 1991b, JOSEPH et aI. 

1991, GARCIA et aI. 1992, GLUSKIN et aI. 1992, MARTINEZ-MURCIA et aI. 

1992, CAILLEAUX et aI. 1993, DAVIS e STIRLlNG 1993, MORENA et aI. 

1993, NEWTON e KENNEDY 1993, GONZALEZ et aI. 1994, MORITA et aI. 

1994, McKEON et aI. 1995, OVERMAN e JANDA 1999). 
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HASSANI et aI. (1992), estudaram a resistência à antibióticos 

de cepas de Aeromonas isoladas de esgoto doméstico, antes e depois do 

tratamento. Os autores verificaram que todas as cepas foram resistentes à 

amoxilina e 73% foram resistentes à cefaloxina. Os autores relataram ainda 

que A. sobria é mais susceptível à antibióticos do que A. hydrophila e A. 

caviae. 

ALONSO et aI. (1996), estudaram a susceptibilidade à 

antibióticos de cepas de Aeromonas isoladas de água doce na Espanha, e 

concluíram que de todas as cepas de Aeromonas estudadas, 92% eram 

resistentes à cefaloxina. 

MIRANDA e CASTILLO (1998) no Chile, pesquisaram a 

resistência de espécies de Aeromonas a antibióticos e metais pesados, 

demonstraram que quando os isolados eram provenientes de águas com 

alto índice de poluição, estes eram normalmente resistentes a pelo menos 

dois antibióticos. 

OVERMAN e JANDA (1999), estudaram cepas de Aeromonas 

isoladas de amostras clínicas provenientes da Califórnia e testaram a 

susceptibilidade de A. jandaeii, A. schubertii, A. trota e A. veronii veronii à 

antibióticos. Concluíram que 100% das cepas de A. trota eram sensíveis à 

ampicilina e 100 % de A. schubertii e A. veronii veronii e 88% de A. jandaeii 

eram resistentes à ampicilina. 

URRIZA et aI. (2000a), estudaram o impacto de efluentes 

urbanos sobre a resistência a antibióticos notaram que as enterobactérias 

foram sempre menos resistentes do que as cepas de Aeromonas. 

Em outro estudo, URRIZA et aI. (2000b), ressaltaram que tanto 

a presença de Aeromonas quanto a sua resistência a antibióticos está 

associada à densa população humana. 
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VIVEKANANDHAN et aI. (2002), estudaram 319 cepas de A. 

hydrophila isoladas de peixes e camarões provenientes do Sul da índia. 

Testaram todas as cepas para verificar sua resistência à antibióticos e 

concluíram que 100% delas foram resistentes à ampicilina, 99% foram 

resistentes à bacitracina e novobiocina e somente 3% mostraram resistência 

ao cloranfenicol. Inferiram que todas as cepas de A. hydrophila são fontes de 

grande risco para a população. 

RADU et aI. (2003), estudaram peixes da Malásia, e 

verificaram a presença de cepas de Aeromonas. Observaram que algumas 

espécies de Aeromonas eram resistentes a antibióticos. Relataram também, 

que embora a ocorrência de infecções por Aeromonas na Malásia não tenha 

sido documentada, alertam sobre a possibilidade da ameaça de infecção em 

países em que os peixes são ingeridos crus. 

VILA et aI. (2003), estudaram cepas de Aeromonas isoladas de 

pacientes com "diarréia do viajante" e concluíram que todas as cepas eram 

resistentes à ampicilina, algumas se mostraram resistentes à cloranfenicol, 

tetraciclina e outras eram susceptíveis à ciprofloxacina. 

1.2. CaracterlzaçAo Molecular 

Atualmente, as moléculas de DNA (ácido desoxirribonuclêico) e 

RNA (ácido ribonuclêico) podem ser facilmente extraídas da célula, 

purificadas e analisadas, diferentemente de anos atrás, quando o DNA era a 

macromolécula mais difícil de ser analisada (BROCK et aI. 1994, AUSUBEL 

et aI. 1995, MATTÉ 2003). 

A aplicação de métodos moleculares vem hoje substituindo os 

antigos métodos de avaliação de patogenicidade, que utilizavam modelos 

animais, permitindo que fosse determinada a toxicidade das culturas 

microbianas pela presença de vários fatores de virulência. Os métodos 

moleculares são mais acessíveis do ponto de vista financeiro e evitam 
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sacrifícios desnecessários dos animais de laboratórios (SINGH et ai. 2001). 

Os métodos genotípicos estão baseados na análise de duas 

moléculas (DNA e RNA) e oferecem várias vantagens pois, não é necessária 

uma identificação completa desses organismos pelos métodos fenotípicos, 

os fundamentos analíticos são sempre os mesmos e podem ser aplicados a 

qualquer amostra, e também porque muitos dos procedimentos são de 

simples realização (PERSING et ai. 1993, MA TTÉ 1996). 

Os métodos fenotípicos convencionais dependem da 

expressão fenotípica de certas características bacterianas que podem ser 

variáveis; já os métodos moleculares permitem a observação direta dos 

genótipos, sendo que a aplicação desta tecnologia na área ambiental, clínica 

ou em estudos epidemiológicos proporciona interpretação com base em 

dados altamente reprodutíveis (MATTÉ 1996, MATTÉ 2003). 

Nos últimos anos os avanços no campo da biologia molecular 

têm contribuído para o estudo da biodiversidade de microrganismos e da 

epidemiologia molecular (ABBOTT et ai. 1992, MATTÉ 1996, JIANG et ai. 

2000, SINGH et ai. 2001). O estudo do polimorfismo do DNA, total ou de 

regiões selecionadas do genoma, constitui uma alternativa muito útil na 

diferenciação entre indivíduos de uma mesma espécie, entre gêneros e para 

diferentes espécies (BUCHRIESER et ai. 1995, MATTÉ 1996, IVANOVA et 

ai. 2001). 

Diversos métodos moleculares vem sendo empregados para 

genotipagem de microrganismos, a saber: Análise de Perfil Plasmidial, 

Digestão com Enzimas de Restrição (RFLP), Ribotipagem, Eletroforese em 

Campo Pulsado (PFGE), Hibridização com Sondas Genéticas, Polimorfismo 

a partir da Amplificação de Segmentos Específicos de DNA (AFLP), Reação 

em Cadeia pela Polimerase (PCR), Ribotipagem e Seqüênciamento (MA TTÉ 

1996, MATTÉ 2003). 
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1.2.1. Análise do Perfil Plasmidial 

o termo plasmídio foi originalmente utilizado por LEDERBERG 

e LEDERBERG (1952) para descrever todos os determinantes 

extracromossômicos hereditários. Atualmente, este termo é usado só para 

designar DNA extracromossômico que se replica de forma autônoma 

(MATTÉ 1996). 

Os plasmídios têm tamanho aproximado de 0,2 a 4,0% do DNA 

cromossômico com peso molecular variando entre 1 e 200 Kb. Estes 

elementos podem codificar uma ampla variedade de determinantes 

genéticos, permitindo que seu hospedeiro sobreviva melhor em ambientes 

adversos (BROCK et ai. 1994, MATTÉ 1996). 

O material genético contido nos plasmídios pode ser 

transferido de uma célula bacteriana para outra por diferentes processos: 

conjugação, transdução ou transformação. De acordo com a capacidade que 

os plasmídios tenham ou não de promover sua própria transferência de uma 

célula bacteriana para outra, podem ser denominados de conjugativos ou 

não conjugativos (BROCK et ai. 1994, MA TTÉ 1996, ALBERTS et ai. 1999). 

Os plasmídios são especialmente importantes na rápida 

transferência de material genético na comunidade microbiana. Esgotos 

hospitalares ou domésticos, corpos d'água doce e salgada, animais, plantas 

e solos, possuem bactérias capazes de transferir seus plasmídios por 

conjugação. Desse modo, genes que codificam a produção de resistência a 

determinados antibióticos ou ainda, caminhos para degradação, podem ser 

transferidos de uma variedade de espécies bacterianas em muitos gêneros, 

portanto genes que codificam a resistência a antibióticos são, rapidamente, 

disseminados entre as populações bacterianas (ATLAS et ai. 1993, BROCK 

et ai. 1994). 
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A grande importância dos plasmídios conjugativos no ambiente 

é que se um pequeno número de bactérias portadoras desses plasmídios for 

introduzido no ambiente com grande número de bactérias receptoras 

apropriadas, esse pode rapidamente converter toda população em doadora, 

o que pode gerar problemas no tratamento de doenças infecciosas (MA TTÉ 

1996). 

Alguns plasmídios podem ser responsáveis pela produção de 

toxinas, outros podem conter genes que são responsáveis pela resistência 

da célula hospedeira a íons e metais pesados, ou ainda existem os que são 

responsáveis por atividades catabólicas (BROCK et ai. 1994). 

MORGAM et ai. (1991), utilizaram a presença de plasmídios 

como método para a pesquisa de sobrevivência de A. salmonicida em água 

de lago, em um sistema de microcosmos, detectaram plasmídios nas células 

bacterianas vinte e um dias após o início do experimento. 

MORENA et ai. (1993), empregaram a análise do perfil 

plasmidial e eletroforese de campo pulsado (PFGE) para o estudo de cepas 

de Aeromonas no intuito de relacionar e caracterizar isolados de fezes de 

crianças com diarréia. Obtiveram um padrão de DNA idêntico para duas 

crianças envolvidas no surto; enquanto as cepas restantes apresentavam 

diferentes padrões. 

SANDAA e ENGER (1994), pesquisaram a transferência de 

plasmídios naturais codificadores de múltipla resistência a antibióticos, em 

cepas de A. salmonicida. Em um sistema de microcosmos utilizaram este 

microrganismo como célula doadora de plasmídios de resistência, e 

observaram que a transferência desses plasmídios ocorria para a célula 

receptora (Escherichia coll) dentro do sistema, com alta freqüência mesmo 

na ausência de um fator seletivo, ou seja, em um meio que não continha 

antibiótico. 
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HANNINEN et aI. (1995), caracterizaram genotipicamente 

cepas de A. salmonicida isoladas na Finlândia. Utilizaram a análise do perfil 

plasmidial e PCR e encontraram oito perfis entre as vinte e oito cepas 

estudadas. Observaram que essa espécie de Aeromonas geralmente 

apresenta um ou mais plasmídios grandes (com tamanho superior a 50 Kb), 

e também plasmídios pequenos de tamanhos universais (cerca de 200 pb). 

MATTÉ (1996), não observou correlação entre a presença de 

plasmídios e a produção de fatores de virulência pelas cepas de Aeromonas 

estudadas da Represa do Guarapiranga - SP, porém relata que a expressão 

destes fatores de virulência, em específico da produção de (l-hemolisina e 

acúmulo de fluído em alça ligada de coelho, tenham sua codificação 

determinada em termos genõmicos, entretanto não descarta a possibilidade 

do papel destes plasmídios em resistência a antibióticos, sugerindo estudos 

mais aprofundados. 

BROWN et aI. (1997) analisando o perfil plasmidial em 

Aeromonas spp de amostras ambientais e clínicas, verificaram que os 

plasmídios eram mais comumente encontrados em cepas provenientes de 

amostras ambientais do que nas encontradas em amostras clínicas. 

Atualmente existem poucos estudos sobre o perfil plasmidial de 

organismos do gênero Aeromonas sendo relevante salientar que a análise 

do perfil plasmidial é importante uma vez que os plasmídios podem estar 

associados à rápida transferência de material genético na comunidade 

microbiana, podem conferir resistência à antibióticos e à metais pesados, ou 

ainda serem responsáveis pela produção de uma série de fatores de 

virulência (ATLAS e BARTHA 1993, BROCK et aI. 1994). 
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2. OBJETIVOS 

Tomando-se como base o pouco conhecimento existente sobre 

a biodiversidade de Aeromonas spp, principalmente nas coleções hídricas 

existentes em São Paulo, seus fatores de virulência e conseqüente risco 

para a população; e os escassos estudos de natureza molecular com 

microrganismos deste gênero no Brasil, o presente estudo foi realizado com 

os seguintes objetivos: 

2.1. Objetivo Geral: 

~ Estudar a diversidade e caracterizar o perfil plasmidial, das 

diferentes espécies do gênero Aeromonas provenientes de 

corpos de água doce, salobra e salgada, em diferentes regiões 

do Estado de São Paulo. 

2.2. Objetivos específicos: 

~ Discutir a eficiência dos meios de cultura, ágar sangue 

ampicilina, ágar amido ampicilina e ágar MacConkey, utilizados 

na recuperação de diferentes espécies de Aeromonas. 

~ Atualizar a classificação das espécies isoladas nos meios de 

cultura propostos, de acordo com a nova tabela de 

características fenotípicas. 

~ Fazer o levantamento dos dados da qualidade da água dos 

pontos de amostragem na época das coletas, nos órgãos 

responsáveis. 

~ Pesquisar a presença de plasmídios nas cepas de Aeromonas 

isoladas dos diferentes ambientes aquáticos. 

~ Analisar o perfil plasmidial encontrado nas espécies isoladas e 

discutir sua relevância para a Saúde Pública. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

o presente estudo foi dividido em duas etapas, a primeira 

consistiu na coleta e processamento das amostras que foi realizada durante 

o projeto de Iniciação Científica, no ano de 2000. A segunda etapa teve 

inicio em 2003 e consistiu na reclassificação das espécies isoladas e na 

caracterização molecular, através da extração de DNA plasmidial. Ambas as 

etapas foram realizadas no Laboratório de Saúde Pública da Faculdade de 

Saúde Pública da Universidade de São Paulo. 

3.1. Caracterização da Área de Estudo 

Os pontos de coleta foram determinados de acordo com sua 

importância para a população local, sendo escolhidos os pontos utilizados 

para a captação de água para consumo humano, atividade de pesca ou 

recreação. Foram coletadas também, amostras de água de rios com alto 

gradiente de poluição, para a determinação da ocorrência de Aeromonas 

spp nesse tipo de ambiente. 

O Quadro 1 a seguir, apresenta os pontos coletados no 

presente estudo. 

3.1.1. Região Metropolitana de São Paulo 

Devido ao alto gradiente de poluição, foram coletadas 

amostras na Bacia do Rio Tietê Alto, Zona Metropolitana. A coleta foi feita 

nos rios: Pinheiros - Amostra 1 (altura da ponte Jaguaré) e Tietê - Amostra 

2 (altura da ponte Casa Verde). 
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Quadro 1: Pontos de coleta, local de amostragem e tipo de amostra, 

coletados no presente estudo, São Paulo, 2000. 

o Rio Tietê, desde a sua entrada na cidade de São Paulo, na 

divisa com o município de Itaquaquecetuba, até a barragem de Pirapora, 

numa extensão de 86 km, tem como principais constituintes os rios 

Baquirivu-Guaçu, Guarapira, Tamanduateí, Pinheiros e Juqueri e os 

córregos Aricanduva e Cabuçu de Baixo. Sua água é destinada ao 

abastecimento público e industrial, e ao afastamento de efluentes 

domésticos e industriais. A poluição nestes pontos de coleta é abundante. O 

Sistema Operacional do Tietê Alto permite reverter as águas barradas e 

conduzí-Ias através de estações elevatórias, ao Reservatório Billings 

(CETESB, 2000a). 



Material e Métodos 31 

Figura 1: Rio Pinheiros (a esquerda) e Rio Tietê (a direita), pontos coletados 

(amostras 1 e 2, respectivamente), na região metropolitana de São Paulo, 

2000. 

3.1.2. Salto 

A Bacia do Rio Tietê Médio-Superior tem extensão de 

aproximadamente 270 Km desde a saída do Reservatório de Pirapora até a 

barragem de Barra Bonita. A água deste rio destina-se ao abastecimento 

público, afastamento de efluentes domésticos, abastecimento industrial e 

lançamentos em suas águas de efluentes industriais (CETESB, 2000a). A 

coleta deste ponto (Amostra 3) foi feita no município de Salto, distante 

aproximadamente 100 Km do centro de São Paulo. 

3.1.3. São Bernardo do Campo 

o Reservatório Billings, idealizado para a geração de energia 

elétrica, tem sido utilizado para outras finalidades como o lazer e a pesca, 

bem como para o abastecimento público. Apresenta uma área de 120 Km2
, 

um volume estimado em 1 ,20x1 09 m3 e está localizado no município de São 

Bernardo do Campo. O Reservatório Billings recebe as águas do rio Tietê e 

rio Pinheiros, através dos bombeamentos na Estação Elevatória de Pedreira. 



Material e Métodos 32 

A água deste reservatório destina-se ao abastecimento público (integra o 

sistema de abastecimento da Região Metropolitana de São Paulo) e 

industrial, afastamento de efluentes domésticos, inclusive as contribuições 

eventuais daqueles gerados na Grande São Paulo, através do 

bombeamento das águas do Rio Pinheiros e lançamentos de efluentes 

líquidos industriais (CETESB, 2000a). 

A coleta neste reservatório foi feita em dois pontos: na Prainha 

em frente a Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) - Amostra 4 (próximo 

a rodovia Anchieta, junto à captação da SABESP) e na Prainha do Parque 

Municipal - Amostra 5. 

Figura 2: Pontos de coleta do Reservatório Billings (em vermelho), São 

Bernardo do Campo, 2000. 

3.1.4. Vale do Ribeira 

Esta região tem como principais constituintes os rios Juquiá, 

Ribeira e Ribeira do Iguape, além dos rios que deságuam no mar, desde o 

município de Iguape até a divisa com o Estado do Paraná. A água destes 

rios destina-se ao abastecimento público, afastamento de efluentes 

domésticos e irrigação de plantações (banana, chá e arroz). Nesta região, 
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encontram-se a Área de Proteção Ambiental da Serra do Mar, o Parque 

Estadual Turístico do Alto do Ribeira - PETAR entre outras áreas de 

Proteção Ambiental. 

No município de Iporanga, foi feita a coleta nos rios Ribeira do 

Iguape - Amostra 6, Betari - Amostra 7 e Iporanga dividido em dois pontos 

um antes - Amostra 8 e outro depois do posto da SABESP - Amostra 9. 

Os rios Betari e Iporanga são afluentes do Rio Ribeira do Iguape. 

Além desses rios, foram coletadas amostras das cavernas 

Água Suja - Amostra 10 e Santana - Amostra 11, localizadas no Núcleo 

Santana situadas no Parque Estadual Turístico do Alto do Ribeira - PETAR. 

O rio Betari atravessa essas duas cavernas. 

A caverna Santana é a mais visitada da região, seus visitantes 

não entram em contato com a água, porém é habitada por morcegos, o que 

implicaria num aumento de matéria orgânica presente na água. A caverna 

Água Suja, apesar de seu nome, possui águas cristalinas e não é habitada 

por morcegos, porém seus visitantes ficam em constante contato com a 

água. A Figura 3 a seguir representa a cidade de Iporanga e os rios onde 

as coletas foram realizadas. 

3.1.5. Litoral Norte e Sul 

No Litoral Norte, foram coletadas águas das praias Iperoig -

Amostra 12 e Praia Grande - Amostra 13, localizadas no município de 

Ubatuba. 

No Litoral Sul, foram coletadas águas das praias dos seguintes 

municípios: Praia Grande (Balneário Flórida - Amostra 14), Mongaguá 

(Centro - Amostra 15), Itanhaém (Balneário Gaivota - Amostra 16), Santos 

(Praia José Menino - Amotra 17) e São Vicente (Praia Itararé - Amostra 

18).Ainda no Litoral Sul foi coletada água no mangue do Casqueiro -

Amostra 19, localizado no município de Cubatão, sendo este o ponto de 

coleta de água salobra. 
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A 

Figura 3: Pontos de coleta no Vale do Ribeira. Cavernas Água Suja e 

Santana localizadas no Núcleo Santana e Rios Iporanga, Ribeira de Iguape 

e Betari, Vale do Ribeira - SP, 2000. 

3.2. índice de Qualidade da Água (IQA) e Balneabilidade dos 

Ambientes Estudados 

Os pontos de amostragem estudados foram pré-selecionados 

com base nas características visíveis de impacto ambiental. Para a 

confirmação das características de cada ambiente, foi realizado o 

levantamento dos dados da CETESB do ano de coleta das amostras (2000). 

Para a determinação do índice de Qualidade da Água - IQA 

dos ambientes estudados, foi realizado o levantamento nas entidades 
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responsáveis (CETESB). Os valores selecionados correspondem ao ponto 

coletado mais próximo, utilizados no presente estudo. 

3.2.1. índice de Qualidade da Água - IQA 

O índice de Qualidades das Águas - IQA incorpora 9 

parâmetros (coliformes fecais, pH, DBO, nitrogênio total, fósforo total, 

temperatura, turbidez, resíduo total e oxigênio dissolvido), que são 

considerados relevantes para a avaliação da qualidade das águas, tendo 

como determinante principal a utilização das mesmas para o abastecimento 

público (CETESB, 2000a). A classificação do IQA é determinado segundo a 

seguinte gradação: 

• Qualidade Ótima 

• Qualidade Boa 

• Qualidade Regular 

• Qualidade Ruim 

• Qualidade Péssima 

3.2.2. Balneabilidade das Águas do Mar 

79 < IQA::; 100 

51 < IQA ::; 79 

36 < IQA ::; 51 

19 < IQA::; 36 

IQA< 19 

Balneabilidade é a qualidade das águas destinadas à 

recreação de contato primário, sendo este entendido como um contato direto 

e prolongado com a água (natação, mergulho, esqui-aquático, etc), onde a 

possibilidade de ingerir quantidades apreciáveis de água é elevada. 

Segundo a CETESB, o parâmetro indicador básico para a 

classificação das praias quanto a sua balneabilidade em termos sanitários é 

a densidade de coliformes fecais. Diversos são os fatores que condicionam a 

presença de esgotos nas praias: 

• Existência de sistemas de coleta e disposição dos 

despejos domésticos gerados nas proximidades; 
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• Existência de córregos afluindo ao mar; 

• Afluência turística durante os períodos de temporada; 

• Fisiografia da praia; 

• Ocorrência de chuvas, e 

• Condições da maré. 

O Quadro 2 apresenta os dados da qualidade da água de cada 

ponto de amostragem estudados. 

Quadro 2: Dados da qualidade da água de cada ponto de amostragem 

estudados, segundo CETESB, São Paulo, 2000. 

AMOSTRA 
1 Pinheiros 

2 Tietê - SP 

3 Tietê - Salto 

4 Prainha ETE 

5 Prainha Parque Municipal 

6 Ribeira do Iguape 

7 Betari NO 

8 Iporanga - ponto1 NO 

9 Iporanga - ponto2 NO 

10 Água Suja NO 

11 Santana NO 

12 Iperoig 

13 Praia Grande 

14 Balneário Flórida 

15 Centro 

16 Balneário Gaivota 

17 Praia José Menino 

18 Praia Itararé 

19 Mangue do Casqueiro 

Onde: 
ótima Aceitável 

NO: Não Determinado 



ESTADO DE SÃO PAULO - HIDROGRAFIA (QUALIDADE DA ÁGUA) 

= LIMITE ESTADUAL 
- ÓTIMA 
- BOA 

ACEITÁVEL 
- RUIM 
- PÉSSIMA 

O 90 130 

Km 
FOtlTE: IPT ICETESB 

Regiões: 

G) Centro 

® São Bernardo do Campo 

@Salto 

@ Vale do Ribeira 

Figura 4: Localização das diferentes regiões de coleta dos pontos de água doce na figura obtida no site 

http://www.uniagua.org.br/default.asp?tp=3&pag=qualidade.htm, preparado com base nos dados da CETESB para o ano 

de 2000. 
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3.3. Coleta das Amostras 

As coletas foram realizadas no período de dezembro de 1999 a 

julho de 2000, totalizando 19 amostras sendo 11 de água doce, 1 salobra e 7 

salgada. 

Volumes de 1 litro de água doce e salobra, e 500 mL de água 

salgada foram coletadas em frascos de vidros previamente esterilizados. A 

temperatura da água foi medida no ato da coleta com termômetro de 

mercúrio e as amostras foram transportadas para o laboratório em 

geladeiras de isopor para a manutenção da temperatura. No laboratório, foi 

medido o pH das amostras com o medidor eletrônico de pH, e logo em 

seguida foi feito a filtração e o enriquecimento das mesmas a partir das 

membranas filtrantes. A metodologia está descrita no próximo item. 

3.4. Processamento das Amostras 

o processamento das amostras está resumido na Figura 5. 

3.4.1. Concentração e Enriquecimento das Amostras 

As amostras foram filtradas à vácuo, através de membrana filtrante 

(Millipore 0,45~m de porosidade). A membrana foi colocada em água 

peptonada alcalina (APA) (Anexo A.1.1), contendo 1 % de cloreto de sódio e 

pH 8,4, sendo este incubado por 24 horas a 35°C. Após o período de 

incubação, foi semeada uma alçada do material de superfície do 

crescimento bacteriano em 5 placas de Petri contendo os diferentes meios 

de cultivo para o isolamento das colônias. 
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Figura 5: Resumo das etapas realizadas para o processamento das 

amostras de água, São Paulo, 2000. 

3.4.2. Meios de Cultivo 

Foram empregados para o isolamento das colônias de 

Aeromonas spp os meios: ágar sangue ampicilina (Anexo A.1.4) contendo 

5% de eritrócitos de coelho e 10 Ilg/mL de ampicilina (MA TTÉ 1995), ágar 

amido ampicilina (Anexo A.1.2) contendo 10 Ilg/mL de ampicilina 

(PALUMBO et aI. 1985) e ágar MacConkey (Difco - Anexo A.1.3) (FALCÃO 

et aI. 1998). Os meios foram incubados por 24 horas a 35°C. 
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3.4.3. Isolamento e Identificação das Colônias 

As colônias que apresentaram características típicas do gênero 

Aeromonas para cada um dos meios propostos, ou seja: 

./ colônias não inibidas, de borda bem definida, lisas e 

brilhantes, com dois a três milímetros de diâmetro; 

./ transparentes no ágar MacConkey, brancas com halo 

transparente no ágar amido ampicilina e róseas ou 

acinzentadas no ágar sangue ampicilina, podendo neste 

estar com ou sem halo de hemólise; 

./ teste positivo para a produção da enzima citocromo oxidase 

(teste de oxidase - Anexo A.1. 7). 

As colônias foram selecionadas e triadas em meio ágar ferro 

de Kligler (Difco - Anexo A.1.5), para a determinação da produção de indol 

(Anexo A.1.9), acidificação da I actose , fermentação da glicose e produção 

de gás. 

Para a identificação das espécies, foram utilizadas provas 

bioquímicas gerais e específicas para cada uma das colônias típicas, a 

saber: acidificação dos carboidratos (sacarose, manose, manitol, arabinose 

e salicina), crescimento em concentrações de 6,8,10% de cloreto de sódio e 

na ausência deste sal; hidrólise da esculina; lisina e ornitina descarboxilase 

e arginina dehidrolase (Anexo A.2). 

A Tabela 1 apresenta as características bioquímicas esperadas para as 

diferentes espécies de Aeromonas. 



Tabela 1: Características bioquímicas esperadas para as diferentes espécies de Aeromonas. 

ca CD ca CD ca ca ca fi) Õ ca fi) :§ .2 
Espécie c ca c e .5 c o Õ :1= :5 c :e :; .... :2 c fi) 'ü D-.; 

~ 
'2 :s '" " E!~ > e» :.:J E u ca c; C) .5 'S, 

o ca fi) 
~ f! E <C w ti) CD ti) <C <C .c 

A. slmlae + + - + v - - - - - + - NO 

A. hydroph/la + + - + + + + + + + + + + 

A. bestlarum + + - + + + V+ + V+ + + + V+ 

A. cavlae + - - + + + + + - + + V+ -
A. media + - - + + + V- + - + V+ V- -
A. eucrenoph/la + - - V+ + + + V+ + + + + -
A. veron/I sobrla + + - + - + - V- + + + + + 

A. cul/clcola + + - + NO + - - + + + + NO 

A. veron/I veron/I - + + + + + + - V+ + + + V+ 

A.jandael + + - V+ - + - - + + + + + 
A. enche/ela + - - V+ + + + - V+ + + V+ -
A.schubert// + V+ - - - - - - - - + V+ -
A. trota + + - V- - V+ - - V+ + - V -
A.aHosaccharoph/la V+ + V- + V + + - V+ + + + V- -
A. popoffll + - - - - + - V + V+ + - + 

A. salmonlclda V- V- - + + + V- + V+ + + V- V-

A. moHuscorum NO NO NO + + + V+ + - - + NO -
Fonte: Pidiyar et ai. 2002, Abbott et ai. 2003, Harf-Monteil et ai. 2004, Miftana-Galbis et ai. 2004 . 
+ = >85% cepas positivas; - = >85% cepas negativas; V= 50%; V+ =50 a 85% cepas positivas; V- = 15 a 85% cepas 

neQativas; NO = Não determinado. 
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3.5. Caracterização Molecular das cepas de Aeromonas 

As cepas de Aeromonas spp que foram caracterizadas 

molecularmente são provenientes de amostras de água doce, salobra e 

salgada, as quais foram coletadas durante o projeto de Iniciação Científica, 

realizado no Laboratório de Saúde Pública da Faculdade de Saúde Pública­

USP, no ano de 2000. 

Neste estudo, foram utilizadas 273 cepas de Aeromonas spp 

provenientes das amostras coletadas em 2000, cujas espécies foram 

reclassificadas quanto às suas características fenotípicas, segundo a Tabela 

1 (página 41 ). 

3.5.1. Armazenamento das cepas de Aeromonas 

Para a estocagem das cepas, todas foram semeadas em caldo 

lúria (Anexo A.1.6) e incubadas a 35°C por 24 horas. Após esse período, 0,5 

mL da suspensão com o crescimento bacteriano foi transferido para um 

microtubo tipo "eppendorf' contendo 0,5 mL de glicerol 80% (Anexo A.1.8) 

estéril para a conservação em freezer -700C. 

3.5.2. Extração de DNA plasmidial 

As cepas do gênero Aeromonas isoladas na primeira etapa 

tiveram seus DNAs plasmidiais extraídos pelo método descrito por 

BIRNBORN e DOLY (1979). 

As cepas foram semeadas em 3 mL de caldo lúria e cultivadas por 

18 horas a 35°C, após esse período foram semeadas em 6 mL de caldo lúria 

e novamente incubadas por 18 horas a 35°C. As culturas foram então 

centrifugadas por 15 minutos a 5.000 rpm e o sobrenadante descartado. O 

sedimento foi ressuspenso em 1 mL de solução salina 0,85% (Anexo A.1.1 O) 

estéril e essa solução contendo o crescimento bacteriano foi transferida para 

um microtubo tipo "eppendorf'. 
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Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 10.000 rpm e ao 

sedimento foi adicionado 100 JlL de solução I (Anexo A.3.1). Depois foram 

incubados em banho de gelo por 30 minutos. 

Foram adicionados em cada tubo, 200 JlL de solução 11 (Anexo 

A.3.2) seguida de incubação em banho de gelo por 5 minutos. Foram 

adicionados 150 JlL de solução 111 (Anexo A.3.3), e homogeneizados por 

inversão de 12 a 15 vezes, até ser observada a formação de um precipitado 

branco floculento. Os tubos foram incubados em freezer -20°C por uma hora 

e trinta minutos. 

Os tubos foram centrifugados a 4°C por 25 minutos à velocidade 

de 10.000 rpm. Os sobrenadantes foram transferidos para outros microtubos 

(aproximadamente 400 JlL) e foram adicionados de 1 mL de etanol P.A. 

gelado (-20°C), sendo incubados por no mínimo 1 hora a -20°C. Após esse 

período, foram centrifugados por 25 minutos a 10.000 rpm a 4°C. 

Os sobrenadantes foram descartados cuidadosamente por 

inversão dos tubos, e os precipitados foram ressuspensos em 100 JlL de 

solução IV (Anexo A.3.4), sendo adicionados 250 JlL de etanol P.A. gelado 

(-20°C). 

Os tubos foram homogeneizados por inversão, e incubados por 

18 horas a -20°C. Após esse período, foram centrifugados por 20 minutos a 

10.000 rpm a 4°C. 

Os sobrenadantes foram descartados e ao precipitado, adicionado 

1 mL de etanol 70% gelado. Os tubos foram centrifugados novamente por 20 

minutos a 10.000 rpm a 4°C, e os sobrenadantes descartados. 

Os sedimentos foram secos a vácuo e após 24 horas, estes foram 

dissolvidos em 15 JlL de tampão TE 11 (Anexo A.3.5). 

Para a visualização das bandas de plasmídio, o material obtido foi 

corado com tampão corante 6X (Anexo A.4.4) e submetido à eletroforese em 
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gel de agarose 1,2% (Anexo A.4.1) com intensidade de 80 V por 4 horas. Ao 

final, o gel de agarose foi corado com brometo de etídio (Anexo A.4.2) e 

submetido a uma fonte de luz ultravioleta para a detecção de bandas de 

plasmídio. A imagem foi capturada através do sistema de aquisição de 

imagens Epi Chemi 11 Darkroom (UVP) e software Labworks (UVP). A 

medida dos fragmentos foi determinada pelo software Gelworks 1 O 

Advanced 4.01 (UVP). 
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4. RESULTADOS 

Este estudo teve um total de 19 amostras de água analisadas, 

das quais foram isoladas 273 cepas pertencentes ao gênero Aeromonas. Os 

resultados da análise físico-química da água, assim como a data da coleta, 

estão apresentados no Quadro 3, onde observa-se que a temperatura 

média foi de 24°C e o pH variou de 6,2 a 8,5. 

A Tabela 2 apresenta a quantidade de espécies isoladas no 

total, sendo que das 273 cepas, 159 (58,3%) foram identificadas quanto à 

espécie e 114 (41,7%) foram identificadas como pertencentes ao gênero 

Aeromonas, sem definição da espécie, uma vez que as características 

dessas cepas eram atípicas às espécies deste gênero. 

O índice de Qualidade de Água - IQA e a Balneabilidade, 

foram determinados de acordo com levantamento feito nas entidades 

responsáveis (CETESB), onde observou-se que das 19 amostras 

analisadas, 4 (21,1%) estavam em ótimas condições, 2 (10,5%) estavam em 

boas condições, 5 (26,3%) em condições aceitáveis, 1 (5,3%) em condição 

ruim, 2 (10,5%) em péssimas condições e 5 (26,3%) não tiveram seu IQA 

determinado pela CETESB, por não se tratarem de pontos analisados por 

esta companhia. 

A extração do DNA plasmidial foi realizada no período de julho 

de 2003 a março de 2004 e verificou-se que das 273 cepas pesquisadas, 

118 (43,2 %) apresentaram pelo menos 1 plasmídio de baixo peso molecular 

(abaixo de 23 kb) e 84 (30,8%) apresentaram pelo menos 1 plasmídio de 

alto peso molecular (acima de 23 kb). Foi observado até 9 plasmídios em 

uma mesma cepa. 



Quadro 3: Localização e parâmetros físico-químicos e amostras de água de São Paulo, coletados no período de dezembro 

de 1999 a julho de 2000, São Paulo. 
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Tabela 2: Número e porcentagem de espécies do gênero Aeromonas 

isoladas de todas as amostras de água analisadas, São Paulo, 2000. 

A. eucrenophila 42 15,4 
1~:_:I::~::[:::::::l::m:::~,::::~~:::::~::::::::;:::~:::::~::::::::::::::::::::g:I:~:[[:::::::~:I::IIi ::::::::i::::: 
A. hydrophila 22 8,1 
1~:]lj_:::::;~::~~:~::~::::::::::::::l::::::::::::':::j:ª::::::~::'~:::~~::::::::I:::::ljl::::::::::::::: 
A. bestiarum 11 4,0 

I~:::iii.t:::::::::::~::::m::::::m::~:::::;::;::::::~::~::::::;::::::::::~:::::::::::::a:RnIlli~:!:::::::::;::ljllti.:::~:Ij: 
A. caviae 9 3,3 
1~::_;~::::::I:~:;:::~:::::~j::::;:::~:::::::::::::::::::::::::::::::::::j:::j::,t~::::::::~:::::::::::::::::::::~;il]::::::~:: 
A. veronii veronii 7 2,6 
I[:.i::::::::::::::::::~:::::::::::::::::::~:::~:::::::::~:':::~:::~:~:~:'~~:~:::~:':::~:':::::::::::::~:::::::::::~::~:I:::::::!:~!'~:::::::::::~:::::::a:~;lj:::~:~:~:::: 
A. schuberlii 5 1,8 
I.t"jj:::::::::::::::::::~~::~:~::~~::l::]:::::::~':::l::::~:~~:~:~:;~:~::::;:~r:::~:::~@::::r:::::::::::::~::rr:::~p;I:::::::::l 
A. veronii sobria 1 

4.1. Ocorrência de Aeromonas nos Ambientes Estudados 

4.1.1. Isolamento de Aeromonas de acordo com as amostras 

Das 19 amostras analisadas, observou-se que o ponto que 

apresentou maior número de organismos isolados foi no rio Tietê localizado 

no município de Salto, seguido pelos pontos 1 e 2 do rio lporanga, e pela 

caverna Santana, incluindo os isolados que não tiveram a definição da 

espécie. 

o rio Pinheiros (localizado em SP), a Praia Grande (Ubatuba) e 

o Balneário Gaivota (Itanhaém), não apresentaram nenhuma cepa 

pertencente ao grupo das Aeromonas. A Tabela 3 e a Figura 6 apresentam 

a quantidade de cepas isoladas em cada ponto estudado. 

Levando-se em consideração as regiões estudadas: Região 

Metropolitana de SP, Salto, São Bernardo do Campo, Vale do Ribeira, Litoral 

Norte e Litoral Sul, pôde-se observar que a região que apresentou maior 

número de isolados de Aeromonas foi a região do Vale do Ribeira, onde 
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foram isoladas 168 cepas de Aeromonas, seguida pelas regiões de Salto, 

com 61 cepas, Litoral Sul, com 28, São Bernardo do Campo, com 14 e 

Centro e Litoral Norte, com 1 cepa isolada de cada região. A Figura 7 a 

seguir demonstra o percentual de cepas de Aeromonas isoladas por região 

estudada. 

Tabela 3: Número e porcentagem de cepas de Aeromonas isoladas dos 

ambientes aquáticos estudados do Estado de São Paulo, 2000. 

Região 
Metropolitana de 

SP 

São Bernardo 
do Campo 

Vale do Ribeira 

Litoral Norte 

Litoral Sul 

Água doce 

Água doce 

Água doce 
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Figura 6: Número de cepas de Aeromonas isoladas dos ambientes 

aquáticos estudados do Estado de São Paulo, 2000. 
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Figura 7: Porcentagem de isolamento de cepas de Aeromonas isoladas dos 

ambientes aquáticos estudados do Estado de São Paulo, 2000. 
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4.1.2. Espécies de Aeromonas isoladas de cada amostra estudada 

Levando-se em consideração apenas a quantidade de cepas 

que tiveram a posição taxonômica definida em relação à classificação de 

espécie observadas em cada ponto de amostragem, pôde-se observar que 

os pontos 3, 8 e 9, foram os que apresentaram maior diversidade de 

espécies, enquanto que os pontos 1, 13, 14, 15, 16 e 18, não apresentaram 

nenhuma das espécies já descritas na literatura até julho de 2004. 

A Figura 8 a seguir apresenta o número de espécies isoladas 

de cada ponto de amostragem estudado. 
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Figura 8: Número de espécies de Aeromonas observadas por ponto de 

amostragem estudado, São Paulo, 2004. 

A Tabela 4 apresenta as espécies isoladas por ponto de 

amostragem. 



Tabela 4: Freqüência de isolamento das diferentes espécies de Aeromonas em amostras de ambientes aquáticos do Estado 

de São Paulo, 2004. 
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4.1.3. Isolamento de Aeromonas de acordo com os meios de cultura 

empregados 

Das 273 cepas de Aeromonas isoladas, 100 (36,6%) foram 

provenientes do ágar MacConkey (MC), 100 (36,6%) do ágar Amido 

Ampicilina (AA) e 73 (26,2%), do ágar Sangue Ampicilina (SG). A Figura 9 

apresenta o percentual de Aeromonas identificadas e não identificadas 

isoladas em cada meio de cultura utilizado. 

I_ Aeromonas identificadas O Aeromonas spp 1 

80,0 

70,0 
69,0 

60,0 
52,0 52,1 

50,0 48,0 47,9 
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~ 

o 
Q. 

10,0 
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Me AA SG 

Meios de cultura utilizados 

Figura 9: Porcentagem de cepas de Aeromonas isoladas nos meios de 

cultura utilizados, considerando as espécies identificadas e as que não 

tiveram uma posição taxonõmica definida quanto à espécie, São Paulo, 

2004. 
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Levando-se em consideração, apenas as 159 (58,3%) cepas 

identificadas quanto à espécie, pôde-se observar que para cada meio de 

cultura utilizado, houve uma preferência das espécies, que cresceram em 

maior ou menor quantidade, dependendo do meio empregado, como 

demonstrado na Tabela 5 e Figura 10 a seguir. 

Tabela 5: Número e porcentagem das diferentes espécies de Aeromonas 

isoladas de ambientes aquáticos do Estado de São Paulo, segundo os 

diferentes meios de cultura empregados, 2004. 

Onde: 

MC = Ágar MacConkey; AA = ágar Amido Ampicilina e SG = Ágar Sangue Ampicilina 

Quando se fez a análise em função da freqüência de cada 

espécie nos diferentes meios, foi possível observar que algumas espécies 

tiveram maior favorecimento em um dos meios empregados, como o caso da 

A. enche/eia que 60,0% das cepas isoladas são provenientes do ágar 

MacConkey (MC), A. eucrenophila que 66,6% são provenientes do ágar 

amido ampicilina (AA) e A. caviae que 55,6% são provenientes do ágar 

sangue ampicilina (SG), como demonstrado na Tabela 6. 
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Figura 10: Porcentagem das espécies de Aeromonas isoladas de ambientes aquáticos do Estado de São Paulo, de acordo 

com o meio de cultura utilizado, considerando apenas cepas identificadas bioquimicamente, São Paulo, 2004. 
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Tabela 6: Freqüência de isolamento de espécies de Aeromonas isoladas de 

ambientes aquáticos do Estado de São Paulo, segundo meio de cultura 

utilizado, 2004. 

Onde: 
MC = Ágar MacConkey; AA = ágar Amido Ampicilina e SG = Ágar Sangue Ampicilina 

4.2. Análise do Perfil Plasmidlal 

A extração de DNA resultou em 118 (43,2%) cepas que 

apresentaram pelo menos um plasmídio de baixo peso molecular (até 23 

kb). 

Levando-se em consideração os plasmídios de alto peso 

molecular (acima de 23kb), foi possível observar que das 273 cepas 

isoladas, 84 (30,8%) apresentaram pelo menos um plasmídio de alto peso 

molecular. 

A Tabela 7 apresenta o número e porcentagem das cepas que 

apresentaram pelo menos um plasmídio de baixo peso molecular obtidos por 

amostra. 
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Tabela 7: Número e porcentagem de cepas de Aeromonas isoladas em 

ambientes aquáticos do Estado de São Paulo, quanto à presença e ausência 

de plasmídios de baixo peso molecular (abaixo de 23 kb), 2004. 

N = Número de cepas isoladas por amostra; 

P1 = Número de cepas que apresentaram 1 ou mais plasmidios; 
% a = Porcentagem de cepas que apresentaram 1 ou mais plasmidios; 

PO = Número de cepas que não apresentaram plasmidio; 
% b = Porcentagem de cepas que não apresentaram plasmidio. 

A quantidade de plasmídios observados nas 273 cepas 

isoladas dos diferentes pontos de amostragem, variou de O a 9 plasmídios 

de baixo peso molecular por cepa, como apresentado na Figura 11. 
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Figura 11: Quantidade de cepas que apresentaram respectivamente O, 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 plasmídios de baixo peso molecular, São Paulo, 2004. 

4.2.1. Perfil Plasmidial de acordo com os pontos de amostragem 

Dentre as 19 amostras de água analisadas, obteve-se 273 

cepas pertencentes ao gênero Aeromonas, das quais, 188 (43,2%) 

apresentaram pelo menos um plasmídio de baixo peso molecular. 

Levando-se em consideração o número de cepas que 

apresentaram pelo menos um plasmídio, por amostra estudada, pôde-se 

observar que no rio Tietê - Salto (amostra 3), foi o local onde as cepas 

isoladas apresentaram maior porcentagem de plasmídios, seguido pelos 

pontos coletados na caverna Santana (amostra 11), ponto 2 do rio Iporanga 

(amostra 9) e na Prainha da represa Billings (amostra 5), como pode ser 

observado na Figura 12. 
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Figura 12: Quantidade de cepas de Aeromonas isoladas dos pontos de 

amostragem estudados, que apresentaram plasmídio de baixo peso 

molecular, São Paulo, 2004. 

A Tabela 8 demonstra a quantidade de cepas isoladas dos 

pontos de amostragem, que apresentaram de O até 9 plasmídios de baixo 

peso molecular, onde pode-se observar que o ponto do rio Tietê - Salto 

(amostra 3) foi o local que apresentou maior quantidade de plasmídio por 

cepa isolada. 



Tabela 8: Freqüência de cepas de Aeromonas isoladas de ambientes aquáticos do Estado de São Paulo, por ponto de 

amostragem, que apresentaram zero ou até 9 plasmídios de baixo peso molecular por cepa isolada, 2004. 

Onde: PO a P9 = número de plasmfdios, de O a 9 respectivamente. 



Resultados 60 

A Tabela 9 demonstra o número e porcentagem de cepas que 

apresentaram pelo menos um plasmídio de alto peso molecular obtidos por 

cada amostra analisada, onde pode-se observar que a caverna Santana, foi 

o local que mais apresentou plasmídios de alto peso molecular. 

Tabela 9: Número e porcentagem de cepas de Aeromonas isoladas de 

ambientes aquáticos do Estado de São Paulo, que possuem pelo menos um 

plasmídio de alto peso molecular (acima de 23 kb), 2004. 

APM = Plasmidio de Alto Peso Molecular. 
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4.2.2. Perfil Plasmidial das espécies 

A Figura 13 demonstra a quantidade de espécies de 

Aeromonas que apresentaram pelo menos um plasmídio de baixo peso 

molecular. 
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Figura 13: Espécies de Aeromonas isoladas de ambientes aquáticos do 

Estado de São Paulo, que apresentaram pelo menos um plasmídio de baixo 

peso molecular, 2004. 

A Tabela 10 apresenta o número total de plasmídios de baixo 

peso molecular, encontrados em cada cepa de Aeromonas, por espécie, 

isoladas de todos os pontos de amostragem. 



Tabela 10: Freqüência de plasmídios de baixo peso molecular, observados em cada espécie de Aeromonas isolada de 

ambientes aquáticos do Estado de São Paulo, 2004. 

Onde: PO a P9 = número de plasmrdios, de O a 9 respectivamente. 
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As figuras a seguir apresentam o perfil plasmidial por espécie 

isoladas dos seguintes pontos de amostragem: 

• Rio Tietê - Salto (amostra 3) 

• Prainha ETE da Represa Billings - SBC (amostra 4) 

• Rio Ribeira do Iguape - Vale do Ribeira (amostra 6) 

• Rio Iporanga - Vale do Ribeira (amostra 9) 

• Caverna Santana - Vale do Ribeira (amostra 11) 

Pode-se observar que o perfil plasmidial não é semelhante 

entre as espécies. 

pb 

4361 

2322 

2027 

Figura 14: Perfil plasmidial de cepas de Aeromonas isoladas dos seguintes 

pontos: amostra 9 (linhas 1 - 3); amostra 6 (linhas 4 - 6); amostra 11 (linhas 

7 - 12); amostra 3 (linha 13). Obtidas através da metodologia descrita por 

Birnborn e Doly (1979). Linhas: 1, 2 e 4: A. encheleia; 3 e 6: A. hydrophila; 5, 

7 - 13: Aeromonas spp. M1 = Marcador de peso molecular, Hind 111; e M2 = 

Marcador de peso molecular, 1 kb DNA ladder. 
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pb 
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Figura 15: Perfil plasmidial de cepas de Aeromonas isoladas dos seguintes 

pontos: amostra 11 (linha 14); amostra 4 (linhas 15 - 18); amostra 3 (linhas 

19 - 26). Obtidas através da metodologia descrita por Birnborn e Doly 

(1979). Linhas: 14 e 15: Aeromonas spp; 16: A. caviae; 17: A. 

allosaccharophila; 18 - 21: A. hydrophi/a; 22 e 23: A. enche/eia; 24: A. 

sa/monicida; 25 e 26: A. bestiarum. M1 = Marcador de peso molecular -

Hind 111 e M2 = Marcador de peso molecular - 1 kb DNA ladder. 
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5. DISCUSSÃO 

No presente estudo foram analisadas amostras de água doce, 

salobra e salgada de diferentes regiões do Estado de São Paulo, totalizando 

19 pontos de amostragem. 

Foi possível observar que o pH e a temperatura da água 

estavam dentro da faixa ideal para o crescimento de organismo do gênero 

Aeromonas, e que estes organismos estavam amplamente distribuídos nos 

ambientes estudados, o que vem corroborar com a literatura analisada 

(POPOFF 1984, COLWELL et ai. 1986, HUYS et ai. 1997, ESTEVE et ai. 

2003, HARF-MONTEIL et ai. 2004). 

5.1. Qualidade da Água das Amostras Analisadas 

o levantamento de dados elaborados pela CETESB (2000a) 

demonstrou que os ambientes estudados, de um modo geral, apresentaram 

qualidade da água dentro dos padrões aceitáveis pelos índices de qualidade 

de água - IQA e balneabilidade. 

Dos 19 pontos de amostragem estudados, 14 tiveram o IQA e 

a balneabilidade determinadas pela CETESB. Dentre esses 14 pontos, foi 

possível observar que 78,5% dos pontos estudados apresentaram qualidade 

de água dentro dos índices aceitáveis, e 21,5% estavam com qualidade de 

água ruim ou péssima. 

5.1.1. Região metropolitana de São Paulo 

Na região central de São Paulo, foram coletadas amostras dos 

rios Pinheiros (Amostra 1) e Tietê (Amostra 2). Tais pontos foram 

escolhidos para estudar a diversidade de Aeromonas neste tipo de 

ambiente, uma vez que são pontos com visíveis indícios de poluição. 
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Os levantamentos de dados obtidos na CETESB revelaram 

que ambos os pontos são ambientes altamente impactados uma vez que as 

análises realizadas pela CETESB no período da coleta demonstraram 

possuírem índices de Qualidade da Água (IQA) péssimos. 

5.1.2. Salto 

O ponto coletado no rio Tietê (Amostra 3) localizado no 

município de Salto (interior de São Paulo), apresenta menores indícios de 

poluentes tóxicos, porém apresenta indícios de contaminação fecal, uma vez 

que nesta região é comum o lançamento no rio de efluentes domésticos sem 

qualquer tratamento, implicando num aumento significativo de matéria 

orgânica presente na água. 

De acordo com as análises realizadas pela CETESB em 2000, 

além da qualidade da água estar ruim, os indices de coliformes fecais não 

estão em conformidade aos padrões de qualidade estabelecidos pela 

resolução CONAMA 20/86 (CETESB 2000b). 

5.1.3. São Bernardo do Campo 

A represa Billings é muito utilizada para fins recreacionais 

pelos moradores da região de Ribeirão Pires em São Bernardo do Campo. A 

prainha do Parque Municipal (Amostra 5) é o local onde se encontra com 

maior freqüência, pessoas em contato direto com a água, pois é bastante 

procurado com a finalidade recreativa. O ponto de coleta próximo a Estação 

de Tratamento de Esgoto - ETE (Amostra 4), não é freqüentado por 

banhistas e por causa de uma barragem neste local, os barcos e "jet-skys", 

comuns na represa, não chegam próximo a este ponto. 

Segundo os dados da CETESB (2000a), os dois pontos 

estudados na represa possuem ótima qualidade, porém pode-se inferir que o 

contato dos banhistas com a água, poderia favorecer o aumento da 

quantidade de matéria orgânica presente na água. 
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5.1.4. Vale do Ribeira 

Nesta região, foram coletadas amostras de água dos rios 

Ribeira do Iguape (Amostra 6), Betari (Amostra 7) e lporanga (Amostras 8 

e 9) além das cavernas Água Suja (Amostra 9) e Santana (Amostra 10). 

Por ser uma região de Proteção Ambiental, os rios apresentam 

pouquíssimos indícios de poluição. A CETESB monitora apenas alguns 

pontos do rio Ribeira do Iguape, cujo IOA na época da coleta foi considerado 

bom. 

Os rios Iporanga e Betari, bem como as cavernas estudadas, 

não faziam parte da rede de monitoramento da CETESB, e portanto, não 

apresentam IOA, porém estudos realizados na região do Parque Estadual 

Turístico do Alto do Ribeira - PETAR, demonstraram que são ambientes 

com algum tipo de contaminação, mesmo sendo uma área de Proteção 

Ambiental. 

ELFVENDAHL (2000), estudou os rios Betari, Iporanga e 

Pilões da região do PETAR e detectou a presença de resíduos de pesticidas 

em todos os pontos estudados (sete no total). A autora fez análise do 

sedimento e de tecido de peixe coletados nos pontos estudados e detectou 7 

e 10, respectivamente, tipos de pesticidas organoclorados (org-CI) nas 

amostras de sedimento e em tecidos de peixe, o que comprova a 

contaminação por pesticidas na região. 

MORAES (1999) estudou os rios da região do PETAR e 

analisou algumas características bioquímicas da água, tais como: pH, 

alcalinidade, temperatura, oxigênio dissolvido, condutividade, concentração 

de fósforo e nitrogênio e de pesticidas. A autora observou que a região 

recebe grandes descargas de esgotos domésticos, apesar de ser uma 

região considerada de proteção ambiental. Mais recentemente, em 2003, a 

mesma comprovou a diminuição de oxigênio dissolvido na água e 

acrescentou outra causa de contaminação da região: metais pesados. 
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Devido às atividades de mineração desde o período colonial até a década de 

80, atualmente existem 7 minas de ouro abandonadas e 44 de chumbo e 

prata, dentro das imediações do PETAR Estudos em alguns rios da região 

revelaram altas concentrações de metais no sedimento (MORAES 1999, 

MORAES 2003). 

5.1.5. Litoral Norte e Sul 

Foram coletadas amostras de água do mar das seguintes 

praias: Iperoig (Amostra 12) e Praia Grande (Amostra 13), localizadas na 

cidade de Ubatuba, no Litoral Norte; Balneário Flórida (Amostra 14), na 

cidade de Praia Grande, Centro (Amostra 15) em Mongaguá, Balneário 

Gaivota (Amostra 16) em Itanhaém, José Menino (Amostra 17) em Santos 

e Itararé (Amostra 18) em São Vicente. Ainda no litoral sul, foi coletada 

amostra de água salobra no Mangue do Casqueiro (Amostra 19), localizado 

na cidade de Cubatão. 

Com relação à quantidade, as 7 amostras de água salgada 

estudadas, apresentaram: 1 com ótima qualidade de água (amostra 13), 1 

com boa qualidade (amostra 16) e 5 com qualidade aceitável (amostras 12, 

14, 15, 17 e 18). A amostra de água salobra (19), apresentou qualidade 

ótima. Sendo assim pode-se observar que todas as amostras de água 

provenientes da região do Litoral Norte e Sul, no ano de 2000, apresentaram 

índices de qualidade e balneabilidade dentro dos padrões aceitáveis. 

5.2. Ocorrência de Aeromonas nos Ambientes Estudados 

Os organismos do gênero Aeromonas têm uma grande 

distribuição no ambiente aquático e já foram isolados de diversos ambientes 

aquáticos (POPOFF 1984, COLWELL et ai. 1986, HOLMES et ai. 1996, 

HUYS et aI. 1997, ESTEVE et aI. 2003, HARF-MONTEIL et aI. 2004a, 

MINANA-GALBIS et ai. 2004), o que corrobora com os resultados obtidos 

uma vez que no presente estudo, foi observada a presença de Aeromonas 

em 84,2% dos ambientes estudados. 
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Os organismos do gênero Aeromonas estão amplamente 

distribuídos no ambiente aquático, porém no Brasil, os estudos com esses 

organismos são bastante escassos, tomando difícil o conhecimento da sua 

real prevalência (MATTÉ 1995, FALCÃO et aI. 1998, SUAS 2000, ROCHA 

2004). 

O presente estudo confirmou que os organismos do gênero 

Aeromonas podem ser encontrados em água com ótimas ou péssimas 

condições. Estes organismos foram encontrados em águas com pH variando 

de ácido (6,2) a alcalino (8,5), e com temperatura entre 19 e 29°C, e foram 

encontrados em água doce, salobra e salgada, o que comprova mais uma 

vez, a afirmação de que estes organismos possuem uma ampla distribuição 

no ambiente aquático, independente da salinidade, temperatura e pH 

(POPOFF, 1984; COLWELL et aI., 1986; VADIVELU et aI., 1991; SINGH & 

SANYAL, 1992 a,b,c,d; LOEWY et aI., 1993; SINGH & SANYAL, 1993; 

SINGH et aI., 1993; MATTÉ et aI., 1996; HOLMES et aI., 1996; HUYS et ai., 

1997; IVANOVA et aI., 2001; MESSI et a/., 2002; OMS, 2002; MAALEJ et aI., 

2003). 

Alguns autores inferem que Aeromonas possui uma grande 

diversidade uma vez que estes organismos apresentam preferência por 

ambientes com alta taxa de matéria orgânica (KHARDORI & FAINSTEIN 

1988, MONFORT & SALEUX 1990, KIROV 1993, MATTÉ et aI. 1996, 

GAVRIEL et ai. 1998, MASSA et aI. 2001). 

Na figura 7, pode-se observar a porcentagem de isolamento de 

cepas de Aeromonas por região estudada. É possível observar que a região 

do Vale do Ribeira apresentou o maior percentual de isolamento, seguida da 

região de Salto. Vale ressaltar que no Vale do Ribeira foram coletadas 6 

amostras, enquanto que em Salto, foi coletada apenas uma amostra. Sendo 

assim, podemos inferir que apesar do percentual de isolamento ser maior no 

Vale do Ribeira, não significa que este seja um dado real. 
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Os resultados obtidos nos pontos na região do Vale do Ribeira, 

quando comparados com os obtidos nos outros pontos estudados, indicam 

que esta região foi onde ocorreu a maior quantidade de cepas de 

Aeromonas isoladas, uma vez que perfizeram 61,5% das cepas isoladas 

(Figura 7). 

Os pontos coletados no rio lporanga foram os que 

apresentaram maior quantidade de cepas de Aeromonas isoladas, com 98 

cepas, seguidos pelos rios Ribeira do Iguape com 23 e Betari com 2 cepas 

isoladas. Os rios Iporanga e Ribeira do Iguape são os rios que mais recebem 

efluentes domésticos da região, o que implica num aumento significativo de 

matéria orgânica, e teria favorecido o crescimento de Aeromonas. 

O rio Betari, por sua vez, fica afastado da cidade, e não recebe 

efluentes domésticos como os demais, sendo assim, era se esperar que 

neste local, não houvesse quantidades significativas de cepas de 

Aeromonas. 

A coleta nas cavernas foi feita no rio Betari, que atravessa 

ambas as cavernas estudadas. 

A caverna Água Suja não é habitada por morcegos, e apesar 

de seu nome, possui águas cristalinas. Esse ponto apresentou poucas cepas 

de Aeromonas, em compensação, a caverna Santana é habitada por 

morcegos e apresentou um aumento significativo no número de cepas 

isoladas, dessa maneira, pode-se inferir que a presença de guano (fezes de 

morcego) na água, poderia ter provocado um aumento na diversidade de 

Aeromonas nessa amostra. 

Vale ressaltar ainda que este estudo é pioneiro neste tipo de 

ambiente, pois até então, nunca havia sido relatada a presença de 

Aeromonas em água de ambientes de cavernas. 
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A região de Salto, amostra 3 do rio Tietê foi o local onde 

ocorreu o maior número de cepas isoladas (61) pertencentes ao gênero 

Aeromonas (Figura 6) e onde houve maior diversidade de espécies: 9 das 19 

espécies descritas na literatura foram encontradas neste local. Este local 

apresentou fortes índices de poluição através de contaminação por esgoto 

doméstico. Com tais resultados pode-se inferir que a matéria orgânica 

presente na água poderia ter sido a principal responsável pela quantidade e 

variedade de organismos isolados deste local. 

ARAÚJO et aI. (1991) isolaram Aeromonas spp em água com 

diferentes graus de poluição: esgoto urbano, lagos eutróficos, rios e praias. 

A espécie mais freqüente foi A. caviae que estava presente em águas com 

alto grau de poluição e em esgotos. A. hydrophila foi isolada em água com 

baixo teor de poluição fecal e A. sobria em águas sem poluição fecal. Estes 

resultados são contrários aos obtidos no presente estudo, no qual foi 

possível isolar A. hydrophila na amostra do rio Tietê de Salto, local este 

considerado pela CETESB bastante poluído. 

O presente estudo demonstrou que A. hydrophila foi isolada 

tanto de água limpa quanto água poluída (Tabela 4), o que corrobora com os 

resultados obtidos por KERSTERS et aI. (1996) que analisaram amostras de 

águas superficiais e potáveis na Bélgica, observando esta espécie em 

ambas. 

Os organismos do gênero Aeromonas podem crescer em 

ambientes com salinidade variando de O a 4%, porém sua ocorrência em 

água do mar é menor quando comparada à família Vibrionaceae (MATEOS 

et aI. 1992, lOEWY et aI. 1993). Os dados literários vêm corroborar com os 

resultados obtidos referentes às amostras de Ubatuba, Praia Grande, 

Mongaguá, Itanhaém e São Vicente, onde foram encontradas poucas cepas 

de organismos do gênero Aeromonas (Figura 6). 
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BRANDI et aI. (1999) estudaram a habilidade de sobrevivência 

de Aeromonas spp em diferentes tipos de água, dentre elas, mineral e 

torneira (clorada) e em água do mar. As amostras foram contaminadas com 

cepas de A. hydrophila, A. caviae e A. sobria. Os autores concluíram que as 

três espécies pesquisadas, sobreviveram por um longo período (mais de 72 

horas) na água mineral, enquanto que em água de torneira, seu período de 

sobrevivência foi menor (cerca de 48 horas). Já as cepas de Aeromonas 

provenientes da água do mar, apresentaram uma redução de 90% após 2 

dias. Os autores comprovaram que estes microrganismos são mais 

sensíveis à água do mar do que à água clorada. Esse estudo corrobora com 

os dados literários uma vez que os organismos pesquisados tiveram um 

baixo crescimento em amostras de água salgada. 

Resultados contrários aos esperados foram verificados no 

ponto de amostragem localizado na praia José Menino em Santos, onde 

ocorre o lançamento de águas residuárias. O fato de existir cargas 

poluidoras no ponto em questão, poderia ter alterado as características 

físico-químicas dessa água, como por exemplo, salinidade, pH e quantidade 

de matéria orgânica. Essas alterações poderiam ter favorecido o aporte de 

organismos do gênero Aeromonas ou ainda ter favorecido o crescimento 

desses, que já estariam presentes na água do mar, promovendo um 

aumento significativo neste local. 

CAVALLO et aI. (1999) estudaram a viabilidade de bactérias 

heterotróficas na água e no sedimento do Mar Piccolo em Toronto na Itália. 

Os autores relataram que este mar recebe volumes consideráveis de esgoto 

e esgoto industrial, e observaram que Aeromonas spp foi a bactéria Gram­

negativa mais predominante no estudo, tendo sido isolada entre 27 a 35% 

das amostras. Os autores concluíram que por se tratar de um ambiente com 

altos índices de poluição fecal, teria favorecido o crescimento de organismos 

do gênero Aeromonas. Esses resultados de CAVALLO et aI. (1999) são 

similares com os resultados obtidos na amostra da Praia José Menino em 

Santos, onde houve um aumento significativo desses isolados. 
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Como citado anteriormente, o aporte de matéria orgânica 

poderia ter acarretado um aumento no número de organismos do gênero 

Aeromonas na Praia José Menino em Santos, uma vez que alguns autores 

estudaram a presença de Aeromonas em águas residuárias e verificaram 

que estes organismos podem ocorrer com freqüência nesse tipo de água. 

(MONFORT e BAlEUX 1990, BOUSSAID et aI. 1991, BAHLAOUr et aI. 

1997, ROCHA 2004). 

O mangue possui água salobra, o que favorece o crescimento 

de organismos do gênero Aeromonas (POPOFF 1984, LOEWY et ai. 1993). 

No presente estudo, foi observado que no Mangue do Casqueiro foram 

isolados apenas 10 cepas de Aeromonas (Figura 6). Uma vez que a água 

salobra pode favorecer o crescimento desses organismos, poderia se 

esperar que neste local houvesse um maior isolamento de Aeromonas, o 

que não foi observado nos resultados deste estudo. 

Em comparação com os outros pontos estudados, a Represa 

Billings, de um modo geral, apresentou uma baixa quantidade de cepas de 

Aeromonas spp (Figura 7). Segundo os dados da CETESB (2000), os dois 

pontos estudados na represa possuem ótima qualidade. Sendo assim os 

resultados obtidos nestes pontos estão de acordo com os esperados, 

demonstrando que tais organismos podem ser encontrados em ambientes 

com água de ótima qualidade, mesmo que em menores quantidades 

(POPOFF 1984, COLWELL et ai. 1986, HUYS et ai. 1997, ESTEVE et ai. 

2003). 

Com relação aos diferentes tipos de água que são utilizadas 

para fins recreacionais, deve-se levar em conta a associação entre a 

presença de espécies de Aeromonas spp nesses ecossistemas, a 

capacidade de produção de fatores de virulência pelo microrganismo e a 

presença de fatores predisponentes do hospedeiro (MA TTÉ 1995). 
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Indivíduos imunodeprimidos ou que apresentam lesões 

resultantes de ferimentos na superfície do corpo, podem estar sujeitos a 

infecções ocasionadas tanto por ingestão desta água, quanto pelo contato 

direto das partes lesadas com a água contaminada por Aeromonas spp. 

FRANCO et ai. (1990), na Argentina, estudando a 

sobrevivência de microrganismos patogênicos em águas recreacionais, 

utilizando para isso cepas padrão, observaram, in vitro, a sobrevivência 

dessas cepas quando submetidas a diferentes temperaturas, destacando 

esse fator como o mais importante para a sobrevivência bacteriana. A cepa 

mais resistente a essas variações de temperatura foi A. hydrophila, 

apontando assim um grande problema para a população. No presente 

estudo, foi isolada apenas uma cepa de A. hydrophila proveniente da 

amostra Represa Billings, que também é utilizada para fins recreacionais. 

Após a análise de 64 amostras de água de superfície e 24 

amostras de sedimento, provenientes da Represa Guarapiranga, MA TTÉ 

(1995) encontrou algumas espécies do gênero Aeromonas, dentre elas: 

18,7% de A. hydrophila, 31,2% de A. caviae, 43,7% de A. sobria e 76,6% de 

A. jandaeii. No presente estudo, ao analisar a amostra da Represa Billings, 

observou-se o isolamento de 35,7% de A. caviae, 14,3% de A. besfiarum, 

14,3% de A. allosaccharophila, 7,2% de A. veronii veronii e 7,2% de A. 

hydrophila. Comparando os resultados obtidos no presente estudo com os 

obtidos por MATTÉ (1995), pode-se observar a variação das espécies 

encontradas, demonstrando assim, a diversidade dos organismos de 

Aeromonas spp. 

Águas poluídas são de grande importância quando se estuda a 

sobrevivência de Aeromonas spp no ambiente aquático pois, estas podem 

representar uma forte contaminação para as águas superficiais (MONFORT 

e BALEUX 1990). 



Discussão 75 

Os rios Pinheiros e Tietê apresentaram péssima qualidade de 

água, sendo assim, poderia se esperar que nesse tipo de ambiente, não 

ocorresse crescimento significativo de Aeromonas. Os resultados obtidos na 

presente pesquisa confirmam esta observação, onde nenhuma espécie de 

Aeromonas foi encontrada na amostra do rio Pinheiros e na amostra do rio 

Tietê, apenas uma, embora as provas bioquímicas não tenham permitido 

determinar sua posição taxonômica específica. 

SEIDLER et aI. (1980) isolaram Aeromonas spp de águas 

poluídas. De um total de 17 cepas estudadas, 9 eram A sobria e 4 A 

hydrophila. Os resultados obtidos no presente estudo não estão de acordo 

aos da literatura, uma vez que o rio Pinheiros e rio Tietê, ambos em São 

Paulo, apresentaram uma cepa pertencente ao gênero Aeromonas, não 

sendo possível determinar sua real classificação taxonômica uma vez que 

apresentou características bioquímicas atípicas. 

5.2.1. Diversidade das espécies de Aeromonas isoladas nos ambientes 

estudados 

A taxonomia dos organismos do gênero Aeromonas é bastante 

complexa, uma vez que as espécies podem ser agrupadas levando em 

consideração suas características fenotípicas e genotípicas (POPOFF 1984, 

COLWELL et aI. 1986, CARNAHAN e JOSEPH 1991, BOTARELLI e 

OSSIPRANDI 1999). Devido às variações nas características fenotípicas, 

CARNAHAN (1993) definiu este gênero como "a sea of change" (um mar de 

mudanças). 

JOSEPH e CARNAHAN (2000) concluíram que as características 

bioquímicas desses microrganismos podem variar de acordo com a fonte de 

isolamento ou com aspectos geográficos, favorecendo sua variabilidade e 

dificultando a posicionamento taxonômico dos isolados. 
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Este estudo demonstrou que, além dos organismos do gênero 

Aeromonas estarem presentes na maioria dos ambientes estudados, houve 

uma grande diversificação de espécies, das 13 espécies de Aeromonas, 

isoladas em maior freqüência foram: A. eucrenophila (42 cepas), A. 

enche/eia (25 cepas) e A. hydrophila (22 cepas), e as com menor freqüência 

foram: A. veronii sobria e A. jandaeii, que tiveram cada, uma única cepa 

isolada (Tabela 2). 

Foram encontradas ao todo, 42 cepas de A. eucrenophi/a neste 

estudo, demonstrando assim que dentre os ambientes estudados, esta foi a 

espécie mais abundante no ambiente aquático. Estas cepas foram isoladas 

dos seguintes locais: rio Tietê em Salto, dos rios Betari e ponto 1 do rio 

Iporanga, e da caverna Santana localizados no Vale do Ribeira, e no 

Mangue do Casqueiro, em Cubatão. 

As 25 cepas isoladas de A. enche/eia foram provenientes dos 

seguintes pontos de amostragem: rio Tietê em Salto, rio Ribeira do Iguape e 

pontos 1 e 2 do rio Iporanga, localizados no Vale do Ribeira, e no Mangue 

do Casqueiro em Cubatão. 

As 22 cepas de A. hydrophila foram isoladas do rio Tietê em 

Salto, da Prainha do Parque Municipal, da represa Billings, do rio Ribeira do 

Iguape e do ponto 2 do rio Iporanga, localizados no Vale do Ribeira. 

As espécies que foram isoladas em menores proporções foram 

A. veronii sobria e A. jandaeii, tendo sido isolada apenas uma cepa de cada 

espécie. 

Embora neste estudo não tenha sido realizada a pesquisa de 

fatores de virulência nos isolados de Aeromonas, observou-se que algumas 

espécies isoladas (A. hydrophi/a, A. caviae, A. veronii veronii, A. schubertii, 

A. jandaeii e A. veronii sobria) são classificadas como pertencentes ao grupo 

das cepas potencialmente patogênicas para o homem (JOSEPH et alo 1991, 
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JANDA e ABBOTT 1998, ABBOTT et ai. 2003), podendo implicar então, um 

risco à Saúde Pública. 

Os organismos com características fenotípicas atípicas, foram 

classificados como Aeromonas spp, e representaram neste estudo, 41,8% 

dos isolados. Muitos pesquisadores tiveram essa mesma dificuldade na 

classificação de isolados de Aeromonas provenientes de diferentes origens 

(MONFORT e BALEUX 1990, MARTINEZ-MURCIA et ai. 1992, MATTÉ 

1995, ASHBOL T et aI. 1995, HARF-MONTEfl et aI. 2004, ROCHA 2004). 

Devido à taxonomia controversa e à proximidade fenotípica das 

espécies deste grupo de organismos, muitos estudos baseados somente nas 

espécies descritas por POPOFF (1984), foram utilizados para classificar 

cepas de Aeromonas isoladas de amostras ambientais mesmo quando 

novas espécies já haviam sido descritas (FALCÃO et ai. 1998). Isso dificulta 

o real conhecimento da diversidade das espécies de Aeromonas, 

prejudicando também a comparação dos resultados obtidos com os 

resultados de outros trabalhos pesquisados na literatura. 

5.3. Isolamento de Aeromonas de Acordo com os Meios de 

Cultura Empregados 

No presente estudo, foram isoladas 273 cepas de Aeromonas 

spp onde pôde-se observar que a freqüência dos isolados nos três meios de 

cultura não apresentou uma variação significativa, uma vez que a 

porcentagem dos isolados provenientes do ágar MacConkey foi igual à 

porcentagem dos isolados do ágar amido ampicilina, que foi de 36,6% para 

cada um dos meios em questão. A porcentagem dos isolados no ágar 

sangue ampicilina foi de 26,2%. 

Porém, ao analisar apenas as especles que tiveram uma 

posição taxonômica definida quanto à espécie, pôde-se observar que o ágar 

amido ampicilina foi mais eficiente no isolamento das Aeromonas 

identificadas (Figura 9). 
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Observou-se em relação ao tipo de ágar: amido ampicilina, 

MacConkey e sangue ampicilina que foram eficientes no isolamento de 

respectivamente A eucrenophi/a, A enche/eia e A hydrophi/a (Figura 10). 

HICKMAN-BRENNER et ai. (1987) isolaram A veronii veronii 

de amostras clínicas. O meio de cultivo que comumente se isola esta 

espécie é o ágar sangue ampicilina. No presente estudo, 42,9% de A veronii 

veronii foram isolados no ágar MacConkey e no ágar amido ampicilina em 

iguais proporções, e 14,3% em ágar sangue ampicilina, dessa maneira este 

estudo demonstra que esta espécie pode ser isolada de diferentes meios e 

não apenas no ágar sangue ampicilina. 

Até o presente momento, A allosaccharophila nunca havia sido 

isolada em amostra ambiental e no meio ágar sangue ampicilina. Na 

presente pesquisa, 38,5% das cepas de A allosaccharophila foram isoladas 

no ágar sangue ampicilina, sendo este inclusive, o melhor meio para o 

isolamento desta espécie neste estudo. Dessa maneira, os dados 

demonstram que este estudo é pioneiro ao isolar A allosaccharophila de 

amostras ambientais. 

A espécie A. hydrophila já foi isolada tanto de amostras clínicas 

quanto ambientais, sendo as amostras clínicas as mais freqüentes 

(HAVELAAR et ai. 1992, KIROV 1993, CARSON et ai. 2001, CHOURET et 

aI. 2001). MATTÉ (1995) isolou A. hydrophila em 18,7% das amostras de 

água doce, utilizando o ágar sangue ampicilina para o isolamento. Ainda que 

neste estudo também tivesse sido usado o ágar sangue ampicilina, MATTÉ 

(1995) obteve de água doce, resultados bem inferiores (18,7% contra 36,4%) 

quando comparados com os obtidos. 

Uma constante problemática no estudo da diversidade de 

Aeromonas é o emprego de diferentes meios de cultura, uma vez que estes 

organismos podem apresentar características bioquímicas variáveis 

dependendo do local isolado (JOSEPH e CARNAHAM 2000), sendo assim o 

grande número de meios de cultura que já foram empregados para o 
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isolamento desses organismos, dificulta a comparação entre os resultados, e 

principalmente a elucidação da real distribuição das espécies nos diferentes 

ambientes aquáticos (PALUMBO et aI. 1985, MATTÉ 1995, FALCÃO et aI. 

1998, CAVALLO et aI. 1999). 

5.4. Análise do Perfil Plasmidial das espécies de Aeromonas 

Alguns autores salientam que os plasmídios podem codificar 

uma ampla variedade de determinantes genéticos, que permitiram que seu 

hospedeiro sobreviva melhor em um ambiente adverso ou mesmo competir 

com outros organismos, e que podem estar associados à produção de 

toxinas, resistência à antibióticos ou metais pesados, ou ainda estar 

relacionados com a rápida transferência de material genético entre as 

comunidades microbianas (DARBRE 1989, BROCK et aI. 1994, MA TTÉ 

1996, BROWN et aI. 1997, KHACHATOURIANS 1998, BAUAB 2000). 

Analisando-se o número de cepas que apresentaram pelo 

menos um plasmídio, provenientes dos pontos estudados, foi possível 

observar que a maioria destas cepas são provenientes dos locais onde o 

índice de qualidade da água foi considerado aceitável ou ruim (Tabela 7 e 

Quadro 2). Estes resultados corroboram com a literatura uma vez que os 

plasmídios podem conferir resistência à ambientes adversos (BROCK et aI. 

1994, BROWN et aI. 1997, BAUAB 2000). 

Observou-se que nas cepas que apresentaram plasmídios, 

houve uma variação de 1 a 9 plasmídios por cepa isolada. Outros autores 

também pesquisaram a presença de plasmídios em cepas de Aeromonas, 

mas até o presente momento, nunca havia sido encontrado até 9 plasmídios 

numa mesma cepa (BELLAND e TRUST 1988, KELL Y e KAIN 1991, GILES 

et aI. 1995, MATTÉ 1996, ROCHA 2004). 



Discusslo 80 

MATTÉ (1996) fez a análise do perfil plasmidial de cepas de 

Aeromonas isoladas da Represa de Guarapiranga no Estado de São Paulo e 

observou que 25% das cepas analisadas possuíam pelo menos um 

plasmídio. Comparando-se os resultados obtidos por MATTÉ (1996) com os 

do presente estudo, observou-se que o número de cepas que continham 

pelo menos um plasmídio foi significativamente maior, uma vez que neste 

estudo, foi possível observar que 76,9% das espécies isoladas 

apresentaram pelo menos um plasmídio. Vale lembrar que MATTÉ (1996) 

analisou apenas um ambiente e que neste estudo, foram analisados 19 

ambientes diferentes, sendo assim poderia se esperar um aumento no 

número de cepas com pelo menos um p/asmidio uma vez que o número de 

amostras analisadas e o número de cepas isoladas neste estudo foram 

significativamente maior. 

Comparando os resultados obtidos neste estudo com os 

resultados obtidos por ROCHA (2004) que também analisou o perfil 

plasmidial de organismos do gênero Aeromonas isolados em um sistema de 

tratamento de esgoto por lagoas de estabilização localizado no Estado de 

São Paulo, onde observou que 83% das cepas isoladas apresentaram pelo 

menos um plasmídio, pode-se perceber que a porcentagem de cepas 

contendo pelo menos um plasmídio foi ligeiramente maior do que no 

presente estudo. Porém, levando-se em consideração que ROCHA (2004) 

analisou apenas 70 cepas de Aeromonas spp e por se tratar de um sistema 

de tratamento de desinfecção de esgoto por hipoclorito de sódio, era de se 

esperar que o número de cepas com plasmídios fosse maior por se tratar de 

um ambiente com fatores abióticos adversos às Aeromonas. E como já 

descrito na literatura, em ambientes adversos, podem ser encontrados com 

maior facilidade, organismos que contenham p/asmídios (BROCK et aI. 

1994, BROWN et aI. 1997, BAUAB 2000). 
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Alguns autores, ao analisar o perfil plasmidial de cepas de 

Aeromonas spp, observaram que as espécies distintas não possuem um 

padrão de perfil plasmidial específico. Os autores concluem que o perfil 

plasmidial está mais associado ao tipo de ambiente em que os organismos 

se encontram (BROCK et aI. 1994, MATTÉ 1996, BROWN et aI. 1997, 

BAUAB 2000, ROCHA 2004). Estes dados literários corroboram com o 

presente estudo, uma vez que não foi possível observar uma relação entre o 

perfil plasmidial e as espécies isoladas. Observou-se também que 

dependendo do ambiente estudado, as cepas isoladas apresentaram uma 

variação no número de plasmídios encontrados (Figura 12 e Tabela 8). 

BELLAND e TRUST (1988) estudaram o perfil plasmidial de 

cepas de A salmonicida com características típicas e atípicas. Os autores 

observaram que essas cepas apresentaram de um a quatro plasmídios e 

sugerem que este perfil plasmidial poderia ser uma ferramenta útil como 

marcador epidemiológico dessas espécies. No presente estudo, pôde-se 

observar que 50% das cepas de A salmonk:ida isoladas apresentaram de 

um até sete plasmídios, demonstrando assim um número bastante 

expressivo no número de plasmídios que essa espécie pode conter. 

GILES et aI. (1995) também estudaram o perfil plasmidial de 

cepas de A salmonicida e observaram que estas apresentaram no máximo 

6 plasmídios. Os autores não observaram correlação entre a presença 

destes plasmídios com a resistência aos antibióticos, uma vez que o cultivo 

na ausência ou presença destes, não revelou diferenças no perfil plasmidial 

encontrado. 

VADIVELU et aI. (1995) observaram a presença de plasmídio 

em cepas de A hydrophila isoladas de casos de baderemia e verificaram 

que de todas as cepas estudadas apenas uma não apresentou plasmídio. 

Por se tratar de uma amostra clínica, os autores inferem que os plasmídios 

encontrados nessa espécie poderiam codificar fatores de virulência que 

teriam levado à infecção por essas bactérias. 
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MA TTÉ (1996) analisou o perfil plasmidial de 15 cepas do 

gênero Aeromonas onde pôde verificar que 13,4% das A hydrophila, 33,3% 

das A sobria e 53,3% das A jandaeii apresentaram pelo menos um 

plasmídio e não foi observada a presença desses elementos 

extracromossômicos nas cepas de A caviae. Diante dos dados obtidos, a 

autora infere que o perfil plasmidial encontrado poderia estar relacionado 

com as espécies, uma vez que ocorreu uma pequena diferença entre o 

número de bandas nas diferentes espécies isoladas. 

No presente estudo observou-se que 59,1% das A hydrophila 

e 88,9% das A caviae isoladas apresentaram pelo menos um plasmídio. A 

presença de plasmídio não foi observada nas cepas de A jandaeii e 

tampouco de A veronii sobria (nova nomenclatura - antiga A sobria). 

Entretanto, os resultados da atual pesquisa não podem ser comparados aos 

de MATTÉ (1996) uma vez que as cepas isoladas apresentaram um perfil 

plasmidial diferente. 

ROCHA (2004) estudou o perfil plasmidial de cepas de 

Aeromonas provenientes de sistemas de desinfecção por cloro, de estações 

de tratamento de esgoto de Lins - SP, verificou a presença de plasmídio nas 

seguintes espécies: A media, A trota, A caviae, A veronií sobria, A 

allosaccharophi/a, A jandaeii, A bestiarum, A eucrenophi/a e A enche/eia. 

Quando comparados os resultados obtidos por ROCHA (2004), com os do 

presente estudo, pode-se observar que ocorreu uma variação no perfil 

plasmidial das cepas encontradas, uma vez que as espécies encontradas 

em ambos estudos, apresentaram diferentes números de plasmídio por cepa 

estudada. No presente estudo foi observada a presença de pelo menos um 

plasmídio na maioria das espécies isoladas, exceto A veronii sQbria, A 

jandaeii e A popoffii, que apresentaram nenhum plasmídio. 

Levando-se em consideração que os plasmídios podem ser 

responsáveis pela manutenção de microrganismos no ambiente, 

favorecendo sua adaptação, poderíamos considerar que esses elementos 

estariam favorecendo a presença de A hydrophila, A enche/eia e A 
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allosaccharophila, uma vez que estas espécies foram as que apresentaram 

maior número de plasmídios (Figura 13) e que foram ao mesmo tempo, 

isoladas com maior freqüência dos ambientes estudados. 

Uma vez que os organismos do gênero Aeromonas são 

habitantes naturais do ambiente aquático, e fazem parte da flora de várias 

espécies de animais, e além disso, podem ser patogênicas para o homem 

(POPOFF 1984, COLWELL et ai. 1986, HOLMES et ai. 1996, HUYS et ai. 

1997, ESTEVE et ai. 2003, HARF-MONTEIL et ai. 2004a, MINANA-GALBIS 

et ai. 2004), o estudo do perfil plasmidial desses organismos é de extrema 

importância uma vez que esses elementos extracromossâmicos, podem 

estar associados à uma série de toxinas, entre outros fatores de virulência, 

podendo ser dessa maneira, prejudiciais ao homem (BROCK et ai. 1994, 

MATTÉ 1996, ROCHA 2004). 
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6. CONCLUSOES 

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e na 

análise da literatura, pode-se concluir que: 

./ Os organismos do gênero Aeromonas possuem uma grande 

diversidade nos corpos hídricos de água doce de São Paulo, porém em 

águas salgadas, revelaram uma baixa diversidade; 

./ Os organismos do gênero Aeromonas estão presentes tanto em água 

limpa quanto poluída, e a matéria orgânica presente na água, pode favorecer 

seu crescimento; 

./ Algumas espécies encontradas neste estudo são potencialmente 

patogênicas, tanto para o homem quanto para os animais aquáticos; 

./ Os meios de cultivo empregados apresentam uma especificidade em 

relação às espécies isoladas; 

./ O presente estudo permitiu verificar o primeiro relato da presença de 

cepas de Aeromonas isoladas em água de ambientes de cavernas; 

./ A espécie A. allosaccharophila, nunca havia sido isolada em 

amostras ambientais; 

./ Foi verificada a presença de plasmídios em 43,2% das cepas de 

Aeromonas spp analisadas; 

./ Locais muito impactados, apresentaram número mais elevado de 

cepas de Aeromonas com pelo menos um plasmidio; 

./ O perfil plasmidial das cepas isoladas, não está relacionado à espécie 

de Aeromonas, mas ao local em que esses microrganismos foram isolados. 
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7. RECOMENDAÇOES 

Com base nas conclusões deste trabalho, e considerando que 

o risco de infecção com espécies de Aeromonas potenciarmente 

patogênicas, está associado com a presença de fatores de resistência do 

hospedeiro, com o uso recreacional do ambiente aquático e com a utilização 

destes mananciais como reservatório de água para o tratamento e 

abastecimento público, recomenda-se que: 

./ A pesquisa de Aeromonas spp seja estendida para outros ambientes 

aquáticos, não só em São Paulo, a fim de estabelecer sua real distribuição, 

ecologia e taxonomia, o que viria a contribuir para a determinação da sua 

biovariedade; 

./ Seja feito um alerta para as populações bem como para as 

Companhias de Saneamento, sobre os riscos para a Saúde Pública ao ter 

contato com ambientes contaminados por Aeromonas spp, por ser este, um 

organismo potencialmente patogênico para o homem . 

./ Pacientes portadores de fatores predisponentes, ou imunodeprimidos, 

sejam orientados a evitar o contato com ambientes e alimentos que possam 

ser vias de transmissão destes organismos, uma vez que estão amplamente 

distribuídos em vários tipos de ambientes; 

./ Que sejam feitos mais estudos no campo da biologia molecular, uma 

vez que esses organismos apresentam uma série de fatores de virurência e 

resistência à antibióticos, fazendo com que o conhecimento sobre esses 

organismos seja cada vez maior. 
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9. ANEXOS 

A.i. Meios de Cultura 

A.1.1. Água Peptonada Alcalina 1% (APA 1%) 

Peptona 

Cloreto de sódio 

Água destilada 

pH8,6 

A.1.2. Ágar Amido Ampicilina (AA) 

Triptona 

Peptona bacteriológica 

Cloreto de sódio 

Amido 

Ágar bacteriológico 

Vermelho de fenol 0,2% 

Ampicilina 500 mgl mL 

Água destilada 

A.1.3. Ágar MacConkey (MC) 

1% 

1% 

100 mL 

0,5% 

0,5% 

0,5% 

1% 

1,5% 

0,17 mL 

10 J.1L 

100mL 

Meio preparado de acordo com as especificações do fabricante. 

A.1.4. Ágar Sangue Ampicilina (AS) 

Anexos I 

Base Müeller-Hinton preparado de acordo com as instruções do fabricante. 

Sangue de carneiro desfibrinado 5% 

Ampicilina 500 mgl mL 10 J.1L 

A.1.5. Ágar Ferro de Kligler 

Preparado de acordo com as instruções do fabricante. 



A.1.6. Caldo Lúria 

Baeto triptona 

Extrato de levedo microbiológico 

Cloreto de sódio 

Água destilada 

pH6,8 

A.1. 7. Citocromo-Oxidase 

Reativo para oxidase 

Água destilada 

A.1.8. Glicerol 80% 

Glicerina 

Água destilada 

A.1.9. Reativo de Indol 

P-dimetilaminobenzaldeído 

Álcool absoluto 

Ácido ortofosfórico 

Água destilada q.s.p. 

A.1.10. Solução Salina 0,85% 

Cloreto de sódio 

Água destilada 

A.2. Meios para a Série Bioquímica 

A.2.1. APA 0% 

Peptona 

Água destilada 

pH8,6 

1,0% 

0,4% 

1,0% 

100mL 

0,001g 

1 mL 

60mL 

40mL 

1% 

50mL 

20mL 

100mL 

0,85% 

100mL 

1% 

100mL 

Anexos II 



Anexos lU 

A.2.2. APA 6% 

Peptona 1% 

Cloreto de sódio 6% 

Água destilada 100 mL 

pH8,6 

A.2.3. APA 8% 

Peptona 1% 

Cloreto de sódio 8% 

Água destilada 100 mL 

pH 8,6 

A.2.4. APA 10% 

Peptona 1% 

Cloreto de sódio 10% 

Água destjlada 100mL 

pH 8,6 

A.2.5. Base Purple Broth 1 % 

Base 1% 

Cloreto de sódio 1% 

Água destilada 100 mL 

pH6,8 

A.2.6. Manitol 

Base purple broth 100mL 

Manitol 1% 

pH6,8 



A.2. 7. Manose 

Base purple broth 

Manose 

pH6,8 

A.2.8. Sacarose 

Base purple broth 

Sacarose 

pH6,8 

A.2.9. Arabinose 

Base purple broth 

Arabinose 

pH6,8 

A.2.10. Salicina 

Base purple broth 

Salicina 

pH6,8 

100mL 

1% 

100mL 

1% 

100mL 

1% 

100mL 

1% 

A.2.11. Base Moeller (Descarboxilase sem Aminoácido) 

Base 

Cloreto de Sódio 

Água destilada 

pH6,8 

A.2.13. Usina 

Base Moeller 

Usina 

pH6,8 

1% 

1% 

100mL 

100 mL 

1% 

Anexos IV 



A.2.14. Omitina 

Base Moeller 100mL 

Omitina 1% 

pH6,8 

A.2.15. Arginina 

Peptona O,1g 

Fosfato de potássio O,03g 

Ágar bacteriológico 0,3g 

Cloreto de sódio 19 

Arginina 19 

Solução Vermelho de fenol a 0,2% 0,5mL 

Água destilada 100mL 

pH6,8 

A.2.16. Hidrolise da Esculina 

Ágar BHA (Brain-Heart Agar) 5,2% 

Cloreto de sódio 1% 

Esculina 1% 

Cloreto férrico (FeCI3) 0,05% 

Água destilada 100mL 

A.3. Reagentes para Extraçlo de Plasmídios 

A.3.1. SOlUÇa0 I (SOlUÇa0 de lise) 

Lisozima 

Glicose 

EDTA 

Solução de Tris-HCI (pH=8,0) 

4 mg/mL 

2% 

10mM 

25mM 

Anexos V 



A.3.2. SoluçA0 II 

Hidróxido de sódio 2 N 

SOS 

Água Milli Q 

A.3.3. SoIuçIo UI 

20% 

10% 

100mL 

Solução de acetato de sódio 3 M 

pH 4,8 (acertado com ácido acético glacial) 

A.3.4. SoluçA0 IV 

Solução de acetato de sódio 

Solução de Tris-HCI (pH=8,0) 

A.3.5. TE (( (Tampão Tris- EDTA) 

Solução de Tris-HCI (pH=8,0) 

EOTA (pH=8,0) 

A.4. Reagentes para Eletroforese 

A.4.1. Gel de Agarose 

Agarose NA 

TAE 1X 

A.4.2. Brometo de Etidio 

Brometo de etídio 

Água destilada 

100mM 

SOmM 

10mM 

0,1 mM 

1,2% 

100mL 

5% 

100mL 

Anexos VI 



A.4.3. TAE (Tampão Tris- Acetato- EDTA) 

Solução 50X (estoque): 

Tris- base 

Ácido acético glacial 

EDTA (pH= 8,0) 

Água destilada q.s.p. 

Solução de uso 1 X: 

TAE50X 

Água destilada q.s.p. 

A.4.4. Tampão Corante 6X 

Azul de bromofenol 

Glicerina 

242g 

57,1 mL 

100mL 

1000 mL 

20ml 

1000 mL 

0,25% 

30% 

Anexos VII 


