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RESUMO 

Morita M. Avaliação da qualidade sanitária e ocorrência de Aeromonas 
spp em lagoas de pesque-pague da Região Metropolitana de São Paulo. 
São Paulo. 2004 [Dissertação de Mestrado - Faculdade de Saúde Pública 
da USP] 

Introdução. As atividades de pesca esportiva, denominadas lagoas de 

pesque-pague, têm sido utilizadas como alternativa de lazer pela maioria das 

pessoas que vivem nos grandes centros urbanos. Entretanto, as condições 

sanitárias das águas desses estabelecimentos é uma importante questão na 

manutenção da saúde dos consumidores. Objetivo. Avaliar as condições 

sanitárias da água e a ocorrência do gênero Aeromonas em lagoas de 

pesque-pague localizados na Região Metropolitana de São Paulo. Métodos. 

Amostras de 30 lagoas de pesca foram obtidas durante as estações seca 

(inverno) e chuvosa (verão), para contagem de coliformes fecais e 

ocorrência de bactérias patogênicas tais como Sa/monella spp e Aeromonas 

spp, de acordo com APHA (1995) e técnicas moleculares segundo 

AUSUBEL e col. (1995). Resultados. Cerca de 53,3% das lagoas de pesca 

apresentaram coliformes fecais e Sa/monella spp acima dos valores 

recomendados pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA N° 20-

01/06/86) durante a estação seca e cerca de 33,3% na chuvosa. O gênero 

Aeromonas foi observada em alta freqüência (>80%) nas lagoas de pesca, 

durante os períodos seco e chuvoso. Em adição, uma alta diversidade de 

espécies de Aeromonas foi observada também nas amostras de água (61%) 

e peixe (55,5%) Conclusões. Os elevados níveis de matéria orgânica nos 

reservatórios observados durante a estação chuvosa contribuíram para os 

níveis de coliforrnes fecais e Aeromonas spp, além disso, a prática de 

manejo inadequada contribuiu para a manutenção de uma qualidade da 

água insatisfatória. Em adição, cepas de Aeromonas spp detectadas nas 

amostras de água e peixe, durante ambos os períodos, apresentaram uma 

elevada porcentagem de plasmídios, sugerindo a ocorrência de fatores de 

resistência neste grupo de bactérias patogênicas. 

Descritores: Coliformes fecais, E. co/i, Salmonella spp, Aeromonas spp, 

Pesque-pague, Qualidade da Água, Plasmídio, Saúde Pública 



SUMMARY 

Morita M. The evaluation of sanitary conditions and the ocurrence of the 
genus Aeromonas in fee-fishing ponds located in the São Paulo 
Metropolitan Region, Brazil. São Paulo. 2004 [Dissertação de Mestrado -
Faculdade de Saúde Pública da USP] 

Introduction. The activities of sportive fishing called as Fee-fishing ponds 

have been used as recreational altemative for most of the people who live in 

populous urban centers. However, the sanitary condition of the water of these 

establishments is an important issue in maintaining the consumer's health. 

Objective. Evaluate the sanitary conditions of the water and the occurrence of 

genus Aeromonas in fee-fishing ponds located in São Paulo Metropolitan 

Region. Methods. Samples from 30 fishing ponds were taken during the dry 

(winter) and rainy (summer) seasons to measure fecal coliform and 

occurrence of pathogenic bacteria such as Salmonella spp and Aeromonas 

spp following APHA (1995) and molecular techniques according to AUSUBEL 

(1995). Results. About 53,3% of the fishing ponds presented fecal coliforms 

and Salmonella spp, above the recommended values of the National Council 

of Environment (CONAMA N°.20 - 01/06/86), during dry season and about 

33,3% in the rainy. The genus Aeromonas was observed with high frequency 

(>80%) in fishing ponds, during dry and rainy seasons. In addition, a high 

diversity of species of Aeromonas was also observed in water (61 %) and fish 

samples (55,5%). Conclusions. The high leveis of organic nutrients in the 

reservoirs observed during the rainy season contributed to the leveis of fecal 

coliforms and Aeromonas spp. besides, improper management practices 

contributed to the maintenance of unsuitable water quality. In addition, 

Aeromonas strains detected in water and fish samples during both seasons 

presented a high percentage of plasmids, suggesting the occurrence of 

resistance factors in this group of pathogenic bacteria. 

Describers: Fecal Coliforms, Escherichia coli, Salmonella spp, Aeromonas 

spp, Fee-fishing ponds, Water Quality, Fish Quality, Management, Plasmid, 

Public Health. 
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Introdução 1 

1. INTRODUÇÃO 

A pesca extrativista nacional que sempre foi apontada como a 

principal alavanca no desenvolvimento do setor pesqueiro, vem 

demonstrando sinais de estabilização ou mesmo de decréscimo. Apesar 

disso, um aumento na produção total brasileira pode ser observado 

(VENTURIERI 2002). Isso se deve sobretudo ao aumento da produção 

oriunda do cultivo de peixes, que vem crescendo em decorrência da 

demanda por parte da pesca recreativa, da qual fazem parte os sistemas do 

tipo pesque-pague, que por sua vez, está aliada à transformação que vem 

ocorrendo no novo espaço rural, onde atividades que eram exclusivamente 

agrícolas, passam a incorporar atividades não-agrícolas como a pesca 

recreativa, hotéis-fazendas etc (GRAZIANO DA SILVA 1999, KITAMURA e 

col. 1999). 

No Brasil, essa atividade expandiu-se especialmente nas regiões 

sul e sudeste, com destaque para o Estado de São Paulo, cujo crescimento 

se deu principalmente na década de 90. Estima-se atualmente que esse 

Estado contenha cerca de 1500 pesqueiros do tipo pesque-pague 

(KITAMURA e col. 1999, VENTURIERI2002). 

Segundo VENTURIERI (2002), os pesque-pague são locais 

particulares constituídos por lagos ou viveiros contendo, de forma artificial, 

peixes de várias espécies, disponíveis para a pesca. Nesse tipo de 

empreendimento o usuário, geralmente, paga pela entrada e mais um valor 

pelo quilo de peixe pescado. 
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Os usuários podem ainda encontrar uma grande variação quanto 

ao porte, infra-estrutura (piscina, parque, churrasqueira), área hídrica para a 

pesca e oferta de serviços (restaurante, lanchonete) entre os pesque-pague, 

sendo desta forma, agrupados em quatro categorias. A categoria A é aquela 

que apresenta melhor oferta de serviços e infra-estrutura, a categoria D a 

que apresenta condições mínimas ou deficitárias para o exercício da 

atividade e as categorias B e C apresentam condições intermediárias entre 

as categorias citadas, sendo esta última, pior que a B e melhor que a D. 

Esse tipo de empreendimento normalmente são bastante 

procurados por pessoas e famílias que buscam uma forma de aliviar as 

tensões e o estresse proporcionados pelos grandes centros urbanos 

(KITAMURA e colo 1999, LOVSHIN 2000, VENTURIERI 2002). 

Por se tratar de uma atividade basicamente familiar constituída 

em grande parte por mão-de-obra não especializada (KIT AMURA e col 

1999) e por fornecer um produto direcionado ao consumo, os pesque-pague 

vêm sendo acompanhados de uma crescente preocupação higiênico

sanitária, especialmente no que se refere à qualidade da água e do peixe 

dos pesqueiros. 

De acordo com KITAMURA e colo (1999) a assistência técnica 

prestada por veterinários e biólogos aos pesqueiros ocorre de forma 

esporádica e somente para as questões sobre manejo de estoque e doenças 

em peixes. 

No estudo de VENTURIERI (2002) com 250 pesqueiros do Estado 

de São Paulo, essa assessoria técnica não foi observada em 70% dos 
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pesqueiros pertencentes à categoria C, fator que se agrava quando aliado à 

ausência de funcionários treinados e, mesmo quando presentes, são na 

maioria das vezes, de baixa escolaridade, incluindo-se os proprietários 

dessa categoria. 

Existe ainda a preocupação quanto ao consumo de peixes, pelo 

hábito de se comê-los crus, por influencia da culinária japonesa, cada vez 

mais presente no cardápio dos brasileiros, e ser este alimento responsável 

por incontáveis surtos de toxinfecções (GERMANO e col. 1993, MERINO e 

col. 1995, ALEXANDRINO de PEREZ 1998, ISONHOOD e DRAKE 2002). 

Alguns pesqueiros servem o sashimi (finas fatias de peixe cru 

acompanhadas de molho de soja), motivo pelo qual são muito procurados 

pelos freqüentadores (VENTURIERI 2002). 

A maioria dos usuários preocupa-se somente com a piscosidade 

dos lagos, não se importando com as condições do local, muitas vezes 

precárias (VENTURIERI 2002). 

A questão legal também se apresenta bastante complexa. A 

regularização dos pesqueiros tipo pesque-pague no Estado de São Paulo 

responde as legislações federal, estadual e municipal, tais como o Instituto 

Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renováveis (IBAMA), 

Departamento de Recursos Hídricos (DPRN), o Departamento de Águas e 

Energia Elétrica (DAEE), o Departamento do Uso do Solo Metropolitano 

(DUSM) e a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental 

(CETESB), além do Ministério da Agricultura e Abastecimento (VENTURIERI 

2002). 
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De acordo com a mesma autora, a relação entre essas 

instituições ou entre estas e sistemas pesque-pague é bastante 

desordenada, marcada pelo excesso de exigências e lentidão no processo 

de legalização. Essa dificuldade é a principal responsável para que mais de 

90% não estejam legalizados. 

Em face dessas informações e de existirem poucos relatos de 

abrangência nacional e internacional sobre questões de manejo, 

enfermidades e saúde pública em pesque-pague, o Instituto de Pesca da 

Secretaria da Agricultura - SP, o Instituto de Botânica da Secretaria do Meio 

Ambiente - SP, a Faculdade de Medicina Veterinária da USP, juntamente 

com o Laboratório de Saúde Pública da Faculdade de Saúde Pública da 

USP elaboraram um projeto de pesquisa intitulado, "Diagnóstico ecológico

sanitário de pesqueiros da região metropolitana de São Paulo", com a 

proposta de realizar um levantamento das condições físicas, químicas e 

biológicas das águas e peixes, além da caracterização do entorno dos lagos. 

Dessa forma, o presente trabalho pretendeu avaliar a qualidade 

microbiológica da água através da pesquisa de bactérias indicadoras de 

contaminação fecal, além da investigação de bactérias potencialmente 

patogênicas do gênero Aeromonas em amostras de água e peixe dos 

pesqueiros. 
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2. ANÁLISE DE LITERATURA 

2.1. Coliformes fecais e Escherichia co/i 

A pesquisa do grupo dos coliformes fecais é tradicionalmente 

empregada, sobretudo em saúde pública, como indicador microbiológico das 

condições higiênico-sanitárias de uma amostra, seja ambiental ou de 

alimento, uma vez que os coliformes são preferencialmente encontrados no 

trato gastrintestinal de humanos e outros animais de sangue quente, sendo 

capazes de fornecer informações sobre a ocorrência de contaminação fecal 

recente (GAUTHIER e ARCHIBAlD 2001, NOBlE e col. 2003, NElll 2004, 

WEBSTER e col. 2004). 

O mesmo significado pode ser atribuído à espécie Escherichia co/i 

(E coli), que faz parte do grupo dos coliformes fecais; porém, com um 

diferencial que a torna uma indicadora de contaminação fecal ainda mais 

específica, exatamente por ser encontrada quase que exclusivamente no 

trato gastrintestinal desses animais, compreendendo cerca de 97% do total 

dos organismos aeróbios encontrados em fezes humanas e 90% a 100% em 

8 espécies de animais domésticos. Dessa maneira, esses indicadores são 

incapazes de se multiplicarem no ambiente aquático na ausência de um 

hospedeiro (APHA 1995, ASHBOl T e col. 2001, AN e col. 2002, NElll 

2004). 
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2.1.1. Ocorrência 

Em ambientes aquáticos, os coliformes fecais e E. coli são 

comumente utilizados como indicadores de contaminação fecal, motivo de 

atenção em saúde pública. 

NOBLE e col. (2003), testando a qualidade microbiológica de 

águas salgadas destinadas à recreação, encontraram coliformes fecais em 

quantidades superiores a 400 NMP/100mL. No ambiente estuarino, esses 

indicadores também foram estudados, onde foi possível verificar seu 

comportamento frente aos diferentes níveis de salinidade do local (NEILL 

2004). 

Em relação aos ecossistemas de água doce, especialmente 

aqueles direcionados a recreação, onde são praticadas atividades de lazer, 

as águas são mais susceptíveis a contaminação fecal (CRABILL e col. 1999, 

ALM e col. 2003). 

CRABILL e col. (1999), estudando o impacto dos coliformes fecais 

nas águas do Rio Oak Creek, Arizona (EUA) verificaram altas contagens 

desses organismos, principalmente no sedimento desse ecossistema. 

Resultados similares também foram observados por AN e col. 

(2002) nas águas do Lago Texoma, localizado próximo a Oklahoma e Texas 

(EUA) e ALM e col. (2003), nas águas do Lago Huron e do Rio St. Clair, 

Michigan (EUA). 

Estudos realizados com o sedimento de lagos e lagoas, 

demonstraram seu papel como um potencial risco poluidor, uma vez que 
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funcionam como importantes reservatórios das bactérias fecais que 

permanecem nesse local por um certo período de tempo (CRABILL e col. 

1999, AN e col. 2002, ALM e col. 2003). 

MENON e col. (2003) estudaram a ocorrência de bactérias 

autóctones e fecais, dentre elas E. co/i, no Rio Sena (França), bem como as 

suas taxas de mortalidade em diferentes períodos do ano. 

PIANETTI e col. (2004) também isolaram coliformes fecais na 

maioria das amostras coletadas em vários pontos do Rio Giovenco (Itália) 

destinado principalmente à irrigação e abastecimento. 

Na piscicultura, EL-SHAFAI e col. (2004) e AL-HARBI e UDDIN 

(2004) observaram a ocorrência de indicadores fecais nas águas dos 

viveiros, bem como a sua influência sobre a qualidade microbiológica de 

tilápias (Oreochromis niloticus) ali presentes. 

2.1.2. Qualidade da Água 

Uma prática comumente empregada na piscicultura, 

principalmente em países asiáticos, é o lançamento de esgoto doméstico ou 

dejetos de animais nos tanques de peixes, com a finalidade de promover o 

aumento natural da produtividade primária e secundária dos viveiros (EASA 

e col. 1995, SHEREIF e col. 1995, RIBEIRO e col. 1997, BACK e col. 1998, 

EL-SHAFAI e col. 2004). 

De acordo com os mesmos autores, em alguns países essa 

prática é combatida para que se evite risco à saúde dos consumidores. 
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Em Santa Catarina, a mesma forma de incremento com dejetos 

de animais foi praticada em viveiros de produção artificial de peixes, nos 

quais BACK e col. (1998) puderam pesquisar a qualidade microbiológica das 

águas submetidas a três formas de adubação: de marreco, ração e de suíno. 

A manutenção de uma boa qualidade microbiológica das águas é 

fundamental para que o sistema imunológico dos peixes não seja 

prejudicado, uma vez que águas muito poluídas e com elevada carga 

microbiana, revelam-se como um ambiente muito estressante para esses 

animais que acabam tomando-se mais susceptíveis as infecções sobretudo 

microbianas. Estes microrganismos aproveitam-se da vulnerabilidade dos 

peixes, ultrapassando seus diversos mecanismos de defesa, conseguindo, 

com isso, penetrar em vários órgãos e até mesmo no tecido muscular 

desses animais (POLPRASERT e col. 1984, MARA e CAIRNCROSS 1989, 

OGBONDEMINU e OKOYE 1992, FATAL L e co1.1993, EASA e col. 1995, 

EL-SHAFAI e col. 2004, GUZMÁN e col. 2004). 

2.1.3. Patogenia 

o grupo dos coliformes fecais não é formado apenas pela 

Escherichia coli, mas por outros gêneros de bactérias, que assim como a E. 

coli, pertencem, em sua maioria, à família Enterobacferiaceae, o qual são 

importantes pela sua implicação em saúde pública (D'AOUST 1997, 

ASHBOL T e col. 2001, GAUTHIER e ARCHIBALD 2001). 
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A espécie Escherichía coli é uma das bactérias mais conhecidas e 

estudadas até o momento. é constituída por uma variedade relativamente 

grande de bactérias patogênicas ao homem e outros animais. Podem causar 

infecções intestinais e urinárias, septicemias, meningites entre outros tipos 

de infecção (DOYLE e col. 1997, KONEMAN e col. 2001). 

Dentre as E. colí causadoras de gastrenterites, estas podem ser 

divididas em quatro grupos de acordo com seus mecanismos patogênicos: 

E. colí enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli 

enteroinvasora (EHEC) e E. colí enteroagregativa (EaggEC) (KONEMAN e 

col. 2001). 

As cepas enterotoxigênicas são responsáveis pela produção de 

enterotoxinas termoestáveis, causadoras da diarréia secretora (diarréia dos 

viajantes). Sua infecção pode ocorrer pela ingestão de água ou alimento 

contaminado (KONEMAN e col. 2001). 

As cepas enteropatogênicas aderem às células do epitélio 

causando inflamação e lesões degenerativas. A doença é caracterizada por 

febre, vômitos e diarréia (KONEMAN e col. 2001). 

As E. colí enteroagregrativas também se aderem às células 

intestinais, causando diarréia aquosa, vômitos e dor abdominal (KONEMAN 

e col. 2001). 

As cepas enteroinvasoras penetram nas células epiteliais, 

provocando diarréia inflamatória com presença de sangue nas fezes e as E. 

colí enterohemorrágicas, também podem produzir diarréia sanguinolenta, 

porém, em decorrência da produção de toxinas (KONEMAN e col. 2001). 
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Esses organismos, responsáveis por inúmeros casos de doenças 

nos seres humanos são uma grande preocupação para as autoridades. 

Entre 1999 a 2000, 59 surtos registrados nos Estados Unidos foram 

atribuídos a águas recreacionais, dos quais 61 % estavam relacionados a 

casos de gastrenterites (CDC 2002). 

Outro fator importante refere-se à resistência dessas bactérias, 

alóctones do ambiente aquático, a determinados produtos antimicrobianos 

lançados no meio hídrico como os desinfetantes, descritos por GAUTHIER e 

ARCHIBALD (2001). 

WEBSTER e col. (2004) observaram a presença de cepas de E. 

colí resistentes à penicilina em águas do Rio Okatee (EUA) próximo à zona 

rural. 

2.2. Salmonella spp 

2.2.1. Taxonomia 

As bactérias do gênero Salmonella são bacilos gram-negativos e 

pertencem à família Enterobacteriaceae. São móveis, não produtoras de 

esporos, anaeróbios facultativos, capazes de reduzir nitratos e nitritos, além 

de fermentarem a glicose e não possuírem citocromo oxidase. 

O gênero Salmonella constitui o grupo mais complexo da família 

das Enterobacteriaceae, sendo que sua nomenclatura já sofreu várias 

modificações e ainda permanece instável. No momento atribuem-se ao 
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gênero Salmonella apenas duas espécies: S. enterica, subdividida em seis 

subespécies e S. bongori (ELZÉBY 1999, POPOFF e col. 2003). 

Dentre as subespécies de S. enterica subsp. enterica, destacam-

se a Salmonella enterica subsp. enferica sorotipo Enteritidis (Salmonella 

Enteritidis) e Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Typhimurium 

(Salmonella Typhimurium) (ELZÉBY 1999, YAN e col. 2003). 

2.2.2. Ocorrência 

As bactérias do gênero Salmonella são amplamente distribuídas 

na natureza, porém são preferencialmente localizadas no trato intestinal de 

animais (ratos, lagartos, serpentes, aves, bovinos, cães, suínos, gatos etc) e 

de seres humanos (KONEMAN e col. 2001, YAN e col. 2003), podendo 

também infestar o trato digestório de peixes (OGAWA e MAIA 1999). 

Nesse sentido são comumente encontradas em esgoto e 

efluentes, podendo, com isso, contaminar com facilidade as águas 

destinadas à recreação (POlO e col. 1998). 

ARVANITIDOU e col. (1997) isolaram 79 cepas de Salmonella 

spp provenientes de rios e lagos localizados na região nordeste da Grécia, 

as quais foram submetidas a testes com diversos antimicrobianos. 

POlO e col. (1998), pesquisando a ocorrência do gênero 

Salmone/la em diversos ecossistemas aquáticos, isolaram esse patógeno 

em amostras provenientes de praias, rios e reservatórios de água doce . 

.i ': •. : t." .-~ 
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PIANETTI e co!., em 1998, verificaram a ocorrência de 

Salmonella spp no Rio Foglia (Itália), além da sua relação com os 

indicadores fecais. 

MENON e col. (2003) observaram cepas de Salmonella spp em 

amostras de água coletadas do Rio Sena (França) e as principais causas 

envolvidas com a morte dessas bactérias nesse tipo de ambiente. 

Em um outro momento, PIANETTI e col. (2004) isolaram 

Salmonella spp em dois pontos ao longo do Rio Giovenco (Itália). 

O gênero Salmonella também foi encontrado em peixes mantidos 

em aquários (SEEPERSADSINGH e ADESIYUN 2003 e SENANA YAKE e 

co/. 2004). 

2.2.3. Patogenia 

A importância de Salmonella spp como causadora de 

doenças, principalmente as de origem alimentar, continua sendo 

intensamente relatada na maior parte do globo, especialmente em 

países onde as condições higiênico-sanitárias são precárias e a 

manipulação de alimentos é realizada de maneira inadequada. É 

considerado um dos principais patógenos causadores de gastrenterites em 

seres humanos (POlO e col. 1998, AGARWAL e col. 2002, 

SEEPERSADSINGH e ADESIYUN 2003). 

É importante ressaltar que as salrnoneloses também podem ser 

provocadas por animais selvagens ou domésticos, incluindo cães, gatos, 
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aves, roedores e répteis. Estima-se que 90% dos répteis abrigam Salmonella 

spp em seu intestino. Os peixes podem excretar Salmonella em suas fezes 

sem apresentarem qualquer sintoma de comprometimento 

(SEEPERSADSINGH e ADESIYUN 2003, YAN e col. 2003, SENANA YAKE 

e col. 2004). 

As infecções humanas ocorrem em geral pela ingestão de água e 

alimentos contaminados por fezes humanas ou de animais, ou até mesmo 

pelo contato direto com animais infectados. De acordo com RIVERA e 

MARTINS (1996), infecções por Salmonella também podem ser adquiridas 

em águas recreacionais. 

Nos Estados Unidos cerca de 1,5 milhões de novos casos de 

infecções por Salmonella spp são notificados anualmente (YAN e col. 2003). 

O quadro clínico mais comum de salmoneloses envolve sintomas 

de gastrenterites: náusea, vômito e diarréia na presença ou ausência de 

febre. Em uma pequena porcentagem «5%) dos pacientes, a doença evolui 

para além do trato intestinal, como bacteremia, e 5 a 10% desenvolvem 

infecções localizadas (YAN e col. 2003). 

SENANAYAKE e col. (2004) recentemente notificaram um caso 

de salmonelose na Austrália envolvendo uma criança que havia entrado em 

contato com peixes tropicais mantidos em aquários. O paciente apresentou 

diagnóstico positivo para Salmonella enterica subsp enterica sorotipo 

Paratyphi B. 
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2.2.4. Resistência 

o crescente número de bactérias resistentes aos agentes 

antimicrobianos, tais como, pesticidas, metais pesados e, sobretudo, 

antibióticos têm cada vez mais preocupado as autoridades de saúde pública. 

As bactérias resistentes, patogênicas aos homens e aos animais, continuam 

emergindo e desafiando, cada vez mais, as medidas direcionadas ao 

controle e tratamento das doenças infecciosas provocadas por esses 

microrganismos (DEFRANCESCO e col. 2004). O uso indiscriminado de 

drogas antimicrobianas empregadas no tratamento de doenças em seres 

humanos e na prevenção de enfermidades em animais funciona como um 

dos principais elementos responsáveis pela seleção das bactérias mais 

resistentes (DEFRANCESCO e col. 2004). 

ARVANITIDOU e col. (1997) testando a resistência de 79 cepas 

de Salmonella spp, provenientes de amostras de rios e lagos ao norte da 

Grécia, frente a 20 tipos de antibióticos, observaram que algumas cepas 

mostraram-se resistentes a um ou mais tipos de antibióticos. 

YAN e col. (2003) verificaram que as bactérias do gênero 

Salmonella mostraram-se resistentes a vários agentes antimicrobianos. 

Esses genes de resistência tem sido identificados em diversas 

bactérias Gram-negativas isoladas de esgoto, rios e águas de 

abastecimento. Esse fato pode ser atribuído à alta taxa de transferência de 

genes plasmidiais ocorrida entre elas, responsável pelo aumento da 
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variabilidade genética e, portanto, de sua adaptabilidade (ARVANITIDOU e 

col. 1997, DEFRANCESCO e col. 2004). 

2.2.5. Métodos de Identificação 

A detecção e identificação do gênero Salmonella ainda é 

realizada, sobretudo, a partir de métodos tradicionais de bacteriologia, como 

os testes bioquímicos e sorológicos. O primeiro consiste na diferenciação em 

espécies distintas a partir da habilidade, de cada uma delas, fermentarem 

uma grande variedade de carboidratos selecionados. O segundo consiste no 

emprego de diferentes anti-soros conhecidos, a partir dos quais a bactéria 

aglutina quando misturada a anticorpos que são produzidos em resposta 

àquela espécie ou gênero, configurando, desta forma, um resultado positivo. 

Em geral, esses testes demandam no mínimo 5 dias para a 

confirmação do resultado. Nesse sentido, a metodologia clássica para 

amostras de alimentos, clínicas ou ambientais, vem sendo substituída, cada 

vez mais, por métodos muito mais rápidos e precisos como, por exemplo, o 

emprego da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), que 

consiste na amplificação de um determinado segmento de DNA, por meio de 

uma enzima denominada DNA-polirnerase, obtendo-se com isso, inúmeras 

cópias da seqüência alvo de DNA de forma que se toma detectável, por 

coloração, após a separação pela eletroforese em gel. Deste modo, esta 

técnica permite que sejam evitados resultados falso-positivos, sendo estes 

mais freqüentes nos métodos tradicionais (AABO e col. 1993, 
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JITRAPAKDEE e col. 1995, GOODING e CHOUDARY 1999, SOUMET e col. 

1999, TOZE 1999 e AGARWAL e col. 2002). 

2.3. Aeromonas spp 

2.3.1 Caracterização 

o gênero Aeromonas é composto por bacilos gram-negativos e 

suas células apresentam morfologia que varia do cocóide ao bacilar. Podem 

medir de 1,0 a 3,5 mm de comprimento e 0,3 a 1,0 mm de largura. Possui 

espécies imóveis e móveis por flagelo polar; são fermentadoras; anaeróbias 

facultativas e apresentam positividade à reação de oxidase, que as distingue 

das enterobactérias. Crescem em ambientes com salinidade de até 4%, pH 

entre 5,5 a 9,0 e temperaturas que podem variar de O a 41°C (POPOFF 

1984, COLWELL e col. 1986, HOLMES e col. 1996, HUYS e col. 1997). 

2.3.2 Taxonomia 

Desde a sua descoberta, o gênero Aeromonas tem sido 

caracterizado como um grupo de posição taxonômica pouco estável. 

Inicialmente pertenceu a família Pseudomonadaceae, de acordo com a 7a 

edição do "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology" de 1957. Na 8a 

edição (SCHUBERT 1974) foi classificado como pertencente à família 

Vibrionaceae e atualmente compreende a família Aeromonadaceae proposta 
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por COWELL e col. (1986) e já disponível no "Taxonomic Outline of the 

Procaryotic Genera Bergey's Manual of Systematic Bacteriology" (GARRIT e 

col. 2001). 

A identificação de Aeromonas spp também não é um 

procedimento muito fácil, uma vez que as espécies compartilham 

semelhanças fenotípicas entre elas. Por esse motivo, alguns pesquisadores 

estão associando métodos moleculares às técnicas bioquímicas (DORSCH e 

col. 1994, JANDA e col. 1996, KAZNOWSKI1998, ABBOTT e col. 2003). 

Dentre as espécies de Aeromonas, as descritas e validadas são : 

A. hydrophi/a, A. sa/monicida, A. media, A. enche/eia, A. allosaccharophi/a, 

A. eucrenophi/a, A. bestiarum, A. caviae, A. veronii biogrupo sobria, A. 

veronii biogrupo veronii, A. schubertii, A. jandaei, A. trota, A. popoffii, A. 

culicico/a, A. simiae e A. molluscorum (ALLEN e col. 1983, POPOFF 1984, 

HICKMAN-BRENNER e col. 1987, HICKMAN-BRENNER e col. 1988, 

SCHUBERT e HEGAZI 1988, CARNAHAN e col. 1991a, CARNAHAN e col. 

1991b, MARTINEZ-MURCIA e col. 1992, ESTEVE e col. 1995, ALI e col. 

1996, HUYS e col. 1997, PIDIYAR e col. 2002, HARF-MONTEIL e col. 2004, 

MINANA-GALBIS e col. 2004). Além dessas já validadas, MATTÉ e col., em 

1999, descreveram outra espécie nomeada como Aeromonas arequipensis. 

2.3.3 Ocorrência 

As Aeromonas spp ocorrem com grande freqüência nos 

ecossistemas aquáticos, uma vez que constituem a microbiota desse tipo de 
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ambiente, mas têm grande facilidade de sobreviver em diversos outros locais 

como o solo (KHARDORI e FAINSTAIN 1988, MATTÉ 1995, BRANDI e col. 

1996). 

Sua ampla distribuição deve-se à sua alta capacidade de se 

multiplicar, independente de um hospedeiro, humano ou mamífero 

(KHARDORI e FAINSTAIN 1988, KIROV 1993). 

Na água doce existem muitos estudos com esse grupo de 

microrganismos. MATTÉ (1995) isolou 4 espécies de Aeromonas na represa 

de Guarapiranga-SP, tanto de amostras da superfície da água quanto de 

sedimento. FALCÃO e col. (1998) pesquisando em águas de rios, represa e 

de irrigação em Araraquara-SP, isolaram 3 espécies de Aeromonas. 

GIBOTTI e col. (2000) isolaram 32 cepas de Aeromonas de 70 amostras de 

água em diversos pontos de coleta do Ribeirão Cambé, Londrina-PR. Cabral 

(2000) estudando a diversidade desse grupo em diferentes corpos d'água no 

Estado de São Paulo, confirmou 294 cepas como pertencentes ao gênero 

Aeromonas, ocorridos nas amostras dos seguintes locais: rio Tietê no 

município de Salto; rios Ribeirão, Beta ri e Ribeira do Iguape, cavernas 

Santana e Água Suja, todos da cidade de lporanga; Prainha e posto da 

Sabesp da Represa Billings. RAZZOLlNI (1998) isolou espécies de 

Aeromonas procedentes de bebedouros e caixas d'água em algumas 

regiões de São Paulo. IVANOVA e col. (2001), estudando água de 

abastecimento próximo à cidade de Vladivostok (Rússia) registraram pela 

primeira vez a ocorrência desse gênero naquela região. ROCHA (2004) 
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isolou o gênero Aeromonas em lagoas de estabilização e unidade de 

desinfecção por hipoclorito de sódio no município de Lins-SP. 

Na água salobra, salgada e de esgoto tratada e não tratada, 

Aeromonas spp também pode ocorrer, embora em proporção um pouco 

menor. A água poluída pode representar uma via 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, portanto sua sobrevivência é aumentada em águas 

poluídas e com descarga de esgotos (MATTÉ 1995, ESTEVE e col. 1995, 

HOLMES e col. 1996, KIROV 1997, SORIANO e col. 2000). 

Aeromonas spp também são contaminantes comuns de anfíbios, 

répteis, frutos do mar, mamíferos, aves e peixes (JOSEPH e CARNAHAN 

1994, ALEXANDRINO de PEREZ e col. 2000, HUYS e col. 2003). 

HÃNNINEN e col. (1997) identificaram Aeromonas spp em 27 de 

29 amostras de peixe que pesquisaram. RALL e col. (1998), encontraram, 

pelo método de presença e ausência, 3 espécies de Aeromonas em peixes 

"Pintado" (Pseudoplatystoma sp). 

GONZÁLEZ e col. (2001) documentaram a ocorrência de seis 

espécies do gênero Aeromonas em peixes pertencentes às espécies 

Oncorhynchus mykiss provenientes de sistemas de cultivo de Salmo trutta e 

Esox lucius em águas do Rio Le6n (Espanha). Os autores observaram 

também o comportamento de quatro espécies do gênero Aeromonas, 

isoladas da pele, musculatura e da cavidade abdominal dos peixes, durante 

o acondicionamento em gelo. 
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GONZÁLES-RODRíGUEZ e col (2002), estudando 12 lotes de 

filés frescos de truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) e 10 lotes de pedaços 

de salmão (Salmo salar) mantidos a 3°C, conseguiram isolar espécies de 

Aeromonas de ambas as amostras. 

CASTRO-ESCARPULLI e col., em 2003, isolaram cepas de 

Aeromonas spp em tilápias (Oreochromis niloticus niloticus) comercializadas 

em mercados da Cidade do México, identificando várias espécies, tais como: 

A. salmonicida, A. bestiarium, A. veronii veronii, A. encheleia e, numa 

proporção menor, A. hydrophila. 

AL-HARBI e UDDIN (2004) observaram a ocorrência de 

Aeromonas hydrophila como parte da flora intestinal de tilápias híbridas 

cultivadas em tanques da Arábia Saudita. 

HATHA e col., em 2004, documentaram o predomínio de cepas 

pertencentes ao gênero Aeromonas em três espécies de peixes de água 

doce provenientes de viveiros da índia a saber: Catla catla, Labeo rohita e 

Ctenopharyngodon idella. 

Além da ocorrência desse patógeno em peixes, foi detectada a 

presença de A. caviae em 78% das moscas domésticas (Musca domestica) 

provenientes de bovinos e restaurantes (NA YDUCH e col. 2001). 

MESSI e col. (2002), relataram o isolamento do gênero 

Aeromonas em 2 dos 20 poços de água estudados. 

A ocorrência de Aeromonas caviae, A. hydrophila e A. schuberlii 

em queijo-de-minas fresca I artesanal também foi observada por BULHOES e 

ROSSI Jr (2002). 
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SOLER e col. (2002), isolaram 72 cepas de Aeromonas spp de 

água de reservatórios e rios e 30 de água do mar. Em amostras de água 

doce as espécies mais freqüentes foram A. veronii, A. hydrophila e A. 

caviae, enquanto que em água salgada, A. caviae foi a mais freqüente. 

GRASSI e col. (2003), estudando a presença de Aeromonas spp 

em alimentos crus, processados e prontos para consumo, encontraram 21 

cepas em carnes de origem bovina, 16 em carnes de aves, 7 em peixes e 18 

em queijos. Do total dos isolados, 65% foram identificadas como A. 

hydrophila e A. caviae e 20% como A. veronii sobria. 

VILA e col. (2003), estudando a prevalência de Aeromonas spp 

associada à diarréia dos viajantes, isolaram as seguintes espécies: A. veronii 

sob ria, A. caviae, A. jandaei e A. hydrophila, embora tenham observado 

associação mais significativa com as duas primeiras. 

Cepas de Aeromonas spp também foram encontradas, embora 

em pequenas quantidades, de vegetais minimamente processados, como 

alface, cenoura e pimenta (UYTTENDAELE e col. 2004). 

2.3.4 Patogenia 

Assim como para as bactérias indicadoras, a pesquisa de cepas 

ambientais é muito importante, uma vez que podem estar relacionadas a 

diversas enfermidades que acometem o homem (PIANETTI e col. 2004). 

O gênero Aeromonas foi descrito como patógeno emergente pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) e pela Agência de Proteção 
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Ambiental (EPA) dos Estados Unidos e tem recebido especial atenção, nos 

últimos anos, por estar com várias doenças em humanos e outros animais, e 

na maioria dos casos de gastrenterites. (MERINO e col. 1995, PIANETTI e 

col. 1998, RALL e col. 1998, BORCHARDT e col. 2003, GRASSI e col. 2003, 

PIANETTI e col. 2004, WARREN e col. 2004). 

Foi sugerido pela Agência de Proteção Ambiental (EPA) que a 

pesquisa de Aeromonas hydrophila em água de abastecimento faça parte do 

novo regulamento de proteção a saúde pública contra os riscos associados a 

água de abastecimento, devido a sua facilidade de se desenvolver no 

sistema de distribuição de água, em especial, como biofilmes, formas mais 

resistente à ação do cloro (SOLER e col. 2002, BORCHARDT e col. 2003). 

De acordo com ALEXANDRINO de PEREZ e col. (2000), a 

aeromonose é bastante comum em cultivos intensivos, principalmente onde 

a população íctiica ultrapassa a capacidade ideal proporcionada pelas 

lagoas, ou seja, quando mantida em condições estressantes. 

Esse gênero têm sido freqüentemente isolado de pacientes com 

gastrenterites, embora seu papel ainda esteja pouco esclarecido. As formas 

móveis estão associadas principalmente à diarréia autolimitante e a colérica. 

Além disso, podem estar relacionadas a infecções de pele, ouvido, casos de 

necrose e septicemia, envolvendo pacientes portadores de cortes, 

perfurações e distúrbios imunológicos. (HOUSTON e co1.1991 , JANDA e col. 

1996, ABBOT e col. 2003). 
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As espécies associadas principalmente a gastrenterites são: A. 

caviae, A. hydrophila e A. veronii biotipo sobria (JOSEPH 1996); sendo a A. 

caviae mais freqüente em crianças com menos de 3 anos de idade. 

Existe divergência entre os autores sobre o significado clínico do 

isolamento de Aeromonas spp, no trato intestinal, uma vez que para 

AL TWEGG e GEISS (1989) a freqüência dos isolados é semelhante entre 

adultos sintomáticos e assintomáticos, enquanto que JOSEPH (1996) revela 

correlação significativa entre diarréia e produção de enterotoxinas 

produzidas por Aeromonas spp. 

Nos últimos dez anos, diversos casos de gastrenterite provocados 

por Aeromonas spp vêm sendo registrados, e entre esses eventos, um 

episódio ocorrido na Itália, envolvendo consumo de queijo tipo mussarela, 

determinou a morte do paciente (GRASSI e col. 2003). 

2.3.5 Fatores de Virulência 

A patogenicidade apresentada pelo gênero Aeromonas está 

associada à presença dos vários fatores de virulência, tais como 

endopeptidases, proteinases, hemolisinas a e p, fímbrias, adesinas não 

filamentosas (KIROV 1997), enterotoxinas citolíticas e enterotoxinas 

citotóxicas (KIROV e col. 1999), e ocorrência de plasmídios de tamanho 

variável (BROWN e col. 1997); que dependendo da atuação, em conjunto ou 

isolados, podem provocar graves conseqüências ao hospedeiro. 
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No estudo de BAUAB e col. (2001) com marcadores de virulência 

em cepas de Aeromonas spp, isoladas de materiais clínicos de humanos 

sem sintomas e de água doce, os autores concluíram que a correlação foi 

pouco significativa entre a ocorrência de fatores de virulência e o tipo de 

material clínico, enquanto que, o contrário foi observado entre presença de 

citotoxinas e infecções extra-intestinais e enterotoxinas e fezes diarréicas. 

SCOGLlO e col. (2001) estudando fatores de virulência em A. 

caviae e A. hydrophila isoladas de amostras de frutos do mar, detectaram 

que todas as cepas foram positivas para lipase e para a propriedade de 

aderência às células do epitélio de mamíferos. A espécie A. hydrophila foi 

sempre positiva para DNase e caseinase. Para a produção de hemolisina, A. 

hydrophila foi (3-hemolítica, enquanto que A. caviae, a-hemolítica. Para 

atividade citotóxica, A. caviae foi negativa e A. hydrophila positiva. 

MARTINS e col. (2002) estudaram a prevalência de Aeromonas 

spp em infecções humanas e em alimentos, utilizando para a identificação 

das espécies a classificação de POPOFF (1984). Os autores verificaram que 

46 (24%) das Aeromonas spp isoladas produziam enterotoxinas. A espécie 

produtora de enterotoxina mais freqüente em amostras clínicas foi A. veronii 

e a mais isolada de amostras de alimentos foi A. sobria. A. jandaei e A. 

schuberlii produziram pouca quantidade ou nenhuma enterotoxina. Em 

relação à atividade hemolítica, todas as cepas isoladas produziram 

hemolisina quando semeadas em Agar sangue de carneiro (SBA). A espécie 

hemolítica com maior ocorrência em amostras clínica e de alimentos foi A. 

veronií (70%). Para a atividade citotóxica, das 194 Aeromonas spp isoladas, 
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157 (89%) produziram citotoxinas, A. veronii (89%), A. sobria (88%), A. 

salmonicida (86%). A. caviae (86%) foi a espécie que apresentou maior 

atividade. A. jandaei, ao contrário, não mostrou atividade citotóxica. 

RADU e col. (2003) isolaram A. veronii sobria, A. hydrophila e A. 

caviae isoladas de amostras de peixe, as quais 90% foram positivas para 

atividade hemolítica. 

PIANETTI e col., em 2004, observaram a presença de fatores de 

virulência como adesinas e citotoxinas muito mais freqüentes nas espécies 

A. hydrophila e A. veronii sobria do que em A. caviae. 

2.3.6. Resistência a Agentes Antimicrobianos 

o uso indiscriminado de antibióticos no tratamento de infecções 

bacterianas em animais, tem resultado num aumento global de bactérias 

patogênicas resistentes a antibióticos. O problema é maior entre países em 

desenvolvimento, onde seu uso é generalizado (VIVEKANANOHAN e col. 

2002). 

O uso desses agentes antimicrobianos é o fator mais importante 

responsável pela amplificação dos níveis de resistência das bactérias 

patogênicas presentes num dado reservatório (MICHEL e col. 2003). 

Na aqüicultura o uso dos agentes antimicrobianos é bastante 

difundido, no mundo todo, para tratamento de infecções causadas por uma 

variedade de bactérias patogênicas para os peixes, dentre elas, Aeromonas 

hydrophila e Aeromonas salmonicida (COC 1999, LALUMERA e col. 2004). 
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Na índia, antibióticos são extensamente aplicados a agricultura e 

aqüicultura (VIVEKANANDHAN e col. 2002). 

No mínimo 75% dos antibióticos presentes na alimentação 

dos peixes, provenientes do sistema aqüícola, atingem o meio 

ambiente, com posterior acúmulo nos sedimentos desses corpos 

d'água (LALUMERA e col. 2004). 

ERVIK e col. (1994) relataram que bactérias, resistentes a 

antibióticos usados numa determinada propriedade de piscicultura, foram 

isoladas do conteúdo estomacal dos peixes; enquanto que em áreas que 

não receberam o tratamento, isso não foi verificado. 

RADU e col. (2003) estudando espécies de Aeromonas em 

amostras de peixe provenientes de mercado, verificaram que todas as cepas 

isoladas exibiram resistência a ampicilina, carbenicilina, eritromicina e 

estreptomicina em associação a outros agentes antimicrobianos. 

Num estudo conduzido por URRIZA e col. (2000), verificou-se que 

99% das Aeromonas spp apresentararn-se resistentes a ampicilina. 

A resistência múltipla a antibióticos entre Aeromonas hydrophila 

tem sido registrada em várias partes do mundo (SON e col.1997). 

Na pesquisa de VIVEKANANOHAN e col. (2002) com cepas de A. 

hydrophila isoladas de amostras de peixe e camarão, no sul da índia, 

verificaram que todas as cepas foram resistentes a meticilina e 95% 

resistentes a bacitracina, eritromicina, neomicina, novobiocina, polimixina-B 

e rifampicina. Uma resistência menor foi observada para cloranfenicol 

(3,7%), gentamicina (7,5%), estreptomicina (8,7%) e ácido nalidíxico 
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(16,9%). Aproximadamente 51,4% das cepas foram resistentes à tetraciclina. 

A diferença em relação à resistência a antibióticos entre cepas de peixe e de 

camarão foi mínima. 

Em muitos países A. salmonicida tem sido relatada como 

resistente a múltiplas drogas corno sulfonamidas, tetraciclina, amoxicilina, 

trimetoprim-sulfadimetoxina e quinolonas (lNGLlS e col. 1993, BARNES e 

col. 1994, DALSGAARD e col. 1994), antibióticos comumente encontrados 

na aqüicultura. 

MICHEL e col. (2003) observaram, na França, que cepas de A. 

salmonicida mostrararn-se resistentes ao cloranfenicol utilizados durante 

muito tempo em pisciculturas. 

De acordo com LALUMERA e col. (2004), os antibióticos mais 

comumente empregados no tratamento das doenças como furunculose, 

causada por A. sa/monicida e que freqüentemente acometem os peixes 

originários da produção aqüícola italiana são: arnoxicilina. flumequina, 

oxitetraciclina, sulfamerazina e tianfenicol. 

Os autores alertaram também sobre o acúmulo, principalmente de 

flumequina e oxitetraciclina, nos sedimentos das pisciculturas, mesmo após 

dois anos e oito meses da aplicação. Essas substâncias foram igualmente 

observadas em sedimentos de corpos d'água próximos às pisciculturas. 

decrescendo as concentrações com o distanciamento em relação aos 

viveiros. 

CASTRO-ESCARPULLI e col. (2003) verificaram que todas as 

cepas de Aeromonas spp pesquisadas, mostrararn-se resistentes a p-
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lactamase, com exceção a piperacilina (19,4%) e a segunda e terceira 

geração de cefalosporinas (cefuroxima e cefotaxima). As cepas de A. 

salmonicida isoladas de diferentes áreas geográficas apresentaram uma 

sensibilidade decrescente aos antibióticos: ampicilina, cloranfenicol, 

neomicina, polimixina B e rifampicina. Os resultados revelaram também que 

o gênero Aeromonas mostrou-se mais sensível à primeira geração de 

quinolonas e segunda e terceira geração de cefalosporina. 

A permanência dessas bactérias no meio aquático é uma 

preocupação para as autoridades de saúde pública que vêem a saúde dos 

seres humanos e dos animais expostos ao risco de se contaminarem com 

esses microrganismos cada vez mais resistentes às substâncias 

antimicrobianas, dificultando, com isso, os tratamentos a serem 

empregados. 

2.3.7 Plasmídios 

Os plasmídios são elementos circulares extra-cromossômicos de 

fita-dupla, com capacidade de se replicarem independente do cromossomo 

bacteriano. As bactérias possuem a habilidade de transferi-los para outras 

bactérias da mesma espécie ou não. Em geral os genes contidos nos 

plasmídios podem estar associados à resistência a antibióticos, produção de 

toxinas e fatores de aderência (HANES e CHANOLER 1993, ALBERTS e 

col. 2002, JAYARAM e col. 2004). 

Nas últimas décadas, aumentou significativamente o interesse por 

estudos relacionados a presença de plasmídios em sistemas aquáticos e a 



Análise de uteratura 29 

forma com que ocorre o processo de transferência dessas moléculas entre 

as bactérias, especialmente aqueles dirigidos a pesquisas de bactérias 

ambientais resistentes a diversos agentes antimicrobianos (ARANA e col. 

1997). 

Essa capacidade de transferência horizontal de genes de 

resistência entre as bactérias tem sido demonstrada também entre aquelas 

provenientes de tanques de peixes e de sedimentos marinhos (INGlIS e col. 

1993, SON e col. 1997, ALBERTS e col. 2002, CHOPRA e col. 2003, 

JAYARAM e col. 2004, WARREN e col. 2004). 

SON e col. (1997) relataram a possibilidade de transferência, por 

conjugação, de plasmídios associados a resistência entre cepas de A. 

hydrophila e microrganismos potencialmente patogênicos ao homem como 

no caso de Escherichia coli. 

BAUAB e col. (2001) evidenciaram plasmídios em 5 cepas de A. 

hydrophila isoladas de infecções intestinais ou extra-intestinais e 2 em cepas 

de A. media isoladas de fezes diarréicas. 

RADU e col. (2003) detectaram plasmídios com tamanhos 

variados em cepas de Aeromonas caviae, A. hydrophila e A. veronii sobria, , 

isoladas de amostras de peixe da Malásia. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

- Verificar a qualidade higiênico-sanitária e presença de 

Aeromonas spp em pesqueiros da Região Metropolitana de São Paulo. 

3.2. Objetivos Específicos 

- Verificar a ocorrência de bactérias indicadoras de contaminação 

fecal em amostras de água e peixe dos pesqueiros. 

- Pesquisar a presença de Salmonella spp, Salmone/la enferica 

subsp. enferica sorotipo Enteritidis e Salmonella enferica subsp. enferica 

sorotipo Typhimurium em amostras de água dos pesqueiros. 

- Pesquisar a ocorrência de Aeromonas spp em amostras de água 

e peixe dos pesqueiros. 

- Conhecer o perfil plasmidial de cepas de Aeromonas spp das 

amostras de água e peixe dos pesqueiros. 

- Discutir a importância do perfil plasmidial de Aeromonas spp. 

- Discutir a importância das bactérias indicadoras e patogênicas 

para a saúde pública. 



Material e Métodos 31 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Caracterização da Área de Estudo 

Para a execução do presente estudo, 30 pesqueiros do tipo 

pesque-pague (Figura 1) foram selecionados através de uma amostragem 

randômica estratificada, a partir de uma lista de empreendimentos da Região 

Metropolitana de São Paulo (Figura 2), os quais apresentavam-se agrupados 

em 4 categorias (A, a, c e D) baseados principalmente na infra-estrutura e 

prestação de serviços (ESTEVES e col. 2003). 

As coletas de campo foram realizadas em duas épocas distintas: 

de setembro a outubro de 2001, correspondendo ao período seco e outra de 

fevereiro a março de 2002, relativo ao período chuvoso. Para cada 

pesqueiro visitado, foram coletadas uma amostra de água e uma de peixe. 
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Figura 1: Visão geral de dois estabelecimentos tipo pesque-pague da 

Região Metropolitana de São Paulo. 
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Figura 2: Região Metropolitana de São Paulo com a localização dos pesqueiros estudados (PREZOTTO e 
CABIANCA) (dados não publicados) 
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4.2. Procedimento de Campo 

Para as amostras de água foram utilizados dois métodos de 

coleta: um direcionado a pesquisa de bactérias do gênero Salmonella spp e 

contagem de coliformes fecais, realizado por uma bomba de sucção capaz 

de bombear a água dos tanques de pesca e outro por uma rede para 

zooplâncton de malha de 60 tJm, para 10 litros de volume filtrado direcionado 

a pesquisa do gênero Aeromonas, uma vez que o uso desse equipamento 

aumenta a chance de isolar essa bactéria (DUMONTET e col. 1996). Quanto 

às amostras de peixe, foram utilizados anzóis e tarrafas para a coleta. 

Após essa etapa, as amostras de água foram armazenadas em 

frascos plásticos não tóxicos estéreis, e as de peixe, acondicionadas em 

sacos plásticos estéreis tipo "Zip Locl<". 

As amostras, conservadas sob refrigeração a uma temperatura de 

4 a 100 e até o momento da análise, foram encaminhadas ao Laboratório de 

Saúde Pública da Faculdade de Saúde Pública-USP, onde, no mesmo dia, 

foram submetidas aos procedimentos microbiológicos. 
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4.3. Contagem de Colifonnes Fecais e Presença de Escherichía 

colí 

A pesquisa foi realizada de acordo com o "Standard Methods For 

The Examination of Water and Wastewater 19th ed." (APHA 1995). A partir 

de volumes de 100 mL das amostras de água coletadas, volumes de 10 mL 

da amostra foram submetidos as diluições seriadas em solução salina 

0,85%. Em seguida foram submetidos à técnica dos tubos múltiplos para a 

determinação do Número Mais Provável de organismos do grupo coliformes 

fecais (NMP) em caldo Lauril Sulfato Triptose (lST). Os tubos de LST que 

apresentaram formação de gás foram subcultivados em Caldo Escherichia 

coli (EC) 24 - 48 horas a 42,5OC. Os tubos de EC que apresentaram 

crescimento bacteriano e formação de gás foram semeados em placas de 

Petri contendo meio Eosina Azul de Metileno (EAM) para o isolamento 

preferencial de cepas de Escherichia co/i. As colônias sugestivas isoladas 

nesse meio foram, posteriormente, confirmadas bioquimicamente em meio 

IAL de acordo com metodologia descrita por PESSOA e SILVA (1972) 

(Figura 3). 

No Anexo VIII estão disponíveis as formulações dos caldos e 

meios de cultura utilizados nesse procedimento. 

A classificação das águas pertencentes a Classe 2, da Resolução 

do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA- N° 20 de 1/06/1986), 

foi utilizada como parâmetro microbiológico para contagem de coliformes 

fecais determinados através do Número Mais Provável (NMP). Esta 
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preconiza que água doce destinada à criação natural e/ou intensiva 

(aqüicultura) de espécies destinadas à alimentação humana, deverá 

apresentar até 1000 coliformes fecais por 100 mililitros. 

Identificação 
bioquímica 

Amostra 
Água 
100ml 

, 

I_I 
10ml 10ml 10ml 10ml 
~~~~ 

~ ~ ~ ~ 

I 
90ml 

solução 
salina 0,85% 

~~~.~AÁ~Á 
tuoo ~ ~ ~ ~ ~~ ~~ rn~ ~ 9ml 

Caldo 
lST 

Figura 3: Esquema de análise para contagem de coliformes fecais pelo 

método do Número Mais Provável (NMP) e teste confirmativo de Escherichia 

calí. 
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4.4. Ocorrência de Salmonella spp 

4.4.1. Preparo das Amostras 

Um volume de 1 Litro de água de cada ponto de amostragem foi 

filtrado através de membranas de éster de celulose (Milipore) com 0,45 !lm 

de porosidade, a partir de um sistema de filtração constituído de bomba de 

pressão positiva, vasilhame de pressão e porta filtro de aço inoxidável estéril 

(M iIi pore ). Como pré-enriquecimento, as membranas foram imersas em 

Caldo Lactosado (AnexoVIII) e incubadas a 35°C por 18 horas, segundo 

metodologia descrita por MARTINS (1979) (Figura 4). 

4.4.2. Enriquecimento das Amostras 

As amostras foram enriquecidas em Caldo Selenito (SC) 

(AnexoVIII) contendo O,04g/Litro de Novobiocina (Pessoa e Peixoto, 1971) a 

42,5°C por 24-120 horas e em Caldo Rappaport-Vassiliadis (AnexoVIII) 

incubadas a 35°C por 24-48 horas (VASSILlADIS 1983) (Figura 4). 

4.4.3. Isolamento do Microrganismo 

o isolamento de cepas de Salmonella spp foi realizado através 

dos meios seletivos diferenciais Salmonella-Shigella (SS), Ágar Xilose Lisina 

Desoxicolato (XLD) e Ágar Sulfito de Bismuto (BS) (AnexoVIII). As placas 

foram mantidas a 35°C por 24 horas e as colônias típicas das bactérias 

JjltJ(lntcc:;!i ;it<. 
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presentes em cada um dos meios foram inoculadas em meio IAL (PESSOA 

e SILVA, 1972) para a identificação de Salmonella spp (Figura 4). 

As cepas que apresentaram positividade pela prova bioquímica 

em meio IAL, se caracterizando como Salmonella spp, foram submetidas ao 

teste sorológico para a confirmação do gênero. Para isso, foram utilizados os 

soros Salmonella polivalente somático e Salmonella polivalente flagelar, da 

Probac. 

Como a determinação do gênero Salmonella não é preconizado 

pelo CONAMA- N° 20 de 1/06/1986 para águas destinadas à aqüicultura, 

determinou-se como parâmetro biológico, a ausência dessa bactéria nas 

águas dos pesqueiros tipo pesque-pague, condição recomendado por 

ALEXANDRINO de PEREZ e CARVALHO FILHO (2003) no Manual de 

procedimentos higiênicos e sanitários para a criação de peixes saudáveis da 

Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de São Paulo. 
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100ml 
~ 1_. Caldo lactosado 

Incubar 
35"Cf18h 
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Figura 4: Esquema geral de análise para detecção e confirmação, a partir 

de provas bioquímicas e sorológicas, do gênero Salmonella em amostras de 

água. 

4.4.4 Confirmação Molecular 

As cepas do gênero Salmonella spp que foram isoladas no 

procedimento anterior tiveram seus DNA genômicos extraídos por meio de 3 

técnicas distintas: o método do CTAB (Brometo de cetilmetilamônio), do 

choque térmico segundo Soumet e choque-térmico de acordo com Chapman 

(MURRAY e THOMPSON, 1980 - descrita por AUSUBEL e colo , 1995; 

SOUMET e colo , 1999; CHAPMAN e colo , 2001). 
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o método do CT AS é uma técnica que garante uma purificação 

mais intensa do DNA cromossômico, pelas várias etapas que possui de 

limpeza do material porém, demanda um longo período até a finalização de 

seu processo. Dessa forma, o método que se mostrou mais eficiente foi o de 

CHAPMAN e col. (2001) por permitir uma boa visualização das bandas de 

DNA e sobretudo pelo seu rápido tempo de execução. 

O procedimento de extração descrito por SOUMET e col. (1999) 

não foi escolhido, contudo, a seqüência, descrita por esses autores, utilizada 

na técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificação 

simultânea do gênero Salmonella e de Salmonella enterica subsp. enterica 

sorotipo Enteritidis (Salmonella Enteritidis) e Salmonella enterica subsp. 

enterica sorotipo Typhimurium (Salmonella Typhimurium) (ELZÉSY 1999, 

YAN e col. 2003), foi mantida; com modificações apenas em dois passos da 

reação: no passo 4 (anelamento do DNA) de 30 segundos para 1 minuto e 

no último (extensão final do DNA), de 10 para 7 minutos. 

Esta técnica permite a amplificação de moléculas específicas de 

DNA de cepas bacterianas, de modo a permitir a sua visualização em forma 

de bandas (pequenas faixas) em gel de agarose. 

4.4.5. Extração de DNA cromossômico de Cepas do Gênero 

Salmonella Provenientes de Amostras de Água 

As cepas isoladas de Salmonella spp foram semeadas em 10 mL 

de Caldo Lúria (AnexoVIII), cultivadas por 18 horas a 35°C e centrifugadas a 
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5.000 rpm por 10 minutos a 24°C. O sobrenadante foi descartado e o 

sedimento ressuspenso e homogeneizado em 1 mL de água MilliQ estéril. 

O conteúdo foi transferido para um novo tubo tipo "eppendorf' e 

centrifugado a 12.000 rpm por 3 minutos a 24°C. O sobrenadante foi 

descartado e o sedimento ressuspenso e homogeneizado em 200 IJL de 

água MilliQ estéril. Os tubos foram selados e incubados a 95°C por 10 

minutos e depois mantidos a -20°C por 30 minutos. 

Após esse período, foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 

minutos a 24°C e o sobrenadante transferido para um outro tubo, finalizando 

assim a extração do DNA genômico. Os produtos da extração foram 

mantidos em geladeira (4°C) ou em freezer (-20°C) até o momento do uso. 

O esquema dessa extração, pode ser visualizado na Figura 5. 
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Figura 5: Esquema geral da extração de DNA genômico de cepas de 

Salmonella spp pelo método do choque-térmico. 

4.4.6. Amplificação do DNA genômico de Salmonella spp a partir 

da Técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

o produto da extração foi submetido à técnica Multiplex peR para 

identificação de Salmonella spp, Salmonella Enteritidis e Salmonella 

Typhimurium descrita por SOUMET e coL, 1999 e adaptado pelo Laboratório 

de Saúde Pública da USP. 
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Para a preparação da mistura (master) da Reação em Cadeia da 

Polimerase foram utilizados os iniciadores (SOUMET e col. 1999) da 

Invitrogen, conforme segue: ST11-ST15, específico para o gênero 

Salmonella spp (ST11: 5'- GCC AAC CAT TGC TAA ATT GGC GCA _3' e 

ST15: 5'- GGT AGA AAT TCC CAG CGG GTA CTG G - 3' no sentido direto 

e inverso); S1-54 específico para Salmonella Enteritidis (S1: 5'- GCC GTA 

CAC GAG CTT ATA GA -3' e 54: 5'- ACC TAC AGG GGC ACA ATA AC -3' 

no sentido direto e inverso); Fli15-Typ04 específico para Salmonella 

Typhimurium (FIi15: 5'- CGG TGT TGC CCA GGT TGG TAA T -3' e Typ04: 

5' - ACT GGT AAA GAT GGC T _3' no sentido direto e inverso). 

As concentrações padronizadas proporcionais para uma reação 

de PCR foram: 5 J-Il de amostra de DNA; O,2J-1l de taq polimerase 

(5U/J-II)(Promega); primers (20J-lM) ST11 (1,5J-1l), ST15 (1,5J-1l), S1 (1 ,5J-1l) e 

54 (1,5J-1l), Fli 15 e Typ 04 (1, 7J-1l); O,2J-1l de dntp (25mM) (Promega), 1,5J-1l 

de MgCI 25 mM (Promega), 2,5J-1l de tampão 10x (Promega) e 6,56 J-Il de 

água MiIliO, o que corresponde a um volume final de 25 J-Il. Para o cálculo 

de "n" reações foi utilizada a fórmula: 

C1 X V 1 = C2 X V2 , 

onde C1 = Concentração Inicial 

V1 = Volume Inicial 

C2 = Concentração Final 

V2 = Volume Final 



Material e Métodos 44 

Após O cálculo das concentrações dos componentes da mistura 

"master" para a quantidade de reações necessárias, foram transferidos para 

um tubo de PCR (0,2 mL), 5~L da amostra de DNA e 20~L da mistura. 

Para a reação de PCR, os tubos foram dispostos no termociclador 

(Mastercycler gradient - Eppendorf) programado da seguinte maneira: 1-

denaturação da fita de DNA a 94°C por 5 minutos; 2- realização de 30 ciclos 

conforme a ordem a saber: 3- desnaturação a 94°C por 1 minuto; 4-

anelamento a 55°C por 3 minutos; 5- extensão a 72°C por 1 minuto. Ao 

término dos 30 ciclos, 6- extensão adicional programada a 72°C por 7 

minutos, finalizando as reações a uma temperatura constante de 4°C. 

4.4.7. Visualização de DNA genõmico Extraído de Cepas do 

Gênero Salmonella spp 

o produto da PCR foi então submetido à eletroforese em gel de 

agarose 1,8% com intensidade de corrente elétrica de 153 V por 1 hora e 

evidenciados com uma solução 0,5~L de Vistra Green (Amersham 

Pharmacia Biotech). As imagens foram capturadas pelo sistema de 

aquisição de imagens Epi Chemi 11 Darkroom (UVP) e o Software Labworks 

(UVP). Em seguida, a medida dos fragmentos (bandas de DNA) foi 

comparada com o marcador de peso molecular Ladder 1kb (Invitrogen) e 

determinados pelo Software Gelworks 10 Advanced v. 4.01. 

O esquema resumido de todo esse processo encontra-se na 

Figura 6. 
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Figura 6: Esquema geral da amplificação e visualização de DNA genômico 

de cepas do gênero Salmonella pelas técnicas da peR e eletroforese em gel 

de agarose. 
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4.5. Ocorrência de Aeromonas spp 

4.5.1. Enriquecimento das Amostras de Água 

As amostras de água, coletadas com rede de zooplâncton (100 

mL), foram adicionadas em 100 mL de Água Peptonada Alcalina (APA) 

dupla concentração (AnexoVIII), contendo 1% de cloreto de sódio, pH 8,4 e 

incubadas por 24 horas a 35°C. Após esse período, cada placa contendo os 

diferentes meios seletivos foi semeada com uma alçada (0,3 fJL) do material 

da superfície do crescimento bacteriano de cada caldo de enriquecimento, 

para o crescimento do organismo de interesse (Figura 7). 

4.5.2. Enriquecimento das Amostras de Peixe 

As amostras de peixe foram processadas no interior da câmara de 

fluxo laminar, onde 25 gramas de musculatura cada amostra foram 

adicionadas a 100 mL de Água Peptonada Alcalina (APA) (AnexoVIII), 

contendo 1 % de cloreto de sódio, pH 8,4 e homogeneizadas num 

liquidificador por aproximadamente 6 segundos. Em seguida foram 

incubadas por 24 horas a 35°C. Após esse período, a partir de cada caldo 

de enriquecimento, foi semeada volumes de 0,3 fJL do material da superfície 

do crescimento bacteriano em placas de Petri contendo os diferentes meios 

seletivos para os organismos em estudo (Figura 7). 
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4.5.3. Isolamento do Microrganismo 

Foram empregados para o isolamento de bactérias do gênero 

Aeromonas, das amostras de água e peixe, os meios Ágar Sangue 

Ampicilina contendo 5% de eritrócitos de carneiro e 1 O ~g/mL de ampicilina 

(MATTÉ e co I. , 1996) bem como o Ágar Amido Ampicilina contendo 10 ~g/mL 

de ampicilina segundo PALUMBO e col. (1985) (AnexoVIII) (Figura 7). 

4.5.4. Isolamento e Identificação das Colônias 

As colônias de Aeromonas spp que apresentaram as 

características descritas para cada um dos meios de isolamento, e ainda 

teste positivo para a produção da enzima citocromo oxidase (teste de 

oxidase) foram selecionadas e triadas em meio de Ágar Ferro de Kligler, 

para a determinação da produção de indol, acidificação da lactose, 

fermentação da glicose e produção de gás, e então submetidas ao teste de 

motilidade pela técnica da gota pendente (AnexoVIII) (Figura 7). 

Em seguida, os organismos foram submetidos às provas 

bioquímicas gerais e específicas para cada um dos grupos de organismos a 

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

inositol, lactose e salicina; crescimento em concentrações de 3, 6, 8 e 10% 

de cloreto de sódio e na ausência deste sal; hidrólise da esculina; provas de 

Voges Proskawer e vermelho de metila; produção de gás a partir da glicose, 

redução do nitrato, lisina e ornitina descarboxilase e arginina dehidrolase. 
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A partir dos resultados obtidos pelas provas bioquímicas os 

organismos isolados foram identificados por meio da observação da tabela 

de classificação de espécies do gênero Aeromonas disposto no Quadro 1. 
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Figura 7: Esquema geral de análise para detecção e identificação de 

Aeromonas spp, a partir de provas bioquímicas, em amostras de água e 

peixe. 



Qua dro 1. Caracterfsticas bioQufmicas para identificaçao das es :>écies do gênero Aeromon as. 

i I I • • ~ • • 
~ I i t ! c:: c:: 

Õ .5 !! = c:: i ~ ti :I li I " ~ S u I .5 .D ~ • ~ I! E w ~ i ~ 

A.aInú. + + - + v - - - - - + 

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

A.1WIt'IHI/IIII_ + + - + + + + - NA + + 

A. batI.rlum + + - + + + v+ + V+ + + 

A. c.vl •• + - - + + + + + - + + 

A.medIe + - - + + + v- + - + V+ 

A. I,. + - - V+ + + + V+ + + + 

A. veronll soM. + + - + - + - V- + + + 

A. cullclcol. + + - + NA + . - + + + 

A. veronll veronJI - + + + + + + . V+ + + 

iA. jendll., + + - V+ - + - - + + + 

A. ench.,.,. + - - V+ + + + - V+ + + 

Ao schubet1i1 + v+ - - - . - - - - + 

A.frOta + + - V- - v+ - - v+ + -
A.allouccharophlla v+ + V- + v+ + - V+ + + + 

A.popoml + - . - - + - v + v+ + 

A. moIIrncorum + NA NA + + + + + - - + 

A. ..Imonlcldlt v+ V + + V+ + V- + v+ + v+ 

Fonte: Pidiyar e col., 2002; Abbott e col., 2003; Harf-Monteil e col., 2004; Miliana-Galbis e col. 2004 
Nota: (+) = > 85% de cepas positivas; (-) = > 85% de cepas negativas; (V) = 50% ; (V+) = 50 a 85 % de cepas 
positivas (V-) = 15 a 85% de cepas negativas; NA = não avaliado 
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4.5.5. Extração e Visualização do DNA plasmidial de Cepas do 

Gênero Aeromonas 

As cepas do gênero Aeromonas que foram isoladas pelos 

procedimentos microbiológicos tiveram seus DNAs plasmidiais extraídos 

pelo método descrito por BIRNBOIM e DOLY (1979). 

Cada cepa foi semeada em 3,0 mL de Caldo Lúria, cultivada por 

18 horas a 35°C e centrifugadas a 5.000 rpm por 10 minutos a 24°C. O 

sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso e homogeneizado 

em 1,0 mL de salina 0,85% estéril, o qual foi transferido para um outro tubo 

tipo "eppendorf'. Após este procedimento foi centrifugado a 10.000 rpm por 

15 minutos a 24°C e o sobrenadante descartado. 

Em seguida foram adicionados 100 Jil de solução I (Anexo iX), o 

precipitado ressuspenso e incubado em banho de gelo por 30 minutos. 

Foram adicionados 200 JJL de solução 11 (Anexo IX), 

homogeneizados por inversão e incubados em banho de gelo por 5 minutos. 

A seguir foram acrescentados 150 JJL de solução 111 (Anexo IX), 

homogeneizados por inversão e incubados em banho de gelo por 1 hora e 

30 minutos. 

Após esse período, cada tubo foi centrifugado a 12.000 rpm por 

20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um outro tubo tipo 

"eppendorf', no qual foi adicionado 1 mL de álcool etílico absoluto 99,5% a 

-20°C. A homogeneização foi realizada por inversão e a incubação por no 

mínimo 1 hora a -20°C (Figura 8). 
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Figura 8: Esquema geral da extração de DNA plasmidial de cepas do 

gênero Aeromonas 

Decorrido o tempo de incubação, cada tubo foi centrifugado a 

12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi dispensado com 

cuidado e o sedimento ressuspenso em 1 00 ~L de solução IV (Anexo IX). 

Em seguida foram adicionados 250 ~L de álcool etílico absoluto 99,5% a -

20°C, homogeneizados por inversão e incubados a -20°C por 18 horas. 

Após o período de incubação, foram centrifugados a 12.000 rpm 

por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante cuidadosamente descartado. Na 

seqüência foi lavado com 1 mL de etanol 70% a -20°C e centrifugados a 

12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente 

dispensado e o sedimento colocado para secar sob vácuo por 24 horas. 
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o material resultante da extração foi hidratado em 15 IJ L de 

tampão TEII (Anexo IX) e posteriormente submetido à eletroforese em gel de 

agarose 1,2% a uma intensidade de 80 V por 4 horas. Ao final, o gel de 

agarose foi corado com brometo de etídio e submetido a uma fonte de luz 

ultravioleta para detecção das bandas de plasmídios. As imagens foram 

capturadas pelo sistema de aquisição de imagens Epi Chemi 11 Darkroom 

(UVP) e o Software Labworks (UVP). A medida dos fragmentos foi 

comparada com os marcadores de peso molecular Ladder 1 kb (Invitrogen) e 

Hind 111 (Gibco) e depois determinada pelo Software Gelworks 1 D Advanced 

v. 4.0 (Figura 9). 
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Figura 9: Esquema geral das etapas necessárias para a visualização do 

DNA plasmidial extraído de cepas do gênero Aeromonas 
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4.6.1. Dados Secundários 

Para relacionar os resultados obtidos com os demais dados 

obtidos no projeto geral foram utilizados os seguintes dados secundários: 

potencial hidrogeniônico (pH), temperatura, oxigênio dissolvido, dentre 

outros foram medidos pela equipe do laboratório de Limnologia do Centro de 

Estudos de Bacias Hidrográficas do Instituto de Pesca-SP, sob 

responsabilidade da Ora. Cacilda Thais J. Mercante (MERCANTE e col. 

2004, ESTEVES e co/. 2003). 

Os dados sobre hábito preferencial de tilápias nos pesqueiros 

analisados, ocorrência de adubação e ração, lançamento de sal grosso, 

dimilin, sulfato de cobre e formol foram obtidos pela coordenadora geral do 

projeto Ora. Katharina Eichbaum Esteves do Instituto de Pesca-SP 

(ESTEVES e col., 2003). 

Os resultados referentes aos níveis de contaminação por 

coliformes fecais e Salmonella spp em amostras de peixe foram analisados 

por Carlos M. Ishikawa PqC do Instituto de Pesca-SP e Esequiel Liuson 

(ESTEVES e col. 2003, LlUSON 2003). 

Dados sobre o entorno, bacia hidrográfica e presença de 

microcrustáceos (copépoda) foram disponibilizados pela doutoranda Maria 

Angela de Abreu Cabianca da Faculdade de Saúde Pública da USP 

(ESTEVES e col. 2003). 
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4.6.2. Programa Estatístico e Nível de Significância 

As variáveis numéricas e categóricas obtidas foram submetidas 

ao teste de correlação de Pearson e Qui-Quadrado (X2
) para a verificação de 

existência de correlação e associação entre os grupos de organismos 

pesquisados e ocorrência de alguns produtos químicos utilizados na água, 

pelos proprietários. Para isso, foi utilizado o programa estatístico SPSS for 

Windows v. 8.0 para os quais adotou-se nível de significância p<0,05. 
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5. RESULTADOS 

Do total de pesqueiros estudados, foram analisadas 30 amostras 

de água quanto à contagem de coliformes fecais e presença de Escherichia 

colí (E. colJ), Salmonella spp e Aeromonas spp, sendo somente esta última 

igualmente pesquisada nas amostras de peixe. 

Além da análise numérica, outras ferramentas também foram 

exploradas, como a pesquisa estatística e a molecular. 

5.1. Contagem de Colifonnes Fecais e Ocorrência de Escherichia 

coli e Salmonella spp. 

No período seco, do total (620) das cepas bacterianas isoladas, 

foram identificadas 7 (1 %) cepas de Escherichia colí e 13 (2%) de 

Salmonella spp. 

No período chuvoso, do total (591) das cepas bacterianas, foram 

isolados, apenas 3 «1%) cepas de Escherichia colí e 1 «1%) de Salmonella 

spp, com predomínio de Aeromonas spp nas duas épocas pesquisadas. 

A quantidade de pesqueiros que apresentaram ocorrência das 

enterobactérias bem como contagem de coliformes fecais, acima do limite 

preconizado pela legislação CONAMA N° 20 (01/06/1986) para ambos os 

períodos, podem ser visualizados na Figura 10. 
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Figura 10: Porcentagem de pesqueiros em desacordo com a legislação 

CONAMA Nº 20 (01 /06/86) para análise de coliformes fecais (>103 NMP) e 

presença de E. Calí e Salmanella spp (n=30) , setlout2001- fev/mar2002. 

Na Figura 11 , estão disponíveis as porcentagens de pesqueiros, 

cujas águas estão em condições microbiológicas inadequadas tanto pelas 

contagens de coliformes fecais, superiores ao valor permitido pela legislação 

ambiental, quanto pela presença de cepas de Salmanella spp. 

Na fase seca, pouco mais da metade (53,3%) dos 

estabelecimentos estavam com a qualidade microbiológica de suas águas 

comprometida para o exercício da atividade, sendo este, resultado superior 

ao encontrado na fase chuvosa (33,3%). 
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Figura 11: Porcentagem de pesqueiros em desacordo com os limites 

microbiológicos, segundo contagem de coliformes fecais e presença de 

Salmonella spp em amostras de água, dos períodos seco e chuvoso (n=30), 

setlout2001- fev/mar2002. 

5.1.1. Confirmação Molecular de Cepas do Gênero Salmonella 

5.1.2. Identificação do Gênero Salmonella a partir da Técnica da 

PCR 

Além da identificação clássica do gênero Salmonella por meio de 

provas bioquímicas e sorológicas, esse grupo de microrganismo foi 

submetido a uma etapa confirmatória, através da técnica da Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR). 
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o Quadro 2 permite comparar os resultados obtidos a partir das 

três provas de identificação para o gênero Salmonella. A utilização dessa 

técnica molecular possibilitou a confirmação de 14 (58%) cepas em nível de 

gênero, de um total de 24 cepas positivas para Salmonella spp, identificada 

a partir de provas bioquímicas. A pesquisa não demonstrou a presença de 

Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium. 

Quadro 2: Comportamento de cepas isoladas de água de pesqueiros, 

caracterizadas por provas bioquímicas como Salmonella spp, frente a teste 

sorológico e PCR. 

Provas 
NO da cepa Bioquímica Sorologia Molecular 

de Salmonella spp (IAL) (PCR) 
1 x x 
3 x 
5 x 
7 x 
11 x 

19A x x x 
20 x x x 
24 x x x 
31 x 
32 x 
38 x 
39 x x 
40 x x 
41 x 
42 x x x 
43 x x 
45 x x x 
67 x x x 
69 x x 

99A x x 
102 x x 
105 x x 
109 x x 
148 x x x 

Nota: ( x )= resultado positivo 
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Algumas das cepas positivas para o gênero Salmonella, 

resultantes da aplicação da técnica da PCR podem ser visualizados na 

Figura 12. 
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1,6 1,6 

1,0 1,0 

0,5 - _ _ 0,5 

0,4 
0,3 

Figura 12: DNA genômico de cepas de Salmonella spp de amostras de 

água do período seco e chuvoso obtidos pela técnica de PCR. M1 e M2: 

Ladder 1 kb; linha 1- controle positivo para o gênero Salmonella; linha 2-

controle negativo; linhas 3, 11- cepas 7 e 31 ; linhas 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,12-

cepas 39,67, 69,99, 105,109,148,40. 
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5.2. Ocorrência de Aeromonas spp 

Foram isoladas, do total de pesqueiros estudados, 248 (40%) 

cepas de Aeromonas spp em amostras de água e 352 (58%) em amostras 

de peixe, no período seco e no período chuvoso, 219 (37%) cepas em 

amostras de água e 370 (63%) em amostras de peixe. 

A quantidade de pesqueiros que apresentou ocorrência de 

Aeromonas spp está disponível na Figura 13. 
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Figura 13: Porcentagem de pesqueiros, nos períodos seco e chuvoso, 

segundo ocorrência de Aeromonas spp (n=30), setlout2001- fev/mar2002. 
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Em relação à diversidade de espécies de Aeromonas spp buscou-

se qualificar e quantificar, o que pode ser observado nas Figuras 14, 15, 16, 

17 e 18. 
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Figura 14: Diversidade de especles do gênero Aeromonas isoladas de 

amostras de água e peixe de pesqueiros, no período seco e chuvoso (n=30), 

setlout2001- fev/mar2002. 
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Figura 15: Freqüência de ocorrência de cepas do gênero Aeromonas 
isoladas das amostras de água dos pesqueiros, no período seco e chuvoso 
(n=30), setlout2001- fev/mar2002. 
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Figura 16: Porcentagem de cepas do gênero Aeromonas isoladas das 
amostras de água dos pesqueiros, no período seco e chuvoso (n=30), 
setlout2001- fev/mar2002. 
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Figura 17: Freqüência de ocorrência de cepas do gênero Aeromonas 
isoladas das amostras de peixe dos pesqueiros, no período seco e chuvoso 
(n=30), setlout2001- fev/mar2002. 
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Figura 18: Porcentagem de cepas do gênero Aeromonas isoladas das 
amostras de peixe dos pesqueiros, no período seco e chuvoso (n=30), 
setlout2001- fev/mar2002. 
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5.2.1. Ocorrência de DNA Plasmidial em Cepas do Gênero 

Aeromonas 

Do total (1189) de cepas de Aeromanas spp identificadas através 

de provas bioquímicas, 515 (87%) foram selecionadas para a extração e 

estudo do perfil dos DNAs plasmidiais, por compreenderem as espécies 

patogênicas de maior importância para o homem e outros animais. A 

porcentagem de cepas de cada espécie que continham pelo menos 1 

plasmídio no interior de suas células, em ambas as amostras (água e peixe) 

e período (seco e chuvoso), foram: A. hydrophila (79%), A. veroníi sobria 

(73%), A. jandaei (57%), A. schubertíi (74%), A. trota (75%), A. bestiarium 

(76%) e A. papaffii (67%) (Figura 19). 
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Figura 19: Porcentagem de cepas de espécies do gênero Aeromanas com a 

presença de plasmídios, isoladas de amostras de água e peixe em ambos os 

períodos, outlnov2001 - fev/mar2002. 
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Na Figura 20 é apresentado a porcentagem de plasmídios, por 

espécie de Aeromonas spp, por tipo de amostra pesquisada (água/peixe). 
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Figura 20: Porcentagem de cepas de espécies do gênero Aeromonas com 

plasmídios isoladas de amostras de água e peixe de ambos os períodos 

outlnov2001 - fev/mar2002. 

Após a detecção do número total de cepas de espécies do gênero 

Aeromonas que continham plasmídios, foi calculada a quantidade de cada 

uma delas e sua respectiva proporção para cada número de plasmídio 

encontrado, independente da origem da amostra e período o qual pertencia 

(Tabela 1). 

Os pesos moleculares de cada um desses plasmídios, 

pertencentes a cada espécie de Aeromonas, por origem da amostra e 

período, também foram averiguados e tabulados como verificado nos 

Anexos de I a VI. 



N. Es~écles 
plasm A hydrophlla Ajand86i Av. sobria A schubertii A trota A bestiarlum A popofii 

N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° 
O 4 21,1 49 43,0 31 27,0 32 25,6 27 24,5 7 24,1 1 33,3 
1 3 15,8 20 17,5 28 24,3 35 28,0 29 26,4 5 17,2 1 33,3 
2 5 26,3 10 8,8 21 18,3 11 8,8 15 13,6 6 20,7 ° 0,0 
3 4 21,1 11 9,6 9 7,8 8 6,4 15 13,6 6 20,7 ° 0,0 
4 1 5,3 8 7,0 10 8,7 11 8,8 9 8,2 1 3,4 ° 0,0 
5 ° 0,0 ° 0,0 6 5,2 7 5,6 7 6,4 2 6,9 ° 0,0 
6 ° 0,0 ° 0,0 4 3,5 5 4,0 2 1,8 2 6,9 1 33,3 
7 1 5,3 4 3,5 2 1,7 6 4,8 3 2,7 ° 0,0 ° 0,0 
8 1 5,3 7 6,1 ° 0,0 10 8,0 ° 0,0 ° 0,0 ° 0,0 
9 ° 0,0 3 2,6 ° 0,0 ° 0,0 2 1,8 ° 0,0 ° 0,0 
10 ° 0,0 1 0,9 1 0,9 ° 0,0 ° 0,0 ° 0,0 ° 0,0 
11 ° 0,0 ° 0,0 1 0,9 ° 0,0 ° 0,0 ° 0,0 ° 0,0 
12 ° 0,0 ° 0,0 1 0,9 ° 0,0 ° 0,0 ° 0,0 ° 0,0 
13 ° 0,0 1 0,9 ° 0,0 ° 0,0 1 0,9 ° 0,0 ° 0,0 
14 ° 0,0 ° 0,0 1 0,9 ° 0,0 ° 0,0 ° 0,0 ° 0,0 

Total 19 100,0 114 100,0 115 100,0 125 100,0 110 100,0 29 100,0 3 100,0 

Tabela 1: Distribuição do número e porcentagem de cepas de espécies do gênero Aeromonas, segundo quantidade de 
plasmrdios detectados. ~ 

~ ;;:;: 

~ 
C) 
C) 
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Para a visualização das bandas de DNA plasmidial das 515 cepas 

de Aeromonas spp, estas foram submetidas a eletroforese em gel de 

agarose 1,2% por meio de uma cuba de eletroforese horizontal. Em síntese, 

foi possível verificar perfis diversificados de DNAs plasmidiais com pesos 

moleculares, que variaram entre 1,0 a 80 kb, como disposto nas Figuras 21 

e22. 
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Figura 21: Perfil plasmidial de cepas de Aeromonas spp isoladas de 
amostras de água e peixe dos períodos seco e chuvoso.M1. Hind 111 e M2: 
Ladder 1 kb; A: linhas 1, 2, 3, 4, 6 - Aeromonas veroni sobria; linha 5 -
Aeromonas jandaei; linha 7 - Aeromonas trota; B: linhas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 -
Aeromonas jandaei, C: linhas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 - Aeromonas schubertii; O: 
Linhas 1, 2, 4, 5, 6 - Aeromonas trota; linha 3 - Aeromonas jandaei; linha 7 
- Aeromonas veroni sobria. 
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Figura 22: Perfil plasmidial de cepas de Aeromonas spp isoladas de 
amostras de água e peixe dos períodos seco e chuvoso. M1: Hind 111, M2: 
Ladder 1 kb. A: 1, 2-Aeromonas trota; 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9-Aeromonas jandaei; 
B:1, 2, 3, 4, 5, 6-Aeromonas hydrophi/a; 7, 9-Aeromonas bestiarium; 8-
Aeromonas trota; linhas 10, 11, 12, 13-Aeromonas jandaei; C:1, 2, 3, 4, 5, 8, 
11 -Aeromonas bestiarium; 6, 7, 9, 10, 12-Aeromonas hydrophila; O: 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9-Aeromonas schubertií. 
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6. DISCUSSÃO 

6.1. Enterobactérias 

6.1.1. Coliformes fecais 

A porcentagem de pesqueiros estudados, que apresentaram 

contagem de coliformes fecais, em amostras de água, acima do limite 

preconizado pela resolução CONAMA N° 20 de 01/06/86 (>103 NMP/100mL) 

está representada na Figura 10, na qual verifica-se que praticamente 1/3 do 

total dos estabelecimentos estudados, nos períodos seco e chuvoso, 

apresentaram condições higiênico-sanitárias insatisfatórios para a prática da 

atividade da pesca esportiva cujo produto destina-se ao consumo humano. 

Outro estudo conduzido pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos 

(IT AL) em parceria com a Coordenadoria de Defesa Agropecuária (COA) 

sobre a qualidade de águas de pisciculturas e pesqueiros tipo pesque-pague 

distribuídos por 40 regiões do Estado de São Paulo, revelou que em 11 

delas, os índices de coliformes fecais estavam acima do limite de 103 

MNP/100mL, o que significa que em outras regiões do Estado de São Paulo 

as condições sanitárias apresentaram-se igualmente precárias. 

(ANONYMUS 2004). 

Em outros países, como Itália, Egito, Israel e Estados Unidos, 

contagens de coliformes fecais acima de 1 03MNP/1 OOmL, valor equivalente 

ao recomendado pela Organização Mundial da Saúde (WHO), também 
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foram encontrados em pisciculturas, bem como em lagos e rios onde 

atividades recreacionais como a pescaria, eram praticadas (WHO 1989, 

PIANETTI e col. 1998, CRABILL e col. 1999, AN e col. 2002, EL-SHAFAI e 

col. 2004, HADAS e coI2004). 

Na Figura 10 observa-se ainda uma quantidade relativamente 

maior de pesqueiros com contagem de coliformes fecais acima de 

1 03MNP/1 OOmL em suas águas, na época seca. Esse resultado foi diferente 

do encontrado na literatura, visto que alguns autores observaram correlação 

positiva entre elevados níveis de coliformes fecais nos meses mais quentes 

e chuvosos do ano (MARKOOVÁ e JEEK 1994, PIANETTI e col. 1998, 

CRABILL e co11999, PIANETTI e col. 2004). 

Este fato pode ser explicado provavelmente pelo comportamento 

pluviométrico atípico ocorrido em um dos meses de coleta (outubro) 

correspondente ao período seco do ano de 2001, quando um maior volume 

pluviométrico foi registrado (Anexo VII). 

Nesse sentido, o volume de chuvas pode ter causado um maior 

aporte de matéria orgânica de origem fecal lançada nas águas dos 

pesqueiros na época seca, associado também ao movimento das águas 

provocado pela ação de chuvas e tempestades, responsáveis pela 

ressuspensão de sedimento carregados de coliformes fecais (AN e col. 2002 

e ALM e col. 2003). 

Outro fator ambiental que pode ter contribuído para um menor 

número de coliformes no período chuvoso, corresponde à temperatura 

média mais elevada das águas registradas nesse período (27,2°C), quase 
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cinco graus a mais que a média calculada no período seco (22,4°C), já que 

elevadas temperaturas desfavorecem a sobrevida desses indicadores fecais 

como constatados por AN e col. (2002), ALM e col. (2003), MENON e col. 

(2003), NEILL (2004). 

MENON e col. (2003) observaram que temperaturas mais 

elevadas favorecem o desenvolvimento de protozoários que são os 

principais predadores da comunidade bacteriana, contribuindo, portanto, 

para o controle da densidade populacional desses organismos, nos meses 

mais quentes. 

Nesse período, a densidade da comunidade de algas 

fotossintetizantes também é favorecida, fator que pode afetar a permanência 

do grupo fecal no ecossistema aquático, uma vez que o crescimento de 

algas acarreta numa diminuição nas quantidades de coliformes fecais, como 

registrado por STEEN e col. (2000). 

Associado a ação negativa das algas sobre os coliformes, existe 

também o fato da radiação solar, no período chuvoso, ser mais intensa do 

que o período seco, especialmente em países tropicais como o Brasil. De 

acordo com vários autores, a maior intensidade da radiação solar promove a 

redução do número de bactérias entéricas, sobretudo do grupo de coliformes 

(AN e col. 2002, ALM e col. 2003, NEILL 2004). 
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6.1.2. Escherichía calí 

A presença de E. colí em águas de pesqueiros ocorreu, 

sobretudo, no período seco, conforme observado na Figura 10. 

Essa maior ocorrência da E. colí na fase seca, era esperada, uma 

vez que esta compõe o grupo de coliformes fecais, que ocorreu em maiores 

contagens (>103MNP/100mL) neste mesmo período (Figura 10). Nesse 

sentido, os mesmos fatores ambientais descritos anteriormente para o grupo 

coliformes também podem ter influenciado a ocorrência de E. co/i. 

Um desses fatores, a ação predatória por parte dos protozoários, 

foi bem relatada por MENON e col (2003), os quais verificaram uma taxa de 

mortalidade duas vezes maior das cepas de E. colí em relação às bactérias 

autóctones do ambiente aquático. Os autores sugerem que essa maior 

afinidade pelas cepas de E. coli, parece estar relacionada com o seu maior 

tamanho celular. Observaram também que essa taxa de mortalidade 

aumentava com a elevação da temperatura das águas. 

6.1.3. Salmonella spp 

O número de pesqueiros que apresentaram cepas de Salmonella 

spp em suas águas, também foi maior no período seco (inverno), assim 

como descrito para as demais enterobactérias (Figuras 10). Este resultado 

difere do encontrado por PIANETII e col. (1998), que verificaram, na Itália, 

maior ocorrência nos meses de verão. 
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Os efeitos dos fatores abióticos, já descritos, sobre o grupo dos 

coliformes e E. coli podem ser aplicados também ao grupo Salmonella, para 

o qual, no presente estudo, considerou-se como cepas positivas apenas 

aquelas confirmadas pela técnica molecular da PCR (Quadro 2 e Figura 12). 

O elevado índice pluviométrico ocorrido no mês de outubro 

(Anexo VII), pode ter favorecido a maior ocorrência de cepas de Salmonella 

spp no período seco, uma vez que as chuvas são responsáveis pelo maior 

volume de material orgânico de origem fecal escoado para as águas dos 

pesqueiros. No presente estudo observou-se a presença de animais de 

grande e pequeno porte próximos a lagos que estavam a montante das 

lagoas de pesque-pague (ESTEVES e col. 2003). PIANETTI e col. (1998), 

também verificaram uma maior freqüência de cepas de Salmonella spp em 

pontos, ao longo do Rio Foglia (Itália) onde predominavam fazendas com 

criação de animais de pequeno porte. 

Um outro agente que pode estar regulando a população de 

Salmonella spp no período mais quente, é comunidade de protozoários, que 

como mencionado por MENON e col. (2003), tem uma preferência mais 

acentuada por essa bactéria, pelo mesmo motivo já exposto para E. coli. 

Embora esses organismos entéricos dependam de um hospedeiro 

para sua sobrevivência, têm sua permanência prolongada, graças ao 

processo de decaimento, pela ação natural da gravidade, na qual encontram 

um microclima e disponibilidade de nutrientes no sedimento, como será 

discutido em outro momento (GAUTHIER e ARCHIBALD 2001). 
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Com o resultado obtido (1/3) de pesqueiros que estavam em 

desacordo com a legislação para coliformes fecais (Figura 10), os 

proprietários destes estabelecimentos devem estar mais atentos à 

ocorrência desses microrganismos potencialmente patogênicos ao homem, 

nas águas dos pesqueiros, mesmo porque, se também for considerada a 

presença de cepas de Salmonella spp, a porcentagem de estabelecimentos 

impróprios para o exercício da atividade de pesca esportiva aumenta para 

mais da metade (53,3%), na época seca e de 33,3%, na chuvosa, como 

observado na Figura 11. 

LlUSON 2003, estudando os mesmos pesqueiros, também 

verificou que a porcentagem de estabelecimentos que continham peixes 

impróprios para consumo, quando se baseava na presença de coliformes 

(63,3%), aumentava consideravelmente quando acrescida das amostras de 

peixe positivas para Salmonella spp (20%), chegando a 70%. 

Diante do exposto, verifica-se que há poucos trabalhos voltados à 

pesquisa da qualidade microbiológica de águas relacionadas a esse tipo de 

atividade, de modo que mais pesquisas devem ser estimuladas no sentido 

de complementar as informações existentes. 
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6.2. Aeromonas spp 

6.2.1. Ocorrência 

o número de pesqueiros que apresentou cepas de Aeromonas 

spp em suas amostras de água e peixe foi bastante elevado, tanto na época 

seca quanto na chuvosa, com um predomínio neste último período, como 

pode ser observado na Figura 13. 

Esses resultados corroboram o estudo conduzido por GAVRIEL e 

col.(1998), os quais sugeriram a existência de uma relação entre altas 

densidades de cepas de Aeromonas spp isoladas de reservatórios e 

períodos de maior precipitação pluviométrico. 

PIANETTI e colo, em 1998 e 2004 também puderam observar, no 

período seco, uma grande ocorrência do grupo Aeromonas que pode ter sido 

favorecida pela menor intensidade dos raios solares associado à menor 

ocorrência de algas fotossintetizantes (BENCHOKROUN e colo 2003). 

Em face dessas informações verifica-se que essa bactéria é 

bastante adaptada a diversas influências ambientais, exatamente por se 

tratar de um organismo autóctone do ecossistema aquático e independente 

de um hospedeiro para sua sobrevivência. 

A presença de coliformes fecais nas águas dos pesqueiros 

também poderiam estar desfavorecendo as cepas de Aeromonas spp; 

entretanto essa relação ainda é bastante controversa, pois nem todos os 
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pesquisadores verificaram o mesmo resultado (PIANETTI e col. 2004). No 

presente estudo essa correlação também não foi significativa (p>0,05). 

Outras correlações e associações entre Aeromonas spp e E. colí 

e Aeromonas spp e Salmonella spp pesquisadas no presente estudo 

também não foram estatisticamente significativas. O mesmo foi observado 

por PIANETTI e col (1998) e ROCHA (2004). 

Outra relação descrita na literatura corresponde a associação 

entre a ocorrência de espécies do gênero Aeromonas spp e populações de 

copépoda (DUMONTET e col. 1996), entretanto, no presente estudo, essa 

correlação não foi estatisticamente significativa (p>0,05). 

O elevado número de cepas de Aeromonas spp encontrado nas 

águas dos pesqueiros também se refletiu nas amostras de peixes, tanto no 

período seco (352) quanto no chuvoso (370). 

Esse resultado pode ser visualizado na Figura 13 entre os 

estabelecimentos analisados, na qual se observa um elevado número de 

pesqueiros cujos peixes apresentavam-se contaminados por Aeromonas 

spp. Em metade dos estabelecimentos esse gênero foi registrado nos 

peixes, sendo este valor mais alto nos meses de maior precipitação 

pluviométrica (verão), chegando a pouco mais de 70% do total dos 

pesqueiros analisados. 

Vários autores também reportaram isolados de Aeromonas spp 

em várias partes do corpo de peixes, inclusive de tilápias, como será 

descrito no próximo item (OGBONDEMINU e OKOYE 1992, EASA e col. 

1995, KHALlL e HUSSEIN 1997, RALL e col. 1998, GONZÁLEZ e col. 2001, 
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VIVEKANANDHAN e col. 2003 e HATHA e col. 2004, AL-HARBI e UDDIN 

2004). 

Esse resultado foi influenciado pela grande quantidade de cepas 

de Aeromonas spp nas águas dos pesqueiros. São bactérias autóctones do 

ambiente aquático e portanto, a sua presença pode ser sempre esperada, 

mas a sua contaminação nos peixes pode ser controlada mais facilmente se 

estes forem mantidos em águas dentro dos padrões, não apenas 

microbiológicos, mas também físico-químicos, além de baixa densidade 

populacional, uma vez que esses fatores atingem diretamente o sistema 

imunológico dos peixes e que caso não sejam observados, os tornam os 

animais enfraquecidos e sujeitos a contaminação microbiológica, inclusive 

por Aeromonas spp. 

6.2.2. Diversidade 

Na atual pesquisa foi observado, nas amostras de águas e peixes 

analisadas, tanto para a época seca quanto chuvosa, uma elevada 

diversidade de espécies do gênero Aeromonas (Figura 14). 

Das 18 espécies já descritas em literatura, 11 (61%) delas foram 

encontradas nas amostras de água e 10 (55,5%) nas amostras de peixe, 

independente do período (Figuras 15, 16, 17 e 18). Entre as espécies 

patogênicas de maior importância em saúde pública e que ocorreram em 

maior proporção, nas amostras de água foram: A. schubertii (34,5%), A. 
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jandaei (24,5%), A. trota (18%) e A. veronii sobria (16,3%), independente do 

período pesquisado (Figura 16). 

Para as demais espécies mencionadas anteriormente, não foram 

encontrados estudos adicionais que complementassem esse resultado, 

provavelmente porque muitos pesquisadores ainda utilizam a classificação 

clássica que permite a identificação de apenas três espécies: A. sobria, A. 

hydrophila e A. caviae. No presente estudo, a classificação utilizada para 

Aeromonas spp baseou-se nos artigos mais atuais publicados até o 

momento (Quadro I). 

PIANETTI e col. (2004), estudando a presença de espécies de 

Aeromonas em amostras de água poluída, verificaram uma maior 

prevalência de cepas de A. veronii sobria, ao contrário de A. hydrophila que 

foi a menos freqüente, o que pode ser explicado pelo fato dessa espécie ser 

encontrada preferencialmente em águas mais limpas. No presente trabalho 

A. hydrophila também foi a espécie menos isolada (Figuras 15, 16, 17 e 18), 

confirmando, de certa forma, o elevado grau de poluição presente nas águas 

dos pesqueiros analisados. 

Outro ambiente em que cepas de A. v. sobria foram encontradas 

em grande quantidade, foi no Rio Foglia (Itália), onde as águas são 

comumente utilizadas para atividades recreacionais, portanto, com um 

elevado nível de impacto (PIANETTI e col. 1998). 

Um dos fatores ambientais que pode estar favorecendo na 

manutenção dessa espécie, foi sugerido por BENCHOKROUN e col. (2003), 

quando observaram que entre as espécies de Aeromonas pesquisadas, A. v. 
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sobria mostrou-se a mais resistente aos efeitos nocivos dos raios solares 

quando comparada a A. hydrophila. 

Outro estudo com resultados muito semelhantes ao encontrado 

no presente trabalho foi a pesquisa conduzida por MA TTÉ, em 1995, na qual 

a autora observou maior prevalência de A. v. sobria, em águas da Represa 

Guarapiranga, responsável pelo sistema de abastecimento para significativa 

parcela da população da Região Metropolitana de São Paulo e utilizada 

também como local de intensa atividade recreacional, portanto, ambiente tão 

impactado quanto os pesqueiros estudados. 

No presente estudo, outras espécies que ocorreram, porém em 

número reduzido foram A. popoffii, A. media, A. caviae e A. simiae (Figuras 

15, 16, 17 e 18), que são poucos comentados na literatura e relatados como 

frequêntes em amostras de água doce pesquisadas: A. popoffii (8%), A. 

media (7%) e A. caviae (13%) quando comparadas a A. v. veronii (44%) 

(SOLER e col. 2002). 

Em relação às amostras de peixe estudadas, as espécies 

patogênicas de maior importância em saúde pública e que ocorreram em 

maior proporção foram: A. veronii sobria (38,2%), A. schuberlii (25,6%), A. 

trota (20,5%) e A. jandaei (12%) (Figura s 17 e 18). 

GONZÁLEZ e col. (2001), também isolaram cepas de A. veronii 

sobria em pisciculturas, sendo a segunda espécie mais prevalente em 

amostras de Salmor trutta, Oncorhynchus mykiss e Esox lucius,. ao contrário 

de A. schuberlii que foi uma das menos freqüentes. 
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Resultado similar foi o relatado por BERNARDES e cal. (2003), 

estudando a contaminação por Aeromonas spp em viveiros de pacu 

(Piaractus mesopotamicus). 

Outra espécie isolada em amostras de peixe, porém em pequena 

quantidade (Figuras 17 e 18), foi a A. hydrophila, responsável por grandes 

prejuízos aos piscicultores. É capaz de provocar septicemia hemorrágica 

bacteriana nos peixes, conhecida também como "peste vermelha", "boca 

vermelha", "peste das enguias de água doce", "ascite infecciosa" entre 

outros (ALEXANDRINO de PEREZ e cal. 2000, SHAO e cal. 2004). 

Essa espécie acomete principalmente trutas e carpas, mas sua 

ocorrência também já foi descrita em tilápias (Tilápia rendali, Oreochromis 

niloticus e Sarotherodon sp) (EASA e cal. 1995, KHALlL e HUSSEIN 1997, 

ALEXANDRINO de PEREZ e cal. 2000, GONZÁLES-RODRíGUEZ e cal 

2002, VIVEKANANDHAN e cal. 2003, HATHA e cal. 2004). 

Em 2004, HATHA e coL, estudando peixes de água doce 

mantidos em cativeiro, observaram o predomínio de A. hydrophila (61 %) no 

interior da cavidade intestinal, seguido por A. caviae (30%) e A. v. sobria 

(7%). Neste caso, A. v. sobria não estava entre as espécies mais 

prevalentes, como verificado no presente estudo. 

Em relação à espécie A. schuberlii, não há muitas referências a 

seu respeito, principalmente em amostras ambientais, entretanto é uma 

bactéria que apresenta muitos fatores de virulência como produção de 

amilases, proteinases, ~-hemolisinas e toxinas (CARNAHAN e cal. 1989, 

KOKKA e cal. 1992). 
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Apesar dessa espécie ser mais freqüentemente encontrada em 

amostras clínicas, no presente estudo foi uma das espécies mais prevalente 

(Figura 18); contudo, estava ausente na pesquisa realizada por SOLER e 

col. (2002) com amostras de água doce. 

6.2.6. Perfil Plasmidial 

Entre as espécies submetidas à análise do perfil plasmidial, foram 

encontradas as seguintes porcentagens quanto à ocorrência de pelo menos 

1 plasmídio do total de cepas isoladas para cada uma dessas espécies: A. 

hydrophila 15/19 (79%), A. veronii sobria 65/114 (73%), A. jandaei 84/115 

(57%), A. schuberlii 103/125 (74%), A. trota 83/110 (75%), A. bestiarium 

22/29 (76%) e A. popoffii 2/3 (67%) (Figura 19 e Tabela 1). 

Pesquisa semelhante foi realizada por BROWN e col. (1997), os 

quais também observaram várias cepas do gênero Aeromonas que 

continham pelo menos 1 plasmídio, isoladas de amostras ambientais: A. 

hydrophila (11%), A. veronii sobria (40%) e A. caviae. (15%). Para MATTÉ 

(1996), o resultado obtido acompanhou a seguinte proporção: A. hydrophila 

(13,4%), A. v. sobria (33,3%) e A. jandaei (53,3%), todas provenientes 

também de amostra ambiental sujeita a contaminação química, física e 

biológica. 

Tanto MATTÉ (1996) como BROWN e col. (1997) não 

encontraram correlação entre presença de plasmídios e a produção de 

fatores de virulência entre as cepas estudadas. 
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A Figura 20, demonstra a distribuição de espécies de Aeromonas 

distribuídas entre as amostras pesquisadas, onde é possível verificar uma 

grande ocorrência de cepas com plasmídio, nas amostras de água e peixe. 

RADU e col. (2003) também verificaram plasmídios em A. caviae (1), A. 

hydrophila (6) e A. veronii sobria (27) isoladas de 87 amostras de Tilapia 

mossambica provenientes de um mercado na Malásia. Nesta pesquisa, A. 

veronii sobria estava entre as cepas que apresentou grande quantidade de 

plasmídios, observado também no presente estudo (Figura 19). 

A variedade de tamanhos e quantidades de DNA plasmidiais 

encontrados podem diferir entre bactérias da mesma espécie ou não, devido 

a capacidade de transferência e perda de plasmídios no decorrer de sua 

existência. De maneira geral, a ocorrência de um maior número de 

plasmídios e altos pesos moleculares em um organismo, indica uma maior 

quantidade de informações genéticas que podem estar relacionadas a 

capacidade de resistir a ambientes impactados. 

No presente estudo, cada espécie pesquisada apresentou, de 

maneira geral, um perfil plasmidial característico, constituído por plasmídios 

de vários tamanhos (Figuras 21 e 22). 

A diferença entre a quantidade de bandas de DNA plasmidial 

encontradas para as diferentes espécies de Aeromonas, sugerem, de modo 

superficial, a relação entre esses elementos a cada uma das espécies 

analisadas, onde A. veronii sobria demonstrou um predomínio de 10 a 12 

plasmídios (Figura 21A); A. jandaeii de 9 a 13 plasmídios (Figuras 21 B e 

22A); A. schuberfii de 7 a 8 plasmídios (Figuras 21C e 22D); A. trota de 5 
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plasmídios (Figuras 21 D e 22A); A bestiarium de 2 plasmídios e A 

hydrophila de 1 a 2 plasmídios (Figura 22C). Quanto a A popoffii, em virtude 

do reduzido número de cepas isoladas (3), não foi possível identificar um 

predomínio de número de plasmídio como verificado nas demais espécies 

(Tabela 1). Embora essa análise não apresente correlação com as 

características bioquímicas, pode auxiliar futuras pesquisas relacionadas à 

análise de perfis plasmidiais de espécies do gênero Aeromonas 

provenientes sobretudo de ecossistemas impactados como os pesqueiros 

analisados. 

Apesar desse ambiente não ter favorecido o predomínio de cepas 

de A hydrophila, foi a espécie que, proporcionalmente, apresentou mais 

ocorrência de pelo menos 1 plasmídio, como pode ser observado na Figura 

19. Isso pode sugerir uma forma de adaptação da espécie frente ao 

ambiente impactado dos pesqueiros. Além disso, 47% das cepas continham 

plasmídios de alto peso molecular, entre 23,1 a 80kb, sugerindo maior 

quantidade de informações presentes nos genes desses plasmídios (Anexo 

I). 

HANES e CHANDLER (1993), estudando cepas de A hydrophila 

resistentes a novobiocina e carbenicilina, verificaram que os genes 

responsáveis por essa resistência estavam presentes no DNAplasmidial e 

não no DNAcromossomal como se pensava. 

Alguns autores verificaram que essas formas de resistência em 

isolados de A hydrophila estavam relacionadas ao resultado de 
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transferência de genes a partir de cepas de Escherichia coli (SON e col. 

1997 e WARREN e col. 2004). 

Nessa mesma linha de pesquisa, RHODES e col. (2000), 

pesquisando a distribuição geográfica de plasmídios relacionados a 

resistência a oxitetraciclina entre cepas de Aeromonas spp e E. coli 

procedentes de hospitais e pisciculturas, concluíram que esses dois 

sistemas representavam um único compartimento de grande interação e que 

estava funcionando como um importante disseminador potencial de 

plasmídios. 

Esses estudos inferem uma importante relação entre presença de 

plasmídios e resistência a diferentes agentes antimicrobianos, que pode 

ocorrer em ambientes impactados, demonstrando, com isso, a necessidade 

de mais pesquisas voltadas ao gênero Aeromonas, especialmente sobre 

assuntos relacionados à presença de plasmídios codificadores de diferentes 

tipos de resistência bem como a sua capacidade de recepção e 

transferência entre bactérias intra e interespecíficas. A ocorrência desses 

plasmídios em bactérias alóctones ou autóctones do ambiente aquático 

representa uma enorme preocupação de interesse em saúde pública, como 

verificado também por MAnÉ (1996), PICKUP e col. (2003), HATHA e col. 

(2004). 
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6.3. Aspectos de Interesse em Saúde Pública 

6.3.1. Qualidade da Água 

Em face dos resultados obtidos como a ocorrência de elevadas 

contagens de indicadores de contaminação fecal acima do limite 

preconizado pelo CONAMA e pela presença de cepas patogênicas de 

Salmonel/a spp e Escherichia coli, bem como da alta prevalência de 

bactérias patogênicas autóctones do ambiente aquático, como o gênero 

Aeromonas, é fundamental o controle e manejo adequado das águas e 

peixes pertencentes a esse tipo de sistema de pesca esportiva denominado 

pesque-pague. 

Deficiências em relação ao controle e manejo adequado também 

foram verificadas em outros pesqueiros do tipo pesque-pague do Estado de 

São Paulo, onde proprietários e funcionários, a maioria, desqualificados não 

tinha conhecimento sobre algumas questões básicas como quantidade de 

peixes introduzidos no sistema, necessidade de oxigenação, tratamento dos 

resíduos de peixe e esgoto doméstico de modo a evitar a disseminação de 

doenças, prevalecendo, no entanto, métodos do tipo tentativa e erro 

(KITAMURA e col. 1999, VENTURIERI 2002). 

Esses autores observaram que de forma geral, os resultados 

indicaram baixa qualidade da água utilizada nos pesqueiros, dado 

confirmado também no presente estudo, onde mais da metade dos 

estabelecimentos, no período seco, estavam em desacordo com os limites 
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microbiológicos recomendados, tanto para contagens de coliformes fecais 

quanto para presença de Salmonella spp (Figura 11). 

Uma das vias de contaminação por esses organismos entéricos 

pode estar relacionada a diversas fontes como a influência das chuvas no 

carreamento de fezes de animais domésticos ou selvagens (garças e 

lontras) que circulam próximos às lagoas e de adubo orgânico proveniente 

de atividades agrícolas nas proximidades dos pesqueiros, dois aspectos 

observados em 75% dos pesqueiros estudados (ESTEVES e col. 2003); ou 

então despejo de matéria orgância, bem como o lançamento de águas de 

transporte pré-contaminadas originárias de ecossistemas aquáticos artificiais 

ou naturais de outras localidades (CRABILL e col. 1997, KITAMURA e col. 

1999, VENTURIERI 2002, ALEXANDRINO de PEREZ e CARVALHO FILHO 

2003, KELSEY e col. 2004). 

Diante do exposto, é fundamental que os piscicultores estejam 

muito atentos a todas essas possíveis rotas de contaminação, uma vez que 

quanto maior a quantidade de poluentes nas águas dos pesqueiros, maior 

será a taxa de doenças e mortalidade dos peixes (KHALlL e HUSSEIN 1997, 

KOLAR e LODGE 2001, GUZMÁN e col. 2004). 

Diante de um ambiente estressante com elevada quantidade de 

material fecal, nutrientes, algas fotossintetizantes, agentes antimicrobianos, 

além de elevada densidade íctiia, deficiência de oxigênio dissolvido e baixa 

qualidade dos alimentos, os peixes tornam-se vulneráveis ao ataque de 

microrganismos, especialmente bactérias (MARKOOVÁ e JEEK 1994, AL

HARBI e UDDIN 2004, CONTE 2004, EL-SHAFAI e col. 2004). 
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As bactérias são capazes de ultrapassar as barreiras protetoras, 

tais como o muco encontrado na superfície do corpo e os glóbulos brancos 

presentes nas brânquias e intestino, atingindo, desse modo, os diferentes 

tecidos e órgãos desses animais (OGBONDEMINU e OKOYE 1992, PAUL e 

DAS GUPTA 1992, FATALL e col. 1993, KHALlL e HUSSEIN 1997, 

GUZMÁN e col. 2004). 

Esse tipo de contaminação, especialmente a bacteriana, aos 

quais os peixes estão susceptíveis, torna-se mais grave quando se 

considera o crescente número de bactérias nesse tipo de sistema de 

aqüicultura, cada vez mais resistentes às múltiplas substâncias 

antimicrobianas. 

Apenas 6,7% dos proprietários confirmaram a utilização de 

antibióticos em suas lagoas (ESTEVES e col. 2003), porém sabe-se que 

essa prática é largamente empregada entre os piscicultores como medida 

preventiva de enfermidades que acometem os peixes (CDC 1999, 

VIVEKANANDHAN e col. 2002, LALUMERA e col. 2004). 

Diversos autores têm relatado a ocorrência de enterobactérias e espécies do 

gênero Aeromonas isoladas do ambiente aquático ou de amostras de 

peixes, resistentes a inúmeros antibióticos, incluindo não somente aqueles 

recomendados pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento disposto 

na Instrução Normativa nO 42 de 20/12/99 para uso na aqüicultura 

(tetraciclina, eritromicina e oxitetraciclina), como também a carbenicilina, 

estreptomicina, cloranfenicol, ampicilina, bacitracin, cefalotina, cefoxitina, 

amoxicilina, lincomicina, meticilina, novobiocina, oxacilina, penicilina, 
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rifampicina e trimetoprim-sulfametoxazol, vancomicina, kanamicina, 

sulbactam-ampicilina, gentamicina, polimixina 8, ciprofloxacina, 

flouroquinolona e cefalosporina (ARVANITIDOU e col. 1997, URRIZA e col. 

2000, SOLER e col. 2002, VIVEKANANDHAN e col. 2002, COSTA 2003, 

RADU e col. 2003, YAN e col. 2003). 

Apesar de a maioria dos proprietários não terem confirmado o uso 

de antibióticos nas águas dos pesqueiros estudados, estes relataram a 

utilização de alguns produtos em caso de doenças, como dimilin, sal grosso, 

formol e sulfato de cobre (ESTEVES e col. 2003). Embora não tenha havido 

correlação estatisticamente significativa entre esses produtos e número de 

cepas isoladas de Aeromonas e enterobactérias pesquisadas, foi possível 

observar várias cepas de Aeromonas spp contendo plasmídios que são 

estruturas relacionadas à resistência aos diversos tipos de agentes 

antibactericidas (Figuras 21 e 22). 

Assim, pode-se sugerir que a ocorrência desses elementos extra

cromossômicos nas cepas de Aeromonas spp analisadas, podem estar 

relacionada às diversas substâncias antimicrobianas e ao elevado grau de 

eutrofização (MERCANTE e col. 2004) e contaminação fecal presentes nas 

águas dos pesqueiros estudados. 

Embora a presença desses plasmídios nas células bacterianas 

não seja uma condição vital para sua sobrevivência, pode aumentar as suas 

chances de sobrevivência quando mantidas em ambientes impactados como 

os sistemas intensivos de pesca. 
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Até mesmo para bactérias alóctones ao ecossistema aquático, 

como as enterobactérias, DNA plasmidial não analisado na presente 

pesquisa, alguns autores relataram que essas bactérias carregam 

plasmídios em suas células bem como possuem a capacidade de transferi

los a outras bactérias do mesmo gênero ou não, como as Aeromonas spp 

(ARANA e col 1997, ALM e col 2003, PICKUP e col. 2003, HATHA e col. 

2004 e WARREN e col. 2004). 

Diante dessas informações, verifica-se que o manejo dessas 

águas destinadas à recreação devem ser muito bem administrada, uma vez 

que qualquer alteração física, química ou biológica, refletirá sobre a 

comunidade microscópica e macroscópica do meio aquático, muitas vezes 

não perceptível a curto prazo. 

6.3.2. Qualidade do Peixe 

A ocorrência de contagens de coliformes fecais, acima do limite 

preconizado pelo CONAMA (1 03MNP/1OOmL), o qual equivale ao mesmo 

valor recomendado pela Organização Mundial da Saúde (WHO 1989), é 

muito importante como parâmetro indicador da qualidade da água, uma vez 

que elevados níveis de coliformes fecais nas águas de pesqueiros podem 

comprometer a qualidade microbiológica dos peixes. 

Diversos autores relataram a ocorrência de coliformes fecais, 

Escherichia colí, Salmonella spp e Aeromonas spp em peixes provenientes 



Discussão 91 

do sistema aquícola não somente na pele dos peixes (tilápias, em sua 

maioria), mas nas brânquias, no intestino, fígado, rins e musculatura, 

principalmente porque a contagem de coliformes fecais nas águas onde os 

peixes eram mantidos, chegava próxima a 103UFC/100mL ou superiores a 

esta (POLPRASERT e col. 1984, MARA e CAIRNCROSS 1989, 

OGBONDEMINU e OKOYE 1992, PAL e DAS GUPTA 1992, FATAL L e col. 

1993, EASA e col. 1995, KHAUL e HUSSEIN 1997, GONZÁLEZ e col. 2001, 

SORUM e L'ABÉE-LUND 2002, UMA e REIS 2002, VIVEKANANDHAN e 

col. 2003, AL-HARBI e UDDIN 2004, EL-SHAFAI e col. 2004, GUZMÁN e 

col. 2004, HATHA e col. 2004). 

Essa informação é muito importante, principalmente porque se 

pensava que a esterilidade era condição inerente do tecido muscular dos 

peixes (OGAWA e MAIA 1999). Em pisciculturas e sistemas de pesca 

esportiva, onde os peixes permanecem confinados por um certo tempo e ao 

final são destinados ao consumo, é fundamental que a qualidade 

microbiológica de suas águas sejam constantemente monitoradas por 

técnicos especializados. 

No presente estudo, 30% dos pesqueiros analisados apresentou 

contagens de coliformes fecais, em suas águas, acima do permitido pelo 

CONAMA (103 MNP/100mL), resultado que influenciou a contagem de 

coliformes fecais sobre a superfície das tilápias pesquisadas da seguinte 

maneira: 63,3% dos pesqueiros apresentaram pelo menos 1 amostra de 

tilápia em desacordo com a ANVISA de 19/09/97 (>102 NMP/g) (UUSON 

2003). 
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Esses dados são muito importantes pois indicam que mesmo que 

a qualidade da água de um pesqueiro esteja em acordo com a legislação, 

não significa que os peixes também estarão, já que a proporção observada 

de pesqueiros em desacordo com a legislação, para cada uma das 

amostras, não foi semelhante, tanto que não foi verificada correlação 

estatisticamente significativa entre as amostras de água e peixe fora do 

padrão permitido (p>0,05). 

Em face das informações acima, verifica-se que uma grande 

quantidade das tilápias provenientes dos pesqueiros analisados apresentou 

elevadas contagens de coliformes fecais sobre a sua superfície (LlUSON 

2003). Essa contaminação, entretanto, pode ser muito mais generalizada, ou 

seja, outras regiões do peixe podem estar contaminadas, urna vez que 

esses animais se encontram em condição de estresse, o que determina 

enfraquecimento de seu sistema de defesa e também porque muitos 

alimentavam-se do sedimento (ESTEVES e col. 2003). 

Esse comportamento alimentar das tilápias favorece a ocorrência 

de uma flora microbiana predominantemente constituída por enterobactérias 

(E. coli, Salmonella spp) e por Aeromonas spp, que uma vez no trato 

intestinal podem contaminar o tecido muscular como relatado por AL -HARBI 

e UDDIN (2004). 

A sobrevivência desses organismos nos sedimentos é favorecida 

pela baixa temperatura e ausência de radiação solar, elevada presença de 

nutrientes e proteção contra ação de predadores, funcionando como um 

verdadeiro reservatório poluidor do ambiente e potencial risco à saúde dos 
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peixes e dos consumidores (CRABILL e col1999, LlNDER e col1999, AN e 

col. 2002, ALM e col. 2003, AL-HARBI e UDDIN 2004). 

Em vista dessas informações, os usuários de pesque-pague 

devem estar atentos quanto à escolha dos pesqueiros, não se importando 

somente com a piscosidade; mas com a transparência da 

água;.comportamento natatório dos peixes e presença de animais próximos 

às lagoas. Como consumidores devem tomar muito cuidado com o manuseio 

correto desse alimento proveniente de águas, muitas vezes, inadequadas 

para a prática da atividade. 

De modo geral, uma das medidas que podem auxiliar na 

manutenção de peixes mais sadios dentro de um ambiente de lagoas como 

os pesque-pague são: a inexistência de animais de pequeno e grande porte 

à montante das lagoas de pesca; o lançamento, em excesso, de matéria 

orgânica (ração); altas densidades de peixes em qualquer um dos períodos 

do ano; utilização apenas de águas de nascente; aumento da capacidade de 

vazão entre os lagos; limpeza periódica dos tanques e monitoramento da 

qualidade das águas e dos peixes utilizados. 

6.3.3. Boas Práticas de Manipulação 

Foi constatado em vários países, que a maioria dos surtos de 

toxinfecçães alimentares estava relacionada ao consumo do pescado, 

resultado do manuseio inadequado do alimento, sobretudo em 
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estabelecimentos comerciais com serviço de restaurante e até mesmo em 

lares, durante o preparo de refeições GERMANO e col. (1993). 

As precauções com o consumo de alimentos provenientes de 

atividades recreacionais como os pesque-pague, devem ser redobradas, 

uma vez que, representam uma importante rota de contaminação ao homem 

por dispersarem patógenos aquáticos capazes de provocar graves impactos 

na economia e na saúde pública, como mencionados anteriormente, 

O consumidor deve ser cuidadoso nos procedimentos 

empregados, desde o momento da captura dos peixes até o momento de 

consumi-los. 

Após a morte do peixe, inicia-se a autólise determinada por suas 

próprias enzimas. Durante esse estágio, o número de microrganismos 

presentes sobre a pele, brânquias e no interior da cavidade intestinal 

aumentam rapidamente com a penetração em vários tecidos através do 

sistema vascular, os quais liberam enzimas, iniciando a etapa de 

decomposição. Por isso, devem ser acondicionados em isopor juntamente 

com gelo em pequenos pedaços para que a maior parte da superfície dos 

peixes permaneça refrigerada. 

É fundamental que o gelo utilizado seja de boa qualidade, 

proveniente de água potável, para que o peixe não se contamine com 

microrganismos presentes nesse produto (VIEIRA e col. 1997, PIMENTEL 

2000, FALCÃO e col. 2002). 

Falcão e col. (2002), analisando a qualidade microbiológica de 

gelos provenientes de seis estabelecimentos comerciais do município de 
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Araraquara, São Paulo, puderam isolar cepas de E. coli e Salmonella 

Enteritidis. Igualmente, VIEIRA e col. (1997) isolaram espécies patogênicas 

de Aeromonas em gelo utilizado em mercados de peixe no município de 

Mucuripe, Fortaleza 

O gênero Aeromonas apresenta uma grande capacidade de 

sobreviver a baixas temperaturas, variando entre 2 e 10°C, principalmente 

em alimentos rico em proteínas como a carne de peixes (CASTRO

ESCARPULLI e col. 2003). Essas bactérias têm sua patogenicidade 

aumentada com o decréscimo da temperatura em decorrência do aumento 

da expressividade de seus fatores de virulência (KIROV 1997). 

O manipulador deve ser cuidadoso ao manusear o peixe recém 

capturado, já que a carga microbiana presente no animal é extremamente 

elevada, sendo mais acentuada quanto maior o grau de poluição das águas. 

Os microrganismos presentes na superfície, nas guelras e vísceras dos 

peixes representam uma potente fonte de contaminação que pode ocorrer 

durante a manipulação do peixe. (EASA e col. 1995, GONZÁLEZ e col. 

2001, RADU e col. 2003, CONTE 2004, EL SHAFAI e col. 2004, GUZMÁN e 

col. 2004). 

Em grande parte dos pesqueiros, oferece-se o serviço de limpeza 

e filetamento dos peixes, porém na maioria das vezes, essa manipulação do 

peixe é realizada por funcionários sem o menor preparo e conhecimento 

sobre as boas práticas de manipulação, comprometendo a qualidade dos 

filés, principalmente através da contaminação cruzada (VENTURIERI 2002). 



Discussão 96 

A contaminação cruzada é extremamente perigosa, 

especialmente se o peixe não for submetido a uma cocção adequada ou se 

for ingerido cru como sashimi, prato da culinária japonesa que vem se 

popularizando muito no Brasil e que costuma ser preparado em vários 

estabelecimentos pesqueiros do Estado de São Paulo (GERMANO 1993, 

VENTURIERI 2002, HAMADA-SATO e col. 2004). 

Além do perigo da contaminação cruzada, o tecido muscular 

desses peixes já pode estar contaminado por microrganismos patogênicos 

resistentes provenientes do próprio ambiente dos quais o peixe advém, 

como descrito anteriormente, potencializando ainda mais o risco à saúde dos 

consumidores. 

Esse prato está associado a diversos surtos de gastrenterites de 

origem alimentícia relacionado, sobretudo ao gênero A eromonas , em 

especial a A. hydrophila, tanto que, em 1984, a FOA (Food Orug 

Administration) incluiu a espécie na lista dos principais patógenos de origem 

alimentar (ISONHOOO e DRAKE 2002). 

Considerando a discussão de todas essas informações referentes 

à ocorrência de indicadores fecais nas águas dos pesqueiros, 

contaminações dos peixes pelo excesso de carga microbiológica, presença 

de bactérias patogênicas emergentes de interesse em saúde pública e 

principalmente o manejo inadequado praticado nesse tipo de sistema, 

destinado ao lazer e sobretudo ao consumo do peixe capturado, mais 

pesquisas devem ser estimuladas em relação à qualidade microbiológica de 

águas de pesqueiros, que são extremamente escassos tanto no Brasil 
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quanto em outros países, a fim de alertar e orientar de forma correta os 

piscicultores, proprietários de pesqueiros tipo pesque-pague e os usuários. 



Conclusões 98 

8 CONCLUSÕES 

o presente estudo permitiu concluir que: 

• No período seco, mais da metade (53,3%) dos estabelecimentos 

estavam com a qualidade microbiológica de suas águas 

comprometida para o exercício da atividade, segundo presença de 

coliformes fecais, considerando o limite estabelecido pelo CONAMA 

N° 20 de 01/06/86, e ocorrência de cepas de Salmonella spp; 

enquanto que na fase chuvosa, essa proporção foi de 33,3%. 

• Verificou-se que as provas bioquímicas (IAL) e sorológicas não 

evitaram alguns resultados falso positivos, confirmados 

posteriormente pela técnica molecular, a qual possibilitou a 

identificação de 14 (58%) cepas em nível de gênero, de um total de 

24 cepas positivas para Salmonella spp, identificadas a partir de 

provas bioquímicas. A pesquisa não demonstrou a presença de 

Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium. 

• Uma alta proporção de pesqueiros (>80%) continha cepas de 

Aeromonas spp presentes em suas águas, tanto no período seco 

quanto chuvoso. 

• As espécies de Aeromonas spp patogênicas mais prevalentes nas 

amostras de água na fase seca foram: A. jandaei (24,5%), A. trota 

(18%) e A. veronii sobria (16,3%), enquanto que na fase chuvosa 

foram: A schubertii (34,5%), A. veronii sobria (10,5%) e A. jandaeii 

(10%). 

• As espécies de Aeromonas spp patogênicas mais prevalentes nas 

amostras de peixe na fase seca foram: A. veronii sobria (38,2%), A. 
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trota (20,5%), A jandaeii (12%), enquanto que na fase chuvosa 

foram: A schuberlii (25,6%), A jandaei (10,5%) e A trota (10%). 

• Uma alta proporção de cepas atípicas de Aeromonas (Aeromonas 

spp) foram identificadas nas amostras de água (19,5%) e peixe 

(25,6%). 

• Entre as cepas pesquisadas, as espécies que apresentaram pelo 

menos 1 plasmídio, em ambos amostras (água e peixe) e períodos 

(seco e chuvoso), foram: A hydrophila (79%), A veronii sobria (73%), 

A jandaei (57%), A schuberlii (74%), A trota (75%), A bestiarium 

(76%) e A popoffii (67%), sugerindo a existência de genes 

relacionados à resistência nessas bactérias. 

• Não foi verificada correlação entre coliformes fecais e ocorrência de 

Aeromonas spp em nenhuma das épocas estudadas (p>0,05). 

• Não foi verificada correlação entre cepas de Salmone/la spp e 

ocorrência de Aeromonas spp em nenhuma das épocas estudadas 

(p>0,05). 
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9. Recomendações Gerais 

• Deve-se evitar o lançamento de matéria orgânica em excesso nas 

águas dos pesqueiros, de modo que a saúde dos peixes mantenha-se 

em equilíbrio. 

• A presença de animais próximos a lagoas localizadas a montante das 

lagoas de pesca devem ser evitados para que as mesmas não sejam 

contaminadas por material de origem fecal. 

• É aconselhável um monitoramento periódico da qualidade 

microbiológica das águas dos pesqueiros desde que realizada por um 

profissional competente. 

• Deve-se restringir o uso abusivo de agentes antimicrobianos nas 

águas das lagoas, para que se evite a evolução de linhagens mais 

resistentes de bactérias. O tratamento preventivo ou curativo dos 

peixes, deve ser orientado por um veterinário qualificado. 

• É fundamental a limpeza periódica dos tanques e a retirada do 

sedimento, para que se previna doenças em peixes que venham a se 

alimentar de sedimento. 
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GLOSSÁRIO 

Alóctone: organismo que não pertence, originalmente, ao habitat em que se 

encontra no momento. 

Bacteremia: condição em que há bactérias no sangue. 

Bactéria entérica: nome comum para bactérias da família 

Enterobacteriaceae, que habita o trato intestinal de seres humanos e outros 

animais. 

Bactérias gram-negativas: bactérias que perdem a cor da violeta de 

genciana após serem descoradas pelo álcool, permanecendo o rosa após 

tratamento com safranina, devido as características de sua parede celular. 

Bergey's Manual: referência taxonômica padrão das bactérias. 

Beta-hemólise: produção de uma zona clara ao redor das colônias em 

conseqüência do efeito da lise total das hemácias. 

Blofllme: comunidade microbiana que usualmente se forma como uma 

camada de lodo em uma superfície. 

Biologia molecular: ciência que trata da síntese e caracterização de DNA e 

proteinas pelos organismos vivos. 

Cepa: grupo de células derivado de uma única célula. 

Coliformes: bacilos gram-negativos aeróbicos ou anaeróbicos facultativos, 

formadores de endósporos, que fermentam a lactose com formação de ácido 

e gás em 48 horas a 35°C; são usados como organismo indicador para 

testes de pureza bacteriológica. 

Colônia: clone de células bacterianas em um meio sólido, que é visível a 

olho nu. 

Cultura de enriquecimento: cultura obtida em meio de cultura usado para o 

isolamento preliminar, que favorece o crescimento de um microrganismo em 

particular. 

Denaturação ou desnaturação: alteração drástica na conformação de uma 

proteína ou ácido nucléico pelo calor ou tratamento químico, resultando em 

perda da função biológica. 
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DNA: polinucleotídio de fita dupla, formado a partir de duas cadeias 

separadas de unidades de desoxirribonucleotídeos; carreador da informação 

genética. 

Enterotoxina: exotoxina que causa gastroenterite. 

Enzima hemolítica: enzimas que lisam os eritrócitos. 

Enzimas proteolíticas: enzimas que agem sobre as proteínas. 

Eutr6fico: corpo d'água caracterizado por altas concentrações de nutrientes 

e alta produtividade. 

Infecção: invasão ou proliferação de microrganismos no corpo. 

kb: kilo base. 

Lise: destruição de uma célula pela ruptura da membrana plasmática. 

Meio seletivo: meio de cultura designado para suprimir o crescimento de 

microrganismos indesejados e favorecer o crescimento daqueles desejados. 

Mes6filo: bactéria que cresce preferencialmente em uma faixa de 

temperatura entre 25° C e 400 C. 

Método do número mais provável (NMP): determinação estatística do 

número de coliformes por 100 ml de água ou 100 g de alimento. 

Patogenicidade: capacidade de um microrganismo de causar doença 

superando as defesas do hospedeiro. 

Patógeno emergente: microrganismo desconhecido, alterado ou conhecido, 

mas que não estava em evidência, que estejam envolvidos com o aumento 

de casos de determinada doença em uma população. 

Patógeno oportunista: microrganismo que normalmente não causa 

doença, mas que pode se tomar patogênico sob certas circunstâncias 

Pat6geno: organismo causador de doença. 

Peso molecular: soma dos pesos atômicos de todos os átomos que 

compõem uma molécula. 

Plasmídio: pequena molécula circular de DNA que pode estar presente em 

bactérias, que se replica independentemente do cromossomo. 

Polimerase: termo geral para designar uma enzima que catalisa a adição de 

subunidades a um polfmero, por exemplo, a DNA polimerase sintetiza DNA. 
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Primer de RNA: fita curta de RNA, usada para iniciar a síntese da fita 

intermediária de DNA, e para iniciar a reação da cadeia de polimerase. 

Reação em cadeia da polimerase (peR): técnica utilizando a DNA 

polimerase para fazer múltiplas cópias de um molde de DNA in vitro. 

Resultado falso-positivo: reação de positividade (aglutinação) entre a 

bactéria alvo e o anti-soro específico, mas que, na realidade, não 

corresponde à espécie ou gênero pesquisado. 

Septicemia:proliferação de bactérias no sangue, acompanhada de febre; 

algumas vezes causa lesão de órgãos. 

Sorologia: ramo da imunologia que estuda as reações antígeno-anticorpo. 

Sorotipo: variação dentro de uma espécie; também chamado sorovar 

Taxonomia: ciência que estuda a classificação dos organismos. 

Testes sorológicos: técnicas para identificação de grupos de 

microrganismos com base reação a anticorpos específicos. 

Virulência: grau de patogenicidade de um microrganismo. 
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Anexo I 

Aeromonas hvdrophila 

Amostra Período ND de plasmídios Peso molecular (kb) 
A CH O 
A CH O 
A CH O 
A CH O 
A CH 1 80 

A CH 2 80; 23,1 

A CH 2 33; 16,2 

A CH 2 5,5; 3,3 

A SE 3 33; 16,2; 6,5 

A CH 7 80; 53; 23,1; 16,2; 3,8; 3,3; 2,3 

P SE 1 16,2 

P SE 1 80 
P SE 2 80; 23,1 

P CH 2 33; 16,2 

P SE 3 80; 43; 23,1 

P SE 3 80; 43; 23,1 

P SE 3 80; 43; 23,1 

P SE 4 80; 43; 23,1; 9,4 

Nota: A=água; P= peixe; CH=período chuvoso; SE=período seco 

Amostra 
A 
A 
A 

Período 
CH 
CH 
SE 

Aeromonas popoffii 

NO de plasmídios 
o 
1 
6 

Peso molecular (kb) 

80 
80; 33; 23,1; 9,4; 6.5; 4,4 

Nota: A=água; P=peixe; CH=período chuvoso; SE=período seco 

Anexo I 

N'"da Cepa 

486 
514 

515 

5n 
604 
498 

432 

663 

140 

511 

3A 

50 

3B 

463 

4 

7A 

7B 

8A 

NO da cepa 
565 
735 
52 



Anexo 1/ 

Anexo 11 

Aeromonas iandaei 

Amostra Período 
NO de 

Peso molecular (kb) 
NO 

plasmidios da cepa 
A SE O 7 

A SE O 9 

A SE O 16 

A SE O 30 
A SE O 34 
A SE O 67 

A SE O 838 

A SE O 85A 

A SE O 90 

A SE O 95 

A SE O 103 

A SE O 129 

A SE O 130 

A SE O 149 

A SE O 150 

A SE O 156 

A SE O 178 

A SE O 181 

A SE O 209 

A SE O 211 

A SE O 215 

A SE O 220 

A SE O 2788 

A SE O 281 

A SE 1 23,1 12 

A SE 23,1 19 

A SE 80 55 

A SE 1 80 58 

A SE 1 80 61 

A SE 1 80 1538 

A SE 1 80 227 

A SE 1 1,6 242 

A SE 23,1 293 

A SE 1 23,1 297 

A SE 2 33; 23,1 5 

A SE 2 80; 23,1 13 

A SE 2 33; 23,1 46 

A SE 2 80; 23,1 154 

A SE 3 33; 23,1; 3,3 11 

A SE 3 80; 33; 23,1 62 

A SE 3 3,8; 2,8; 2,0 100 

A SE 3 9,4; 4,4; 3,3 188 

A SE 3 6,5; 4,1; 3,0 213 



Anexo" 

Continuação 

Aeromonas iandaei 

Amostra Periodo 
~de 

Peso molecular (kb) 
~ 

plasmidios da cepa 
A SE 3 3,3; 2,8; 2,3 228 

A SE 3 4,3; 3,3; 2,3 334 

A SE 4 23,1; 6,5; 5,5; 4,4 1018 

A SE 4 23,1; 6,5; 4,4; 4,1 1688 

A SE 4 23,1; 6,5; 4,4; 4,1 170 

A SE 4 23,1; 6,5; 4,4; 4,1 171 

A SE 4 23,1; 16,2; 1,6; 1,3 233 

A SE 4 23,1; 6,5; 4,3; 3,0 290 

A SE 8 23,1; 6,4; 4,4; 3,3; 2,8; 2,0; 1,6; 1,0 51 

A SE 8 23,1; 8,0; 6,5; 5,8; 4,4; 4,1; 3,3; 3,0 175 

A SE 8 23,1; 8,0; 6,5; 5,8; 4,4; 4,1; 3,3; 3,0 176 

A SE 8 23,1; 8,0; 6,5; 5,8; 4,4; 4,1; 3,3; 3,0 1n 
A SE 8 23,1; 16,2; 6,5; 5,5; 4,4; 4,1; 3,3; 3,0 194 

A SE 9 80; 23,1; 16,2; 6,5; 5,5; 4,4; 4,1; 3,3; 3,0 192 

A SE 9 80; 23,1; 16,2; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3; 2,3; 1,3 193 

A SE 9 33; 23,1; 16,2; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3; 2,3; 1,3 1958 

A SE 10 80; 23,1; 16,2; 6,5; 4,4; 4,1; 3,8; 3,3; 2,0; 1,3 187 

A SE 13 
33; 23,1; 16,2; 6,5; 5,5; 5,1; 4,4; 4,1; 3,3; 3,0; 

196 
2,3; 2,0; 1,3 

A CH O 345 

A CH O 424 

A CH O 455 

A CH O 536 

A CH O 539 

A CH O 540 

A CH O 544 

A CH O 552 

A CH O 599 

A CH O 606 

A CH O 617 

A CH O 626 

A CH O 629 

A CH O 664 

A CH 1 80 499 

A CH 1 2,3 602 

A CH 3 33; 23,1; 6,5 428 

A CH 3 23,1; 4,4; 4,1 527 

A CH 8 80; 23,1; 16,2; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3 363 

A CH 8 80; 23,1; 16,2; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3 380 
p SE O 53 

P SE O 105 

P SE 80 140 

P SE 1 80 151 



Anexo 11 

Continuação 

Aeromonas [andaei 

Amostra Periodo 
NO de 

Peso molecular (kb) 
NO 

plasmídios da cepa 
P SE 1 80 146 

P SE 1 33 210 
p SE 1 80 243 
p SE 2 33; 23,1 178 

P SE 2 33; 23,1 21 

P SE 2 33; 23,3 26 

P SE 3 33; 23,1; 5,8 219 

P SE 3 80; 43; 23,1 16A 

P SE 4 33; 6,5; 5,5; 4.4 233 

P SE 4 33; 6,5; 5,5; 4,4 237 

P SE 7 80; 43; 23,1; 6,5; 3,3; 2,3; 2,0 9A 

P SE 7 80; 43; 23,1; 6,5; 3,3; 2,3; 2,0 98 

P SE 7 80; 43; 23,1; 6,5; 3,3; 2,3; 2,0 9C 

P CH O 281 
p CH O 465 

P CH O 486 

P CH O 488 

P CH O 496 

P CH O 519 

P CH O 547 

P CH O 555 

P CH O 603 
p CH 1 80 347 

P CH 1 80 587 

P CH 1 5,5 606 
p CH 2 33; 16,2 325 

P CH 2 80; 16,2 594 

P CH 33; 23,1 613 

P CH 7 23,1; 9,4; 5,5; 4,4; 3,3; 2,8; 2,0 467 

Nota: A=água; P=peixe; CH=período chuvoso; SE=período seco 



Anexo 111 

Anexo 111 

Aeromonas trota 

Amostra Periodo N de plasmidio Peso mcIecuIar (kb) N"dacepa 

A SE o 4 

A SE o 6 

A SE o 24 

A SE o 64 

A SE o 66 
A SE o 83A 

A SE o 85B 

A SE o asA 

A SE o 86B 

A SE o 92 

A SE o 101A 

A SE o 117 

A SE o 135 

A SE o 141 

A SE o 221 

A SE 80 25 

A SE 80 54 

A SE 80 56 

A SE 80 138 

A SE 80 143 

A SE 80 147 

A SE 80 152 

A SE 1 80 153A 

A SE 1 80 158 

A SE 2 33; 23,1 15 

A SE 2 33; 23,1 69 

A SE 2 23,1; 6,5 217 

A SE 3 80; 33; 23,1 10 

A SE 3 80; 33; 23,1 57 

A SE 3 23,1; 5,5; 4,3 99 
A SE 3 80; 43; 9,4 329 

A SE 4 33; 23,1; 5,5; 3,8 3 

A SE 4 23,1; 5,5; 4,3; 3,3 14 

A SE 4 23,1; 6,5; 4,3; 3,3 65 
A SE 4 6,5; 4,4; 2,8; 2,3 88 

A SE 4 23,1; 6,5; 4,4; 4,1 163 

A SE 4 23,1; 6,5; 4,4; 4,1 167 

A SE 5 23,1; 16,2; 6,5; 5,5; 4,4 102 

A SE 5 23,1; 16,2; 6,5; 5,5; 4,4 104 

A SE 5 80; 23,1; 5,5; 4,4; 4,1 160 

A SE 5 80; 23,1; 5,5; 4,4; 4,1 161 

A SE 6 43; 33; 23,1; 9,4; 6,5; 4,4 50 

A SE 6 80; 16,2; 6,5; 3,8; 3,3; 2,3 191 

A SE 7 80; 43; 23,1; 9,4; 6,5; 4,4; 3,3 59 

A SE 7 3,8; 2,8; 2,3; 1.8; 1,6; 1,3 93 



Anexo 111 

Continuação 

Aeromonas trota 

Amostra Periodo N de plasmidio Peso molecular (kb) N" da cepa 

A SE 13 
33; 23.1; 16,2; 6.5; 5.5; 5.1; ..... ; ".1; 3.3; 3.0; 2.3 

197 
2.0; 1.3 

A CH O 623 

A CH 80 504 

A CH 4." 535 

A CH 1 80 579 

A CH 80 613 

A CH 80 614 

A CH 80 618 

A CH 1 80 625 

A CH 2 80; 23.1 481 

A CH 2 80; 23.1 574 

A CH 3 80; 33; 6.5 437 

A CH 4 80; 4.4; 3.3; 2.8 487 
p SE O 27 

P SE O 36 
p SE O 38 

P SE O 39 
p SE O 49 

P SE O 51 

P SE O 54 

P SE O 83 

P SE O 161 

P SE O 163 

P SE 80 89 

P SE 80 41 

P SE 1 2.8 92 
p SE 80 141 

P SE 80 1 .. 5 

P SE 80 200 
p SE 1 33 192 

P SE 2 33; 23.1 lA 

P SE 2 33; 23,1 28 

P SE 2 33; 23,1 20 

P SE 2 33; 23,1 22 

P SE 2 33; 23,1 23 

P SE 2 33; 23,1 25 

P SE 2 2.0; 1.3 195 

P SE 2 33; 23,1 222 

P SE 3 4,4; 3.3; 2.3 48 

P SE 3 9,4; 4,4; 3,3 788 

P SE 3 80; 4,1; 3,8 109 

P SE 3 80; 23.1; 5.8 218 

P SE 3 33; 23.1; 5,8 226 

P SE 4 16.2; 9.4; 6,5; 4,4 32 



Anexo 111 

Continuação 

AelOmonas trota 

Amostra Periodo N de plasmidio Peso molecular (kb) Wdacepa 

P SE 4 33; 6,5; 5,; 4,4 224 

P SE 5 16,2; 9,4; 5,8; 4,4; 3,8 43 

P SE 5 16,2; 9,4; 5,8; 4,4; 3,8 44 

P SE 7 16,2; 9,4; 6,5; 5,8; 5,1; 4,4; 3,3 37 

P SE 9 80; 43; 633; 23,1; 9,4; 6,5; 2,3; 1,6; 1,3 1A 

P SE 9 80; 43; 633; 23,1; 9,4; 6,5; 2,3; 1,6; 1,3 18 

P CH O 346 

P CH 33 289 

P CH 23,1 328 

P CH 80 560 
P CH 1 80 600 

P CH 80 601 

P CH 1 3,3 610 

P CH 2 23,1; 3,3 345 

P CH 2 80; 23,1 590 

P CH 3 9,4; 3,3; 3,0 283 

P CH 3 80; 23,1; 16,2 593 

P CH 3 80; 23,1; 16,2 599 

P CH 3 80; 23,1; 16,2 602 

P CH 3 23,1; 3,8; 1,6 607 
p CH 5 33; 5,5; 4,4; 2,8; 2,3 278 

Nota: A=água; P=peixe; CH=período chuvoso; SE=período seco 



Anexo IV 

Anexo IV 

Aeromonas veronii sobria 

Amostra Periodo 
N"de 

Peso molecular (kb) 
N" 

plasmidios da cepa 

A SE O 119 

A SE O 122 

A SE O 124 

A SE O 127 

A SE O 132 

A SE O 137 

A SE O 148 

A SE O 162 

A SE O 169 

A SE O 190 

A SE O 214 

A SE O 218 

A SE O 323 

A SE 23,1 43 

A SE 23,1 828 

A SE 23,1 157 

A SE 1 23,1 189 

A SE 1 80 223 

A SE 1 80 224 

A SE 80 256 

A SE 23,1 274 

A SE 80 289 

A SE 23,1 291 

A SE 2 33; 23,1 82A 

A SE 2 23,1; 3,3 128 

A SE 2 80; 23,1 155 

A SE 2 80; 23,1 241 

A SE 2 80; 23,1 296 

A SE 3 80; 3,3; 2,8 131 

A SE 4 80; 4,4; 3,8; 2,8 123 

A SE 4 80; 4,4; 3,8; 2,8 125 

A SE 4 5,8; 4,1; 3,0; 2,8 183 

A SE 5 23,1; 16,2; 3,3; 1,6 230A 

A SE 5 23,1; 16,2; 3,3; 1,6 2308 

A SE 6 9,4; 5,5; 4,3; 3,8; 2,8; 2,3 94 

A SE 6 80; 4,4; 3,8; 3,3; 2,8; 1,6 120 

A CH O 543 

A CH O 555 

A CH 23,1 563 

A CH 23,1 567 

A CH 80 576 

A CH 2 80; 23,1 533 

A CH 2 33;6,5 595 

A CH 2 33;6,6 596 



Anexo IV 

Continuação 

A. veron;; sobria 

Periodo 
N"de N" 

Amostra Peso molecular (kb) 
plasmídios dac:epa 

A CH 3 33; 23,1; 6,5 560 

A CH 3 80; 33; 6,5 578 

A CH 3 80; 33;6,6 580 

A CH 3 80; 33; 6,5 592 

A CH 4 80; 33; 23,1; 6,5 561 

A CH 4 80; 23,1; 5,5; 3,3 597 

A CH 4 80; 23,1; 5,5; 3,3 598 

A CH 4 80; 23,1; 5,5; 3,3 600 

A CH 4 80; 23,1; 5,5; 3,6 601 

A CH 6 80; 16,2; 5,5; 3,0; 2,8; 1,8 582 

A CH 5 80; 5,5; 3,0; 2,8; 1,8 589 

A CH 7 80; 16,2; 5,5; 4,4; 3,0; 2,8; 1,8 590 

P SE O 30 

P SE O 31 

P SE O 34 

P SE O 42 

P SE O 75 

P SE O 85 

P SE O 103 

P SE O 111 

P SE O 117 

P SE O 132 

P SE O 149 

P SE O 166 
P SE 80 93 
p SE 23,1 115 

P SE 23,1 122 
P SE 1 33 128 

P SE 1 33 129 

P SE 1 33 133 

P SE 1 80 134 

P SE 6,5 154 

P SE 80 172 

P SE 80 173 

P SE 80 174 

P SE 33 108 

P SE 33 206 
p SE 80 214 

P SE 1 33 106 

P SE 2 3,3; 2,0 94 

P SE 2 23,1; 3,8 112 

P SE 2 80;3,8 118 

P SE 2 23,1; 3,3 121 

P SE 2 3,8; 3,3 123 



Anexo IV 

Continuação 

A. veron;; sobria 

N"de N" 
Amostra Periodo Peso molecular (Im) 

plasmldios da cepa 
p SE 2 33; 3,8 127 

P SE 2 33; 3,8 131 
P SE 2 80;23,1 171 
P SE 2 80;33 126A 
P SE 2 80;4,4 179 
P SE 2 80;4,4 185 
P SE 2 33; 23,1 205 
P SE 2 33; 23,1 221 
P SE 3 23,1; 4,1; 3,8 116 

P SE 3 80; 3,8; 3,3 124 
P SE 3 80; 3,8; 3,3 125 
P SE 3 80; 9,4; 6,5 165 
P SE 4 33; 9,4; 6,5; 5,8 119 
P SE 4 33; 23,1; 1,6; 1,0 239 
P SE 5 80; 6,5; 5,5; 5,1; 4,4 167 
P SE 5 80; 23,1; 6,5; 5,1; 4,4 212 
P SE 5 33; 23,1; 6,5; 5,8; 4,4 213 
P SE 6 33; 8,0; 6,5; 5,5; 4,4; 3,8 1268 
P SE 7 80; 23,1; 3,3; 2,8; 1,6; 1,0 80 
P SE 10 43; 33; 23,1; 16,2; 9,4; 6,5; 5,8; 5,5; 3,8; 3,3 177 
P SE 11 43; 33; 23,1; 16,2; 9,4; 8,0; 6,5; 5,8; 4,4; 3,8; 3,3 176 

P SE 12 80; 43; 33; 23,1; 9,4; 8,0; 6,5; 5,8; 3.3; 2,8; 2,0; 1,3 223 

P SE 14 
53; 43; 33; 23,1; 16,2; 9.4; 8,0; 6,5; 4,4; 3,8; 3.3 

231 
1,6; 1.0 

P CH O 306 

P CH O 348 
P CH O 532 
P CH O 609 

Nota: A=água; P=peixe; CH=período chuvoso; SE=período seco 



Anexo V 

Anexo V 

Aeromonas bestiarium 

Amostra Período tf' de ~Iasmidios Peso molecular {kb} tf'da cepa 
A SE O 75 
A SE 1 23,1 159 
A SE 1 23,1 236 
A SE 2 33; 16,2 1 
A SE 2 33; 23,1 68 
A SE 2 33; 23,1 76 
A SE 5 43; 16,2; 6,5; 4,4; 2,3 251 
A CH 2 33; 16,2 524 
A CH 2 5,5;3,3 663 
A CH 3 80; 33; 6,5 585 
A CH 5 33; 6,5; 3,0; 2,8 594 
A CH 6 33; 16,2; 6,5; 3,3; 1,6; 1,0 610 
P SE 2 80;43 76 
P SE 3 80; 23,1; 9,4 88 
P SE 3 80; 33; 23,1 208 
P SE 4 33; 5,8; 2,8; 2,3 197 
P SE 6 80; 33; 23,1; 5,8; 2,8; 2,3 198 
P CH O 469 
P CH O 543 
P CH O 548 
P CH O 552 
P CH O 558 
P CH O 559 
P CH 1 33 545 
P CH 1 23,1 553 
P CH 1 80 586 
P CH 3 23,1; 1,6; 1,0 551 
P CH 3 80; 1,6; 1,0 581A 
P CH 3 80; 23,1; 16,2 589 

Nota: A=água; P=peixe; CH=periodo chuvoso; SE=periodo seco 



Anexo VI 

Anexo VI 

Aeromonas schubertii 

Amostra Periodo N" de plasmidios Peso molecular (Im) .... c:epa 

A SE 1 80 87 

A SE 5 80; 3,3; 2,0; 1,6; 1,3 72 

A SE 5 80; 33; 9,4; 2,8; 2,3 53 

A CH o 338 

A CH o 339 

A CH o 343 

A CH o 387 

A CH o 388 

A CH o 392 

A CH o 415 

A CH o 434 

A CH o 537 

A CH o 605 

A CH o 616 

A CH o 627 

A CH o 645 

A CH o 710 

A CH o 715 

A CH o 731 

A CH 80 340 

A CH 16,2 351 

A CH 16,2 354 

A CH 16,2 356 

A CH 23,1 394 

A CH 23,1 395 

A CH 80 438 

A CH 80 447 

A CH 80 502 

A CH 23,1 523 

A CH 23,1 562 

A CH 80 564 

A CH 80 570 

A CH 80 622 

A CH 1 80 628 

A CH 1 80 632 

A CH 80 667 

A CH 80 699 
A CH 1 80 708 

A CH 1 80 709 

A CH 1 80 716 

A CH 1 80 729 

A CH 80 733 

A CH 2 80; 23,1 336 

A CH 2 80; 23,2 337 

A CH 2 80; 23,1 393 



Anexo VI 

Continuação 

Aeromonas schubertii 

Amostra Periodo ... de plasmidios Peso molecular (kb) N'"da cepa 

A CH 2 80; 23,1 397 

A CH 2 23,1; 3,8 525 

A CH 2 80;6,5 698 

A CH 3 9,4; 4,3; 3,3 342 

A CH 3 80; 16,2; 3,3 346 

A CH 3 33; 16,2; 9,4 349 

A CH 3 33; 16,2; 9,4 350 

A CH 3 33; 23,1; 6,5 426 

A CH 3 33; 23,1; 6,5 427 

A CH 3 80;4,4; 3,3 500 

A CH 4 80; 33; 16,2; 9,4 348 

A CH 4 80; 3,3; 3,0; 2,0 379 

A CH 4 80; 6,5; 4,4; 3,0 458 

A CH 5 80; 43; 23,1; 9,4; 6,5 335 

A CH 5 43; 23,1; 9,4; 4,3; 3,3 344 

A CH 5 80; 9,4; 4,4; 3,8; 3,3 381 

A CH 5 80; 33; 6,5; 4,4; 3,3 441 

A CH 6 80; 23,1; 9,4; 6,5; 4,4; 3,3 368 

A CH 6 80; 23,1; 9,4; 6,5; 5,8; 5,5; 4,4; 3,3 371 

A CH 6 6,5; 4,4; 4,1; 3,8; 3,3; 2,8 403 

A CH 7 80; 23,1; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3 375 

A CH 7 80; 23,1; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3 376 

A CH 7 80; 23,1; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3 378 

A CH 8 80; 33; 16.2; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3 347 

A CH 8 80; 23,1; 16,2; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3 359 

A CH 8 80; 23,1; 16,2; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3 361 

A CH 8 80; 23,1; 16,2; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3 362 
A CH 8 80; 23,1; 16,2; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,3 364 

A CH 8 80; 23,1; 16,2; 9,4; 6,5; 5,8; 4,4; 3,3 367 

A CH 8 80; 23,1 9,4; 6,5; 5,8; 4,4; 3,3; 3,0 369 

A CH 8 80; 23,1 9,4; 6,5; 5.8; 5,5; 4,4; 3,3 37DA 

P SE O 225 

P CH O 249 

P CH O 279 
p CH O 456 

P CH O 459 
P CH O 460 

P CH O 461 

P CH O 462 

P CH O 464 

P CH O 475 

P CH O 476 

P CH O 485 

P CH O 487 



Anexo VI 

Continuação 

Aeromonas schubertii 

Amostra Periodo N" de plasmldios Peso molecular (kb) N"da cepa 
p CH O 500 
P CH O 502 
P CH O 529 

P CH 33 244 

P CH 1 80 304 

P CH 1 80 305 
P CH 1 80 322 
p CH 1 80 351 
p CH 1 80 438 

P CH 1 80 444 

P CH 1 80 445 

P CH 1 80 452 
p CH 1 80 454 
P CH 1 16,2 316 
p CH 2 80;33 253 
p CH 2 80; 23,1 280 

P CH 2 33; 23,1 282 

P CH 2 80;33 287A 
p CH 2 80;33 2878 

P CH 3 80;6,5; 5,5 284 
p CH 4 80; 33; 3,8; 2,0 250 
p CH 4 23,1; 5,5; 4,4; 3,3 481 
P CH 4 80; 23,1; 5,5; 4,3 490 
P CH 4 80; 23,1; 5,5; 4,3 492 

P CH 4 80; 23,1; 5,5; 4,3 493 
p CH 4 80; 23,1; 5,5; 4,3 495 
p CH 4 80; 23,1; 5,5; 4,3 498 

P CH 4 80; 23,1; 5,5; 4,3 499 

P CH 5 80; 9,4; 4,4; 3,3; 2,8 248 
p CH 6 80; 33; 23,1; 4,4; 4,1; 3,8 255 
p CH 6 80; 33; 6,5; 5,5; 3,3; 2,3 301 
p CH 7 33; 23,1; 5,8; 5,5; 4,1; 3,8; 2,0 269 

P CH 7 33; 23,1; 5,8; 5,5; 4,1; 3,8; 2,0 270 
p CH 7 80; 16,2; 4,4; 3,8; 3,3; 2,3; 2,0 308 
P CH 8 80; 33; 23,1; 5,5; 5,1; 4,4; 4,1; 3,8 256 
p CH 8 80; 43; 23,1; 9,4; 6,5; 5,5; 4,4; 3,8 330 

Nota: A=água; P=peixe; CH=período chuvoso; SE=período seco 



Anexo VII 

ANEXO VII 

EST.3 Totais diários de precipitação (mm) - 2001 

DIA I MÊS JAN. FEV. MAR. ABR. MAL JUN. JUL AGO. SET. OUT. NOV. DEZ .. 

1 0,4 5,5 0,1 21 ,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 
1
10M 0,0 1,3 

2 0,0 0,1 9,9 2,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 5,1 0,0 0,0 

3 0,0 12,5 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0. 0,0 0,0 

4 0,7 12,6 0,0 0,0 2,8 0,0 0,1 0,0 0,1 QL 1,0 0,0 

5 0,1 38,0 0,5 12,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,2 

6 0,0 14,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0 0,0 1,1 

7 0,0 0,3 20,7 0,0 2,3 0,0 0,0 0,0 0,1 ~ 0,1 0,0 

8 11 ,0 0,0 14,5 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 18,3 0,0 1,6 

9 35,3 1,1 9,3 0,4 0,1 7,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 56,4 -10 0,0 6,3 4,4 0,0 2,5 0,0 0,1 0,0 0,0 r-2.§.. 7,0 20,3 

11 0,0 7,6 0,1 0,0 4,3 0,0 0,0 0,0 1,9 1,3 40,9 0.6 

12 0,0 17,8 0,1 0,2 21,7 0,0 5,1 0,0 0,1 0,2 1,0 0,0 

13 3,4 9,3 0,0 0,0 30,9 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 11 ,1 

14 0,1 0,6 0,1 0,0 0,5 0,1 0,0 0,1 21 ,0 0,1 1,7 17,5 

15 0,0 0,2 7,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 8,0 0,1 4,4 7,6 

16 0,0 20,2 0,1 0,0 11,7 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 2,0 12,1 

17 0,0 1,4 17,5 0,1 0,2 0,0 0,0 0,0 0,1 0.0_ 0,3 0,0 

18 0,2 0,7 0,2 0,2 0,0 6,5 0,0 0,0 0,5 0,4 0,0 0,2 

19 0,1 1,8 0,0 0,0 0,5 0,4 0,0 0,0 0,1 76,8 0,0 0,0 

20 0,0 0,0 21 ,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7 18,3 0,0 1,8 

21 0,0 0,0 4,6 0,0 0,0 0,0 0,0 6,1 0,1 5,6 0,0 0,7 

22 0,0 0,0 2,7 1,9 0,3 0,0 1,1 5,0 5,5 11 ,8 6,3 5,8 

23 2,9 0,1 0,8 0,1 0,0 0,0 0,4 3,2 0,8 0,0 0,1 15,2 

24 25,3 2,9 43,2 6,0 0,0 0,0 2,0 4,5 0,0 0,0 0,1 1,5 

25 7,6 1,9 0,2 0,0 0,0 0,0 1,0 0,1 13,6 0,0 0,0 0,0 

26 0,1 0,1 5,5 0,0 0,0 12,2 28,2 0,0 0,1 0,0 0,0 0,2 

27 34,8 0,1 1,0 0,0 12,3 0,0 11 ,6 0,0 0,2 0,1 7,5 0,0 

28 15,4 0,0 32,9 0,0 0,0 0,0 10,9 0,5 0,2 0,1 34,0 3,7 

29 0,3 0,6 0,0 0,0 0,0 0,1 2,2 0,3 0,0 1,9 11 ,1 

30 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,6 0,1 0,0 8,3 1,0 

31 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

total mensal de 

precipitação (mm): 138,6 155,2 198,3 43,9 90,6 26,4 60,9 22,7 55,1 244,4 116,7 171,0 

média 1933-2002 

("valor normal"): 219,8 207,0 165,0 79,6 64,1 50,7 40,0 39,1 n ,1 125,5 123,3 181,3 

máximo total diário: 35,3 38,0 43,2 21,0 30,9 12,2 28,2 6,1 21,0 103,6 40,9 56,4 

Fonte: Instituto Astronômico da Universidade de São Paulo 
Nota: a região hachurada corresponde aos dias de coleta realizados 
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EST.3 Totais diários de precipitação (mm) - 2002 

DIA I MÊS JAN. FEV. MAR ABR MAL JUN. JUL AGO. SET. OUT. NOV. DEZ. 

1 0,8 0,6 0,1 0,0 0,4 0,0 0,0 15,4 0,1 7,3 1,8 1,4 

2 0,3 7,4 2,8 0,0 8,0 0,0 0,0 2,6 0,0 0,0 0,0 1,5 

3 0,0 2,4 0,2 9,0 0,8 0,1 0,0 6,1 0,1 0,0 0,0 0,0 

4 0,0 0,0 16,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,1 3,0 2,0 0,2 

5 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 16,4 4,6 

6 10,0 1,7 0,0 14,8 11 ,0 0,0 0,1 1,4 0,0 0,0 3,2 0,4 

7 1,1 14,6 lõ'õ 18,1 0,2 0,0 3,1 0,0 11 ,6 0,0 0,0 12,4 
f--'-

8 28,2 25,3 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0 19,3 0,0 0,0 0,2 22,5 

9 26,5 6,8 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 11 ,4 0,0 2,4 

10 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 15,6 0,0 

11 7,3 9,8 0,0 0,0 0,0 0,0 8,0 0,0 0,0 0,0 0,2 1,0 

12 19,7 1,6 0,3 0,0 0,2 0,0 24,7 0,0 0,0 0,0 43,6 4,7 

13 53,2 33,4 1,4 0,7 0,2 0,0 0,0 0,0 1,4 0,0 11 ,0 1,1 

14 24,9 0,0 1'67 0,0 0,2 0,1 0,0 0,3 2,5 0,0 0,0 10,8 

15 16,2 11 ,1 O,<L 0,0 0,1 1,5 0,2 0,0 0,1 0,0 0,1 16,5 

16 4,7 2,3 0,0 0,0 0,3 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 12,6 3,3 

17 0,2 0,2 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 1,4 12,3 24,0 

18 0,0 ,_ 0,0 13,2 0,0 4,4 0,1 1,2 0,0 0,0 2,7 4,2 0,1 

19 19,4 -p,O 0,8 0,0 12,7 0,0 0,1 0,0 0,0 37,0 0,1 0,0 

20 3,7 1,3 .~ 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 44,8 0,0 0,0 21 ,1 

21 0,0 11 ,6 26,1 0,0 23,3 0,0 0,0 0,0 4,6 10,5 2,9 3,6 
~ 

22 0,2 -139 . QL 0,1 5,3 0,4 0,2 0,0 0,1 1,5 5,7 0,0 

23 30,5 16,7 0,0 0,1 1,0 1,9 0,0 0,0 0,0 0,2 0,7 0,0 

24 1,9 2,9 57,3 0,1 1,5 0,0 0,1 0,0 1,4 0,0 11 ,5 2,6 

25 29,7 0,1 14,6 0,1 0,2 0,3 0,1 0,0 0,0 0,3 4,2 2,1 - . 
26 5,6 ._o.0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 2,8 9,5 0,0 

27 0,0 0,6 3,9 3,6 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

28 52,6 7,7 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 46,4 0,0 

29 0,7 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 2,6 0,0 16,2 11 ,1 0,0 

30 0,0 0,0 1,6 0,1 0,0 0,0 0,7 0,0 31 ,0 2,5 0,0 

31 12,3 0,0 0,0 2,2 9,4 0,5 0,0 

total mensal de 

precipitação (mm): 349,7 172,0 161 ,8 48,5 70,4 5,6 40,1 57,9 66,8 125,8 217,8 136,3 

média 1933-2002 

("valor nonnal"): 219,8 207,0 165,0 79,6 64,1 50,7 40,0 39,1 n ,1 125,5 123,3 181 ,3 

máximo total diário: 53,2 33,4 57,3 18,1 23,3 1,9 24,7 19,3 44,8 37,0 46,4 24,0 

Fonte: Instituto Astronômico da Universidade de São Paulo 
Nota: a região hachurada corresponde aos dias de coleta realizados 
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ANEXO VIII 

Meios de cultura, soluções e reagentes utilizados 

Solução de Salina 0,85% 

• 8,Sg - Cloreto de Sódio 

• 1000mL - Agua destilada 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 

Água Peptonada Alcalina 1% (APA 1%) 

• 1 9 - Peptona Bacteriológica 

• 1 g - Cloreto de Sódio 

• 100 mL - Agua destilada 

• pH= 8,6 com NaOH 1 N 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 

Caldo Lúria 

• 1 9 - Triptona 

• 0,4 9 - Extrato de Levedura 

• 1 9 - Cloreto de Sódio 

• pH= 6,8 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 



Anexo VIII 

Caldo Lauril SuHato Triptose (Merck) 

• 35,5 g - Caldo lauril Sulfato Triptose 

• 1000 l-Água Destilada 

• Autoc/avar a 121°C por 15 minutos 

Caldo Escherichía colí (Merck) 

• 37 g - Caldo E. coli 

• 1000 l - Agua Destilada 

• Autoc/avar a 121°C por 15 minutos 

Caldo Lactosado (Merck) 

• 100 ml - Água Destilaa 

• 1,3 g - Caldo lactosado 

• Autoc/avar a 121°C por 15 minutos 

Caldo Selenito Cistina (Merck) 

• 80 ml - Água Destilada 

• 1,84 g- Selenito Cistina 

• Ferver por 10 minutos 

Caldo Rappaport-Vassiliadis (Merck) 

• 80 ml - Água Destilada 

• 3,4 g - Rappaport-Vassiliadis 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 
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Eosina Azul de Metileno (Difco) 

• 1000 ml - Água Destilada 

• 36 g - Eosina Azul de Metileno 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 

Sa/mone//a-Shigella (DHco) 

• 320 ml - Água Destilada 

• 19,2 g - Salmonella-Shigella 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 

Ágar Xilose Usina Desoxicolato (Merck) 

• 320 ml- Água Destilada 

• 17,6 g - Xilose Usina Desoxicolato 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 

Ágar Sulfito de Bismuto (DHco) 

• 320 ml- Água Destilada 

• 16,64 g - Sulfito de Bismuto 

• Não autoclavar 

Ágar Amido Ampicilina 

• - 5g - Triptona 

• - 5g - Peptona Bacteriológica 
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• - 5g - Cloreto de Sódio (NaCI) 

• -10g -Amido 

• - 15g - Ágar Bacteriológico 

• - 1, 75ml - Vermelho de fenol 0,2% 

• - 1 OOOml - Água destilada 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 

• Resfriar até 60°C. 

• Em fluxo laminar, acrescentar 10J-ll de ampicilina 500mg/ml para 

cada 100ml de meio. 

Ágar Sangue Ampicilina 

• 13,6 g de Müller Hinton (base) 

• 1000 ml - Água Destilada 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 

• Resfriar até 60°C. 

• Em fluxo laminar, acrescentar 3 a 7% de sangue de carneiro 

Müller Hinton (Merck) 

• 400 ml- Água Destilada 

• 13,6 g - Müller Hinton (Base) 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 
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Agar Ferro Kligler (DIFCO) 

• 54 gramas - Ágar Ferro Kligler 

• 1000 mL - Água Destilada 

• Autoclavar a 121°C por 15 minutos 

Meio IAL (Instituto Adolfo Lutz) ou Rugai com lisina 

• Foi utilizado tubos de IAL fabricado pelo Instituto Adolfo Lutz 

Teste da Citocromo-Oxidase 

Em um tubo tipo "eppendorf', colocar uma pequena porção 

(0,001g) do reativo para oxidase (dicloridrato de tetrametil p-fenilenodiamina) 

e 1mL de água destilada. Homogeneizar bem e verter sobre um papel de 

filtro redondo, ajustado ao tamanho da placa de Petri. Esperar secar antes 

de usar. 

Reativo de Ehrlich para Indol 

• 1 9 - p. dimetilaminobenzaldeído 

• 20 9 - Ácido Ortofosfórico 

• 50 9 - Álcool Etílico 

• 100 mL - Água Destilada 
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Meios e soluções utilizados 

Agarose 1,rÃ. 

• 1,8 9 - Agarose 

• 150 mL - TAE 1x (Tampão Tris- Acetato- EDTA) 

Agarose 1,8% 

• 2,7 9 - Agarose 

• 150 mL - TAE 1x (Tampão Tris- Acetato- EDTA) 

Solução SOX (estoque) 

• 242 9 - Tris - base 

• 57,1 mL - Ácido Acético Glacial 

• 100 mL - EDTA- Na2 pH= 8,0 

• 1000 mL - Água Destilada q.s.p 

Solução de uso 1X 

• 20 mL- TAE SOX 

• 1000 mL - Água Destilada q.s.p 
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Tampão corante 6X 

• 0,25% - Azul de Bromofenol 

• 30 % - Glicerina 

Tampão Tris-EDTA 

• 10 mM - Tris-HCI pH=8,0 

• 0,1 mM - EOTA pH=8,0 

Solução I 

• 4 mg/L - Lisozima 

• 2% - Glicose 

• 10nM-EOTA 

• 25 nM - Tris-HCI (pH=8,0) 

Solução 11 

• 0,2 N-NaOH 

• 1,0% - SOS 

Solução 111 

• Solução de Acetato de sódio 3 Molar (pH=4,8) 

• Acertar o pH com ácido glacial 



SoluçiolV 

• 100 nM - Acetato de sódio 

• 50 nM - Tris-HCI (pH=8,O) 

SDS10% 

Solução a 10% em água destilada pH=7,2 

Corante Vlstra Green (Amersham Pharmacia Biotech) 

• Uso sem diluição - 0,5 JJL em 150 mL de agarose 

Solução Brometo de etídio 1 % 

• 1 g EtBr 

• 100 mL - Água Destilada 
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