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PREVALENCIA DE CLOSTRIDIOS SULFITO REDUTORES E Clostridium
perfringens NA MUCOSA INTESTINAL DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO - O género Clostridium € amplamente distribuido na natureza,
esta presente no solo e conteudo intestinal dos animais, produzem toxinas
gque sao capazes de provocar doencas e intoxicagbes. O Clostridium
perfringens esta envolvido com prejuizos na avicultura, pois a doenca
(Enterite Necrotica) na maioria das vezes é subclinica, e o produtor so
observa na hora do abate que a ave ndo ganhou o peso esperado. O controle
dessa e de outras enfermidades e agentes patogénicos na avicultura de corte
tem grande importancia uma vez que o Brasil estd entre os principais paises
exportadores de carne. O objetivo deste trabalho primeiramente foi pesquisar
Clostridium perfringens em frangos de corte sadios, provenientes de dois
grandes frigorificos com Inspecéo federal, um no Estado de S&o Paulo e outro
no Estado de Minas Gerais. Foram obtidos 300 raspados intestinais, 0s quais
foram semeados em Agar SPS e incubados em anaerobiose. A identificacido
dos tipos A, B, C, D e E de C. perfringens foi realizada mediante o emprego
da PCR multiplex por amplificacdo dos genes codificadores das toxinas alfa,
beta, épsilon e iota do mesmo. A partir das amostras positivas na PCR (37),
procedeu-se o isolamento do agente. Depois de muitas tentativas, verificou-se
por meio do sequenciamento da regido 16S rDNA, que as colonias sulfito
redutoras que estavam sendo isoladas eram Enterococcus spp,
microrganismo coexistente na microbiota intestinal de frango de corte, que
compete com o C. perfringens pelo crescimento das col6nias no mesmo meio
de cultura, ainda que este seja seletivo e diferencial para clostridios sulfito
redutores. Dessa forma, notou-se que o crescimento de colonias de
enterococos interferia muito na identificacdo e enumeracao do C. perfringens
e ainda apresentavam colonias muito semelhantes as de C. perfringens nos
oito meios de cultura testados. Visto isto, foram feitos alguns testes para
avaliar o comportamento dos enterococos em relacdo ao C. perfringens. A
PCR mostrou-se uma ferramenta rapida e segura para a identificacdo dos
diferentes tipos de C. perfringens, mas essa metodologia devido ao custo e
conhecimento ainda ndo € empregada no diagnostico em todas as empresas,
utilizando normalmente o método tradicional de cultivo e contagem em placas.
Método este, que pode apresentar falhas na contagem das col6nias sulfito
redutoras pois muitas delas podem ser Enterococcus spp induzindo a erro nas
contagens do numero de C. perfringens

Palavras chave: Microbiota, frangos de corte, avicultura, PCR,
Sequenciamento da regido 16S rDNA
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PREVALENCE OF REDUCING SULFITE Clostridium AND Clostridium
perfringens and MUCOSAL BOWEL OF POULTRY

ABSTRACT - Clostridium genus is widely distributed in nature and is
present in soil and intestinal contents of animals, produce toxins which are
capable of causing diseases and intoxication. Clostridium perfringens is
involved with losses in the poultry industry, because the disease is most often
subclinical, and producer only observed at the time of slaughter the bird has
not gained the expected weight. The control of this and other diseases and
pathogens in poultry production is very important since Brazil is among the
major meat exporting countries. The aim of this study was to evaluate the
presence of Clostridium perfringens in poultry coming from two large
slaughter-house, one from S&o Paulo state and another from Minas Gerais.
Were obtained 300 intestinal scraped and cecal contents, which were sown
onto SPS agar and incubated anaerobically. The identification of C.
perfringens types A, B, C, D and E was performed by the use of multiplex
PCR. After identification of the presence of C. perfringens in 37 of 300
samples by amplification of the cpa gene, alpha toxin encoder, the isolation of
pure colonies was proceeded. However, through the sequencing of 16S rDNA
region, it was also found the presence of Enterococcus spp. that lives in the
intestinal microbiota of poultry and disputes in growth on the same culture
medium, even been selective and differential for clostridia. Thus, it was
observed that colony morphology of enterococci is very similar to C.
perfringens in this medium what make isolation of pure colonies difficult.
Having on mind the difficulty of C. perfringens isolation under these
circumstances, the PCR is an rapid and secure alternative for detection of C.
perfringens and its different types, being effective for diagnostics.

Key words: Microbiota, poultry, aviculture, PCR, 16S rDNA Sequencing
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Dados sobre avicultura

No Brasil, a avicultura emprega mais de 3,6 milhdes de pessoas, direta e
indiretamente, e responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional.
O setor é representado por dezenas de milhares de produtores integrados, centenas
de empresas beneficiadoras e dezenas de empresas exportadoras. A importancia
social da avicultura no Brasil se verifica também pela presen¢a macica no interior do
pais, principalmente nos estados do Sul e Sudeste. Em muitas cidades a producéo
de frangos é a principal atividade econémica. Em 2011 a producao brasileira atingiu
a marca historica de 13,058 milhdes de toneladas, garantindo ao Brasil uma posicao
entre os trés maiores produtores mundiais de carne de frango, com Estados Unidos
e China. Desse total, cerca de 69% permanecem no mercado interno, o que
comprova a forca dessa industria para o pais. O consumo per capita de carne de
aves no Brasil esta em aproximadamente 39 quilos por ano. Nas exportacdes, 0
Brasil mantém, desde 2004, a posicdo de maior exportador mundial, tendo
terminado 2011 com a marca de 3,9 milhdes de toneladas embarcadas para mais de
150 paises. Com esse desempenho, a carne de frango brasileira aumentou ainda
mais sua presenca na mesa dos consumidores no Brasil e no mundo (UBABEF
2014).

1.2.2 Importancia do Manejo, Nutricdo e Sanidade

A acdo concomitante da nutricdo, manejo, genética e saude animal na
indUstria avicola, redundam nos maiores indices de produtividade da cadeia
agropecuéaria (ANDREATTI FILHO et al., 2009). Porém, é importante que estes
indices estejam associados ao atendimento as legislacdes vigentes, exigéncias
sanitarias da cadeia avicola e preservacdo ao meio ambiente. Por isto, se faz
necessario que as industrias invistam em inovacfes tecnoldgicas e pesquisas

cientificas para garantir a produtividade e custos competitivos (CAVANI, 2012).



Do ponto de vista sanitario, o sistema de criacdo intensivo expde os frangos a
varias formas de contaminacdo, as quais podem ter origem desde as matrizes e se
estender até o final do processo de abate.

1.2.3 Formas de Contaminacdo do Frango

Na criacdo, os frangos podem ser contaminados através da alimentacao,
pragas e praticas inadequadas de manejo.

No abatedouro as aves chegam com esta carga microbiana aderida na
superficie externa (penas, tegumentos cutaneos, espacos interdigitais) e, de forma
menos significativa em seu aparelho respiratorio (SILVA, 1998). Segundo CASON et
al., (2004), frangos saudaveis chegam as plantas processadoras carregando milhdes
de bactérias, tanto externamente quanto internamente.

As carcacas podem ser contaminadas por meio do extravasamento do
conteludo gastrointestinal durante a evisceracdo das aves, ocorréncia comum em
processos de abate inadequado ou ainda por higienizacao deficiente em ambientes,
equipamentos e utensilio ou através de procedimentos inadequados realizados
pelos operadores das industrias (CAVANI, 2012).

1.2.4. Processo das Carcacgas

O processo de evisceracao pode ser manual ou automatico (BRASIL, 1998).
No processo automatico, as carcacas passam primeiramente pela extratora de
cloaca, que realiza o corte, extracdo e exposi¢cao da cloaca da carcaca. Em algumas
indUstrias as visceras sdo depositadas em pequenas bandejas plasticas que correm
paralelas as carcacas (BRASIL, 1998). Isto se faz necessario para que se possa
saber através do exame das visceras, se a carcaga esta apta para consumo ou se
h& necessidade do descarte devido alguma anomalia na viscera ou na carcaca.

Apds os exames, acontece a separac¢do das visceras comestiveis (coracao,
moela e figado) das ndo comestiveis. As visceras comestiveis sdo separadas e
direcionadas para o sistema de pré-resfriamento de miudos e as visceras néo
comestiveis sdo descartadas em tubulagcfes com agua corrente e ou Vacuo até a
fabrica de farinhas e 6leos ou local especifico (CAVANI, 2012).

Em seguida, as carcacas sao obrigatoriamente inspecionadas visualmente
guanto a presenca de contaminacdes de fezes e bile. Esta inspecéo é realizada pela
empresa e faz parte do programa de APPCC/HACCP (BRASIL, 2006).



As instalagBes destinadas ao fabrico dos subprodutos ndo comestiveis, ou
seja, local para onde sao direcionadas as visceras, penas, sangue, 0SSOS €
carcacas e suas partes que ndo podem ser aproveitadas. O direcionamento destes
subprodutos as fabricas, geralmente sdo realizados por gravidade, tendo a agua
como condutor ou por propulsores mecéanicos (vacuo). As fabricas de farinhas e
Oleos devem ter area propria para recepc¢do, processamento e armazenagem. A
area de recepcao deve ser isolada da area de processamento (CAVANI, 2012).

O processamento dos subprodutos deve ser em equipamentos que atinjam
temperaturas nao inferiores a 133°C, por no minimo 20 minutos, garantindo a
eliminacéo de possiveis microrganismos patogénicos (BRASIL, 2008).

1.2.5 Testes Laboratoriais

Os testes microbiolégicos visam atender as exigéncias do mercado interno e
paises importadores, quanto a exames e padrbes microbiolégicos em produtos e
processos do abate de aves. Os resultados destes exames laboratoriais servem
para o monitoramento de produtos e processos e também como liberacdo de
produtos a serem consumidos internamente ou a serem exportados (CAVANI,
2012).

Os laboratorios utilizados pelas industrias para as analises devem fazer parte
da lista de laboratérios credenciados e ou reconhecidos pelo MAPA. O servico de
inspecdao federal utiliza os laboratorios oficiais do MAPA (LANAGRO) distribuidos no
pais e laboratérios credenciados.

Segundo a ICMSF (International Commission on Microbiological
Specifications for Foods) os microrganismos indicadores no processo de abate de
aves podem ser agrupados em: (I) Microrganismos que néo oferecem um risco direto
a saude: contagem padrédo de mesdfilos, contagem de psicrotréficos e termofilos,
contagem de bolores e leveduras; (II) Microrganismos que oferecem um risco baixo
ou indireto a saude: coliformes totais, coliformes fecais, Enterococcus,
enterobacteriaceae e Escherichia coli (SILVA, 2002).

Resultados dos monitoramentos destes microrganismos em ambientes e
produtos sdo exigéncias no Brasil (BRASIL, 2001), na Comunidade Européia (CE,
1992; 2007) e outros paises importadores como Africa do Sul, Namibia, Russia,

Venezuela e Vietna.



Apesar de alguns microrganismos indicadores sugerirem a presenca de
microrganismos patogénicos, uma vez que a maior parte dos patdégenos de
importancia em saude publica € mesdfila, a pesquisa efetiva de patdgenos é
fundamental para garantia da seguranca microbiolégica de produtos carneos e para
evidenciar os riscos que estes produtos podem representar para os consumidores.

J& os microrganismos patogénicos no processo de abate de aves sao aqueles
gue podem causar enfermidades no homem ou animais. Podem ser classificados
como liberadores de toxinas: Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens,
Clostridium botulinum, Vibrio cholerae, Bacillus cereus, fungos filamentosos ou
causadores de infec¢cbes: Salmonella spp, Escherichia coli, Shigella sp, Vibrio
parahaemoliticus, Campylobacter sp, Listeria monocytogenes e Yersinia sp (HOLT et
al., 1994).

Para o mercado brasileiro e “lista geral” (paises que néo possuem legislacdes
proprias e que aceitam as legislacdes do pais exportador), como exemplo o Japao,
Gedrgia, China, as exigéncias e padrdes microbioldgicos estdo contidas no RIISPOA
(Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal, de
19 de Dezembro de 1950), na RDC 12 (Resolucdo que aprova o regulamento
técnico sobre padrées microbiologicos para alimentos, de 02 de Janeiro de 2001) e
na Circular 12 (Padronizacdo de procedimentos de controle da fiscalizacdo de
estabelecimentos produtores de carne de aves e ovos e das auditorias da
DICAO/CGI/DIPOA nos estados, de 13 de Abril de 2007).

Com base nas informagbes supracitadas € importante o continuo

monitoramento do C. perfringens na cria¢do avicola.

2. OBJETIVOS GERAIS

1. Isolamento de Clostridium perfringens de raspados intestinais e farinhas de
origem animal.
2. Tipificacdo molecular dos tipos de Clostridium perfringens.

3. Estudo molecular das diferentes cepas isoladas



CAPITULO 2 - DETECCAO DE Clostridium perfringens PROVENIENTES
DE RASPADOS INTESTINAIS DE FRANGOS DE CORTE COMERCIAIS E
FARINHAS DE ORIGEM ANIMAL POR MEIO DA PCR MULTIPLEX

1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O género Clostridium compreende em um grupo de microrganismos que Sao
ubiquos, anaerdbios, Gram positivos e formadores de esporos. Algumas espécies
sao patogénicas, causando doencas chamadas de clostridioses, que séo infeccdes e
intoxicagbes que acometem animais e humanos devido a producdo de toxinas
(HATHEWAY, 1990).

Pertencentes a familia Bacilaceae, microrganismos do género Clostridium sao
anaerobios, encapsulados, modveis e, bioquimicamente, sdo classificados como
gelatinase, maltose, sacarose, indol e nitrato positivos, e salicina negativos (GOMES
et al., 2008).

A temperatura 6tima para crescimento é de 37 a 45°C e o pH proximo a
neutralidade, cerca de 7 (BLASCHEK & SOLBERG, 1981). Entretanto, na forma
esporulada, os clostridios podem sobreviver as extremas variacées de temperatura e
acidez (CATO et al., 1986).

Os clostridios tém a habilidade de passar por uma forma de resisténcia
chamada esporo e podem se manter potencialmente infectantes no solo por longos periodos,
0 que representa um risco significativo para a populacdo animal e humana (TITBALL et al.,
2006).

A contaminacdo ambiental nas granjas pelo Clostridium perfringens é um
grave problema enfrentado pelos avicultores brasileiros. A enterite necrotica,
enfermidade provocada por este agente, pode apresentar necrose confluente do
intestino delgado, que em infec¢cbes subclinicas diminui a absorcdo dos nutrientes
desencadeando um menor ganho de peso e piora a conversao alimentar das aves. E



comum em animais jovens e 0 maior agravante € que as perdas provocadas pela
doenca séo observadas pelo produtor apenas no momento do abate (SCHOCKEN-
ITURRINO AND ISHI, 2000; ELWINGER et al, 1992.; HOFSHAGEN AND
KALDHUSDAL, 1992; KALDHUSDAL et al., 2001; HOFACRE et al. , 2003), porém
pode ser também caracterizada por severa necrose da mucosa do intestino delgado,
levando a altas taxas de mortalidade. (HELMBOLDT & BRYANT, 1971;
BROUSSARD et al., 1986; GADZINSKI & JULIAN, 1992).

O Clostridium perfringens é um bastonete Gram positivo esporulado,
encontrado no solo e no trato intestinal (JOHNSON & GERDING 1997; MCCLANE
1997). Cepas patogénicas deste agente causam uma variedade de doencas
humanas e animais, incluindo intoxicacéo alimentar, diarréia associada a antibiéticos
e gangrena gasosa. Em animais além da gangrene gasosa provoca enterite
necrotica, colite necrosante, sindrome da morte subita e enterotoxemia (LINDSAY
1996; SONGER 1996; GIBERT et al. 1997; MEER et al. 1997; ROOD 1998;
BRYNESTAD & GRANUM 2002; BOS et al. 2005). E um patégeno oportunista
(FIORENTIN, 2006) presente no intestino das aves e no ambiente, inclusive na agua
(SARTORI et al., 2006). Coloniza o animal nos primeiros dias de vida e causa
doenca principalmente em animais de duas a cinco semanas de idade (VAN
IMMERSEEL et al., 2004). Sua presenca ndo conduz a doenca sem a presenca de
fatores predisponentes (GHOLAMIANDEKHORDI, et al. 2002). Os fatores mais
importantes para desenvolvimento de enterite necrética sdo danos na mucosa
devido a patégenos coccidianos, dietas com altos niveis de polissacarideos nao
digeriveis e amidos ndo soluveis em agua (CRAVEN et al, 2001;. LA RAGIONE e
WOODWARD, 2003; JACKSON et al, 2003;. VAN IMMERSEEL et al, 2004;
WILLIAMS, 2005). A coccidiose tem sido considerada como um importante fator
predisponente da enterite necrética (VAN IMMERSEEL et al., 2004).

O C. perfringens €, provavelmente, uma das espécies potencialmente
patogénicas deste género mais difundidas no mundo e, sem duavida, a mais
importante causadora de enterites por Clostridium em animais domeésticos
(BERCHIERI JUNIOR & MACARI, 2000).

Do ponto de vista econdmico, a Enterite necrética € conhecida por seu

impacto negativo na producdo avicola (VAN DER SLUIS, 2000). Dados atuais



mostram que o Brasil exportou mais de 360 mil toneladas de carne de frango em
julho de 2010 (AGRONEGOCIO, 2010). Estima-se que o prejuizo dessa doenca seja
de mais de U$ 0.05 por animal, sendo que as perdas variam desde problemas com o
aumento da conversao alimentar, redu¢cdo do peso vivo, bem como aumento na
condenacéo de carcacas (LOVLAND & KALDHUSDAL, 2001).

Craven et al. (2001a) encontraram as maiores populacdes de C. perfringens
bactéria em fezes de animais com duas e quatro semanas de vida, decaindo na
sexta semana e o0 isolaram, em trabalho subsequente, de paredes de aviarios,
ventiladores, comedouros, bebedouros, armadilhas para insetos e botas de
operadores, com maior frequéncia na primavera e no verdo, demonstrando que a
estrutura do aviario e seus equipamentos, assim como o incubatério, podem ser vias
de transmissao de C. perfringens nas aves (CRAVEN et al., 2001Db).

O C. perfringens pode ser classificado como A, B, C, D ou E, em razdo da
producdo de quatro toxinas principais: alfa, beta, epsilon, e iota (MACLENNAN, J. D.
1962, MCDONEL, J. L. 1980; NIILO, 1980). O tipo A produz apenas toxina alfa, o
tipo B produz alfa, beta e epsilon, o tipo C produz alfa e beta, o tipo D produz alfa e
épsilon e o tipo E produz alfa e iota (SONGER, 1996). Porém, sabe-se que varias
outras toxinas, chamadas de secundarias (MCDONEL, 1986) sao produzidas
juntamente com estas e estdo relacionadas com patologias e agravamentos de
lesBes diversas, principalmente aquelas causadas pela enterite necrética (CARTER,
1998), causada pelos tipos A e C de C. perfrigens (SCHOCKEN-ITURRINO & ISHI,
2000). Estudos com aves na Escandinavia relatou casos de enterite quase que
exclusivamente pelo C. perfringens tipo A (ENGSTROM et al., 2003; NAUERBY et
al., 2003).

Nao se sabe quais as causas ambientais que resultam no aumento da
producdo de toxinas e sobre as diferencas entre os isolados na capacidade de
producao da alfa e das outras toxinas (GHOLAMIANDEKHORDI et al. 2002)

O C. perfringens oriundo de frangos de corte também pode ser transmitido a
humanos por meio da cadeia alimentar (VAN IMMERSEEL et al., 2004), como foi
comprovado por Singh et al. (2005), que isolaram a bactéria de 70,4% de amostras
de carne de frango obtidas em lojas de varejo na india. E um dos patégenos

bacterianos mais frequentemente isolados de surtos de doencas transmitidas por



alimentos em humanos, apés alguns outros patégenos, como Campylobacter spp e
Salmonella spp (BUZBY & ROBERTS, 1997). Os surtos de doencas devido ao C.
perfringens pode ser rastreado por meio de fontes diferentes, uma delas sao as aves
(SCHIEMANN, 1977; REGAN et al, 1995; GANCHO et al, 1996).

Como o Clostridium perfringens é um habitante normal do ceco e do intestino
grosso, as patologias ocorrem principalmente quando quantidades significativas do
microrganismo sao ingeridas com alimentos contaminados (BIGNARDE et al., 2008).
Em varios surtos de enterite necrdtica, a racdo foi uma das principais vias de
transmissdo (BERCHIERI JUNIOR & MACARI, 2000).

Lovland & Kaldhusdal (2001) em estudo com comparacao de frangos de corte
sadios e com EN, revelaram diferenca consideravel no desempenho da producao,
afirmando que os pesos reduzidos no momento do abate foram o fator negativo mais
evidente.

Segundo Keyburn et al. (2006), a perfeita funcao intestinal é essencial para se
obter uma conversao alimentar bem sucedida, entretanto quando com EN, os
animais apresentam lesfes necroéticas no intestino impedindo sua funcionalidade
habitual (KEYBURN et al., 2006).

Na Europa, os promotores de crescimento utilizados em racOes para
aumentar o ganho de peso em frangos de corte, foram proibidos devido ao risco de
propagacdo da resisténcia aos antibioticos (Bedford, 2000). Essa proibicdo dos
promotores na alimentacdo é um fator que ira inevitavelmente alterar a microbiota do
trato intestinal de frangos de corte (KNARREBORG et al., 2002).

Alfa toxina € uma esfingomielinase fosfolipase C que hidrolisa os fosfolipidos
e promove desorganizacdo da membrana (NAYLOR et al, 1998; TITBALL et al,
2000). A hidrélise de lecitina resulta na formacdo de diacilglicerol, ativando a
proteina quinase C, e subsequentemente estimula a cascata do acido araquidénico.
Isso induz a sintese de mediadores inflamatorios, tais como os leucotrienos,
tromboxano, aglutinador de plaquetas e fator de prostaciclina (TITBALL, 1993;
BUNTINGET et al,, 1997). Esses mediadores causam contragcbes dos vasos
sanguineos, agregacao plaquetaria e disfuncdo do miocardio, levando a morte
aguda (VAN IMMERSEEL, F. et al., 2010).



A toxina beta induz a necrose hemorragica da mucosa intestinal (LAWRENCE
& COOKE, 1980; GILBERT et al., 1997). Embora o exato mecanismo de acdo néo
seja conhecido, é provavel que essa toxina prejudigue a membrana. A toxina beta
tem alta homologia com a alfa e com a leucocidina gama do Staphylococcus aureus,

formando poros na membrana da célula eucariética (HUNTER et al., 1993).

No que se refere a racdo para aves e outros, a legislacdo Brasileira do
Ministério da Agricultura (BRASIL, 2003) que aprova o Regulamento Técnico sobre
as Condicdes Higiénico Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo para
estabelecimentos que processam residuos de animais destinados a alimentacdo
animal, estabelece que o produto colhido apds o tratamento térmico ndo deve conter
bactérias patogénicas e esporos termorresistentes, especificando “auséncia de
Clostridium perfringens”. Além disso, amostras de cada lote do produto final, antes
de ser armazenado, deveriam ser submetidas a pesquisa e apresentarem auséncia

de Salmonella spp em 25 g de amostra.

A coccdao € obrigatoria para todos os tipos de farinhas, pois € proibido que os
residuos fossem destinados a alimentacdo animal sem passarem pelo tratamento
térmico, com a funcdo de eliminar microrganismos patogénicos. O aquecimento de
farinhas segue o estabelecido pela IN 34, na qual a temperatura ndo pode ser
inferior a 133°C, durante pelo menos 20 minutos, sem interrup¢éo, a uma pressao
absoluta nao inferior a 3 bar, produzida por vapor saturado (BRASIL, 2008). Em
seguida, a gordura é drenada, prensada ou centrifugada e o residuo sélido moido na
forma de farinha com especificagbes de granulometria varidveis. De acordo com
Bellaver (2002), a granulometria € baseada na porcentagem de retencdo em
peneiras apresentando diferentes medidas de malhas. A granulometria mais
utilizada é de 5% de retencédo em peneira com malha de 2mm.

Vidal-Martins et al. (2008) afirmam que microrganismos esporulados podem
sobreviver a altas temperaturas e, uma vez que o tratamento térmico ndo seja 100%
eficiente na destruicdo desses microrganismos, 0 aquecimento pode exercer efeito

estimulante sobre a multiplicacéo.
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Calixto et al. (2002) ressaltam que a utilizacdo de farinhas de origem animal
como fonte de proteina na racdo de frangos € viavel, entretanto, afirmam que a

producao desses subprodutos deve ser rigorosamente monitorada.

2.OBJETIVOS

1. Considerando a ocorréncia de Clostridium perfringens nas granjas de
frangos de corte, este trabalho teve por objetivo pesquisar este agente na mucosa
intestinal de frangos abatidos em frigorificos fiscalizados assim como em farinhas de
pena, 0sso e sangue produzidas pelo mesmo frigorifico.

2. Realizar um estudo molecular das cepas isoladas para verificar

similaridade das cepas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.Coleta das amostras, cultivo e extracdo de DNA

Foram coletados aleatoriamente intestinos de frangos de corte, no final da
linha de abate de frigorificos, um localizado no Estado de Sao Paulo e o outro no
Estado de Minas Gerais.

Os intestinos foram amarrados com tiras de barbante previamente
esterilizadas e colocados individualmente em sacos plasticos, os quais foram
acondicionados em caixas térmicas e encaminhados ao laboratério de bactérias
anaerobias do Departamento de Patologia da FCAV/UNESP, Campus de
Jaboticabal, para o processamento das amostras em um periodo de, no maximo,
quatro horas. O processamento deu-se de maneira individual, utilizando bandejas
com papel aluminio previamente esterilizado, trocado a cada amostra.

Com o auxilio de um bisturi, cada intestino foi aberto e o contetdo intestinal

retirado. Com uma alca de platina raspou-se uma parte do intestino delgado que foi
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semeada em placas de Petri contendo meio de cultura SPS (Sulfito Polimixina
Sulfadiazina). Ap6s a semeadura dos raspados, acrescentou-se a placa outra
camada de meio de cultura (método de plaqueamento “sanduiche”) para o
favorecimento da anaerobiose. As placas entdo foram incubadas em jarras
anaerdbicas, utilizando Gaspack a 37°C durante 48 horas. ApOs incubacdo, as
culturas foram repicadas para tubos contendo caldo BHI e incubadas por mais 18
horas a 37°C. ApOs esse periodo, uma aliquota de 1 mL foi destinada a extracdo de
DNA, segundo o protocolo de Marmur (1961).

3.2 Tipificacédo de C. perfringens pela detec¢cdo dos genes das toxinas
cpa, cpb, etx e iA pela PCR multiplex

Para a identificacdo dos genes cpa, cpb, etx, e iap de C. perfringens utilizou-
se pares de primers desenhados por Baums et al. (2004) os quais, de acordo com a
amplificacéo corresponde aos tipos A,B,C,D e E.

As reagdes de PCR multiplex foram realizadas utilizando-se tampéo 1X (KCI
50mM, TRIS-HCI 200mM, pH 8,4); MgCl2 2mM; dNTP’s 0,2mM, 1,5U de Taq DNA
polimerase, oligonucleotideos 5 pmol, 60 ng de DNA genémico e agua pura esteéril
g.s.p. 20uL. Para a amplificacdo, as reagfes foram realizadas em um termociclador
Veriti (Applied Biosystems), sendo utilizados 1 ciclo a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos a
94°C por 40 segundos, 40 segundos a 60°C e 72°C por 1 minuto, e para finalizar um
ciclo a 72°C por 7 minutos. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1 %, contendo SYBR Safe DNA Gel Stain 1X e padréo de concentracao 100
pb DNA Ladder Plus (Fermentas), e apds visualizadas sob luz UV em equipamento
de fotodocumentacdo GEL DOC™ XRQ (BioRad).

3.3 Analise microbiologica das farinhas de pena, 0sso e sangue

Foram pesados 25 g de cada amostra, transferidos e homogeneizados em um
frasco tipo Erlermeyer contendo 225 mL de agua peptonada a 1% estéril. Procedeu-
se a diluicdo até 103. Realizou-se choque térmico dessas diluicdes e depositou 1mL
de cada amostra em placas de Petri nas quais foram vertidos agar SPS em
duplicata, e o plagueamento foi realizado pelo método de “Pour Plate”. As placas
foram incubadas em jarras anaerdbias com o sistema Gas Pack, a 37°C por até 72
horas (SEGNER et al., 1971). Colbnias consideradas sugestivas por serem sulfito-
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redutoras positivas, as quais apresentavam coloracao negra, foram transferidas para
tubos de ensaio com tampas de rosca, para manter as condicdes de anaerobiose,
contendo caldo BHI e incubadas a 37°C por 24 horas para realizacdo da extracao de
DNA e PCR multiplex para verificagdo dos quatro principais genes das toxinas de C.
perfringens (alfa, beta, épsilon e iota) correspondentes ao tipo A,B,C,D e E conforme

as amplificagoes.

4. RESULTADOS

Foi realizado o raspado de 300 intestinos e semeados em agar SPS. Apés a
incubagéo verificou que 200 amostras apresentaram crescimento das colbnias e
dessas, 90% eram positivas para clostridios sulfito redutores, ou seja, mudaram a

cor do meio basico para preto (figura 1).

.

Figura 1. Crescimento das
colbdnias sulfito redutoras em
agar SPS

As colbnias que cresceram foram raspadas e transferidas para caldo BHI,
incubado por mais 18 horas e apds essa etapa uma aliquota foi retirada para a
extracdo do DNA.

Utilizou-se a técnica de PCR multiplex para facilitar a triagem das amostras
detectando os genes das toxinas de C. perfringens, a fim de selecionar somente as
amostras positivas de C. perfringens. Uma vez que, 0S genes pesquisados séo
cromossomal, ou seja, se estiver presente(s) corresponde a espécie de C.

perfringens.
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Das 300 amostras coletadas, o gene cpa de C. perfringens foi detectado em
38 amostras. Dessas, 35 foram provenientes do frigorifico 1 (S&o Paulo) e trés
amostras do frigorifico 2 (Minas Gerais). A figura 2 mostra o gel das amostras, as
primeiras sdo o0s primers padrdo correspondente ao tipo A, B, C, D e E de C.
perfringens respectivamente. As amostras de 1 a 6 e a 8 sdo amostras positivas e a

7 uma amostra negativa.
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Figura 2. Produto da amplificagéo dos tipos A (cpa - 900pb), Tipo B (cpa -
900pb, cpb - 611pb e etx - 396 pb),Tipo C (cpa - 900pb e cpb - 611pb), Tipo
D (cpa - 900pb e etx - 396 pb) e Tipo E (cpa - 900pb e iap - 293 pb) de
Clostridium perfringens referente aos genes cpa (900pb), cpb (611pb), etx
(396 pb) e iap (293 pb). Linhas de 1-6 e 8: Amostras positivas para o gene
cpa. Linha 7: amostra negativa. PM: padrdo de tamanho molecular 100 pb
DNA Ladder Plus (Fermentas). CN: controle negativo (mix sem DNA).

AplOs a deteccdo e a identificacdo de C. perfringens nessas amostras,
procedeu-se 0 isolamento das colonias pela utlizacgdo de meios de cultura

especificos (figura 3).
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Figura 3. Crescimento das colbnias em agar SPS para isolamento
das sulfito redutoras.

Observou-se que a maioria das colénias eram semelhantes as de C.
perfringens, porém, pela coloracdo do método de Gram das coldnias isoladas
verificou-se que muitas vezes havia uma morfologia de cocobacilos que formavam

cadeias curtas, referindo tratar-se de outra bactéria e ndo de Clostridium (figura 4).

Xl
b ‘\b

Figura 4. Coloragdo de Gram das col6nias sulfito
redutoras isoladas com morfologia de diplococos
alongados (pleomorficos).

Em um segundo teste, o meio de cultura foi trocado para observar se o
microrganismo crescia da mesma maneira. Dessa forma, a semeadura deu-se em
Agar SPF com adicado de emulsdo de gema de ovo (seletivo para C. perfringens),
sendo 0 mesmo incubado a 46°C por 48 horas, uma vez que o C. perfringens

suportaria essas condicdes aumentando a seletividade. Entretanto, verificou-se
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novamente um crescimento similar ao de C. perfringens (figura 5) e uma morfologia

no Gram semelhante a citada anteriormente.

Figura 5. Crescimento das col6nias que foram isoladas em agar SPF

Um terceiro teste foi realizado utilizando choque térmico a 80°C durante 15
minutos e resfriamento a 20°C (tem por finalidade eliminar os contaminantes e
favorecer somente bactérias esporuladas que sado resistentes a tais condicbes de
temperatura) uma vez que as coloracdes de Gram realizadas apresentavam a

presenca de esporos (figura 6).

Figura 6. Coloracdo de Gram do caldo BHI do
raspado das culturas iniciais, mostrando a
presenca de bactérias esporuladas (setas).
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A confirmacgéo pela PCR das coldnias continuava ndo amplificando os genes
de C. perfringens.

Questionaveis quanto aos resultados, coletamos ainda alguns raspados
intestinais de frangos doentes (com EN) e fizemos dois testes, um deles foi tentar
isolar o Clostridium perfringens e confirmar por PCR, o que foi possivel na primeira
tentativa. O segundo foi tentar isolar de alguns frangos que apresentavam uma
clinica caracteristica de enterite necrotica, neste caso, observamos que de dez
colonias sulfito redutoras isoladas, apenas uma delas foi positiva para Clostridium
perfringens.

Outro teste foi realizado com cepas (200) que ja haviam sido isoladas e
caracterizadas como Clostridium perfringens e armazenadas no laboratorio.
Tentamos isolar varias vezes nos diferentes meios de cultura, mas nao conseguimos
nenhum isolado positivo para os genes na PCR.

As amostras de farinhas foram negativas para o crescimento de colbnias.

5. DISCUSSAO

Omeira et al. (2006) avaliaram as caracteristicas microbiologicas das camas
dos aviarios em diferentes sistemas de producdo e observaram que poedeiras e
frangos de corte em sistema intensivo apresentaram populacdes menores de C.
perfringens do que em criagdes nédo-confinadas, sugerindo que animais em contato
com o solo ingerem maior numero de esporos da bactéria que animais criados
exclusivamente sobre cama em ambiente controlado.

Quando a carne de aves € analisada para C. perfringens, elevadas
porcentagens sao encontradas, em alguns casos até 84% (BEAN et al, 1996; MIWA
et al, 1998; CRAVEN et al., 2001a). Sugere-se que a colonizacdo de frangos de
corte por C. perfringens é um acontecimento que ocorre cedo na vida dos animais, e
pode ser transmitido entre os frangos de corte a partir da incubadora (CRAVEN et
al., 2001a,b, 2003).
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A enterotoxina é produzida durante a esporulacédo de C. perfringens. Porem a
maioria dos isolados de C. perfringens de animais ndo produz enterotoxina
(ENGSTROM et al., 2003).

Tschirdewahn et al. (1992) estudando a presenca de estirpes
enterotoxigenicas de C. perfringens nas fezes de varios animais, encontrou o gene
gue codificou a producdo da enterotoxina em apenas 10% dos C. perfringens
isolados de aves.

Ao analisar conteldo intestinal de frangos de corte para a presenca de C.
perfringens, cerca de 75% a 95 % dos animais analisados foram positivos (SHANE
et al, 1984; MIWA et al, 1997; CRAVEN et al., 2001a,b).

A deteccdo de tipos e subtipos de toxinas de C. perfringens é importante para
uma melhor compreenséo da epidemiologia das infec¢cdes por este agente e pode
ser util no desenvolvimento de medidas preventivas eficazes (BAUMS, 2004).

Santos (2008) relatou que Engstrom et al. (2003), Nauerby et al. (2003),
Johansson et al. (2004), Heikinheimo & Korkeala (2005) e Gholamiandekhordi et al.
(2006) detectaram por PCR somente o gene cpa em amostras de frangos de corte
entre outros, sugerindo que o0 agente causador da Enterite necrotica é o C.
perfringens sorotipo A. Trabalhos condizentes a este.

Gomes, et al (2008) isolaram 171 C. perfringens de jejuno e ileo de frangos
de corte provenientes de um frigorifico da regido de Para de Minas-MG. Foram
isolados 62 de 125 amostras de contetudo lumenal de jejunos e em 109 de igual
namero de ileos dos frangos de corte. A PCR multiplex mostrou que das 62 estirpes
isoladas do jejuno, foram obtidos 42 do tipo A, 17 do tipo C, um do tipo D e nenhum
do tipo B. Das 109 amostras isolados do ileo foram obtidos 62 do tipo A, 1 do tipo B,
38 do tipo C e 1 do tipo D. Cinco das 171 amostras isoladas nao foram tipificadas.

O Seguenciamento da regido 16S DNA revelou que 17 amostras obteve
esses genes com 97% de similaridade com os nucleotideos de Clostridium sp,
indicando também outras espécies que ndo C. perfringens. As 22 amostras
restantes foram identificadas como néo formador de esporos, mas eram bastonetes
anaerobios Gram-positivos (WOO, et al 2005).

A classificagdo de C. perfringens isolado de tipos toxigénicos até poucos anos

atréds era tradicionalmente desempenhadas por soro neutralizagdo com ratos ou
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cobaias (OAKLEY e WAYRACK 1953; STERNE e BATTY 1975; MCDONEL 1986).
Porém, estes métodos sdo demorados e caros, eles tém sido largamente
substituidos por métodos baseados na deteccéo por PCR.

Os clostridios encontrados em conteudo intestinal, na maioria das vezes sao
transitérios, ou seja, podem ser encontrados na forma esporulada ou mesmo como
células bacterianas, porém dessa maneira, eles precisam estar em quantidades
significativas para causar algum sintoma ou entdo o animal precisa estar debilitado.

Em raspados intestinais ha relatos de C. perfringens isolados quando ele esta
causando lesdes no intestino e ndo como microbiota residente. Possivelmente ha
uma competicdo que dificulta esse isolamento.

Quando se trata de uma amostra clinica € muito mais facil o isolamento, pois
0 microrganismo que causa a infeccdo prevalece, tornando mais facil sua
identificacdo. J& amostras de microbiotas ndo sdo simples como se imagina uma vez
gue 0s microrganismos presentes coexistem ali da mesma forma.

Cardoso et al (2008) relatam que das 180 amostras de farinhas analisadas,
71 (39,4%) apresentaram resultado positivo para presenca de Clostridium
perfringens, sendo que das 60 amostras de farinha de visceras, 16 (26,6%) foram
positivas; das 60 amostras de farinha de pena e sangue, 33 (55%) foram positivas e
das 60 amostras de farinha de carne e 0sso, 22 (36,7%) apresentaram resultado
positivo em relacéo a presenca de C.perfringens.

Apés a proibicdo da utilizagdo indiscriminada de antibiéticos como promotores
de crescimento, aumentaram 0s casos de Enterite necrotica pelo mundo. Como
tentativa de controle de microrganismos, a legislacdo permitiu a utilizacdo de
substancias quimicas nas ragfes e em farinhas de origem animal (ANITOX, 1998;
EFSA, 2006). A partir de entdo, varias substancias tém sido testadas, entre elas,
acido acético, acido propibénico, acido citrico, etanol, formaldeido, acido férmico,
alcool, acetato de zinco e propionato de zinco (RICKE et al., 2005). Os aditivos
bactericidas devem ser estaveis até o momento do consumo. Entretanto esses
compostos devem ser metabolizados ou ndo serem absorvidos evitando residuos
em carne e ovos dos animais que receberam o tratamento (EFSA, 2008). Essa
afirmacao justificaria os resultados negativos para as andlises das farinhas de

origem animal avaliadas neste trabalho.
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6. CONCLUSAO

A PCR multiplex provou ser uma técnica muito eficaz e rapida para o
diagndstico, auxiliando no processo de triagem antes do isolamento das cepas de C.
perfringens, além de analisar os cinco tipos de uma so vez.

Os intestinos aparentemente sadios apresentam uma microbiota ampla em
relacdo a aves doentes o que dificultou o isolamento do agente microbiologicamente.

Os espécimes armazenados no laboratério ndo foram repicados durante
esses anos e provavelmente acidificaram o meio de cultura e o DNA foi degradado

A presenca de Enterococcus spp requer atengdo uma vez que ele esta
presente nas amostras e sédo principalmente propensos a sofrer selecdo quando
administrados antimicrobianos, além de terem apresentado resistencia ao calor.

A maior preocupacédo € que colbnias sulfito redutoras estdo sendo contadas,
principalmente em industrias, e liberadas como Clostridium perfringens sem muitas
provas complementares. Sugere-se fazer Gram de mais de cinco colbnias, e

caracterizar bioquimicamente ou pela biologia molecular.
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CAPITULO 3 - CRESCIMENTO DE Enterococcus spp EM MEIOS DE
CULTURA SELETIVO PARA CLOSTRIDIOS SULFITO REDUTORES E

Clostridium perfringens

1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A protecdo dos alimentos inclui consideragcdes sobre a qualidade
microbiolégica e seguranca dos produtos disponiveis para o consumo publico.
Embora estas preocupacdes frequentemente envolvem microrganismos especificos
gue apresentam um imediato risco para a saude publica, ha um interesse crescente
na microbiota animal que também podem impactar negativamente os consumidores
(HAYES et al, 2003).

Os enterococos sdo microrganismos presente em mamiferos, aves, insetos e
répteis e sdo comumente encontrados no solo, nas plantas e na agua. Este
microrganismo é particularmente dificil de eliminar pela capacidade de adaptacdo a
estresse ambiental (GIRAFFA, 2002).

No ambiente clinico, os enterococos podem persistir por longos periodos de
tempo em superficies e podem ser facilmente transferidas entre a populacdo de
pacientes, muitos dos quais podem estar propensos a colonizagdo (O’CONNELL
and HUMPHREYS, 2000). As opc¢Oes terapéuticas para tratamento infec¢des de
enterococos sao cada vez mais limitada (MURRAY, 1990).

Enterococos € 0 género que apresenta a maior preocupacao quanto a
resisténcia aos antibidticos glicopeptideos (POETA 2005). Hayes et al (2003)
descreve que preocupacdes de que o uso de antimicrobianos na produgcao de
alimentos possa comprometer a eficacia dos medicamentos relacionados na clinica
humana por meio da selecédo de populacdes resistentes e sua posterior transferéncia
através da cadeia alimentar (GORBACH, 2001).
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Varias classes de antibidticos, incluindo os glicolipidos (bambermicina)
polipeptideos (bacitracina), ionéforos (salinomicina) e beta-lactamicos (penicilina),
sao utilizadas na producéo de frangos para a promocédo de crescimento e prevencao
de doencas infecciosas (GORBACH et.al., 2003; SINGER and HOFACRE, 2006).

A salinomicina e a bacitracina sdo amplamente utilizados em fase inicial, de
crescimento e final para frangos de corte. Estes antibioticos melhoram a conversao
alimentar e 0 ganho de peso, através da alteracdo da composicdo e atividade
microbiana (COLLIER et al.,, 2003; KNARREBORG, 2002). Esta pratica pode
modificar a microbiota intestinal e criar uma presséao seletiva em favor de bactérias
resistentes (AARESTRUP, 2000; SINGER and HOFACRE, 2006) em resposta ao
aparecimento de resisténcia a antibiéticos, varios paises europeus restringiram ou
proibiram o uso de antibiéticos como promotores de crescimento (ANONYMOUS,
2007). De acordo com Apajalahti et al (2004), a identidade de apenas cerca de 10%
das bactérias do trato gastrointestinal dos pintinhos é conhecida. Pesquisas devem
ser desenvolvidas para estudar a distribuicdo de genes de resisténcia aos
antibidticos entre bactérias comensais em frangos alimentados com promotores de
crescimento (DIARRA et al 2007).

A avoparcina € uma molécula similar a vancomicina com 0S mMesmos
mecanismos de acdo e de resisténcia. Devido ao aparecimento de resisténcia
cruzada entre esses antibiéticos, em abril de 1997, o consumo de avoparcina foi
proibido na Unido Européia. Nos Uultimos anos, diversos trabalhos, na Europa,
mostraram 0 aparecimento de estirpes de Enterococcus resistentes a vancomicina
(VRE) em amostras de diferentes origens: aguas residuais, alimentos e fezes de
animais saudaveis (TORRES et al., 1996; DEVRIESE et al., 1997).

Os animais podem, portanto, constituir um reservatério importante de estirpes
VRE (BATES et al., 1994). Apesar de existir grande especificidade de hospedeiros,
as bactérias e os genes de resisténcia podem passar dos animais
para o homem e vice-versa. Desse modo, distintos genes de resisténcia podem ser
trocados pelos microrganismos do intestino dos animais, ser adquiridos por
microrganismos saprofitas do intestino humano e, posteriormente, transferidos a
possiveis patégenos, que podem ser disseminados a outros individuos (POETA
2005).
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Bogaard et al. (2002) isolaram VRE de frangos provenientes de exploracdes
com histérico de uso de avoparcina, embora em menor percentagem. Apesar da
avoparcina ter sido proibida em 1997, o fato de aparecerem animais com estirpes
VRE pode ser explicado porque certos produtores continuam a adicionar o
antibidtico nas racdes (POETA 2005). Por outro lado, os genes presentes nos
transposons que codificam a resisténcia podem ser encontrados no meio ambiente e
persistirem durante anos (BUTAYE et al., 2002).

Nos enterococos humanos, 0s mais importantes sédo os tipos genéticos VanA
e VanB, o primeiro encontrado em cerca de 60% e o segundo em 40% dos
enterococos resistentes isolados nos Estados Unidos da América (TAVARES, 2000).
O gene VanB, induzivel, é localizado no cromossoma ou em transposons
cromossbmicos e é responsavel pela resisténcia intermediaria somente a
vancomicina, mantendo a sensibilidade a teicoplanina. Os genes VanA sao também
induziveis e localizam-se em transposons situados em plasmidios que
eventualmente podem passar ao cromossoma, sendo responsaveis pela resisténcia
elevada tanto a vancomicina como a teicoplanina. Os genes plasmidiais podem ser
transferidos entre os enterococos humanos e de animais (E. gallinarum, E.
casseliflavus, E. favium) e para outras bactérias gram-positivas (Listeria
monocytogenes, Streptococcus sanguis), questionando-se se tais plasmidios
poderdo ser transmitidos para estafilococos (TAVARES, 2000).

A resisténcia bacteriana adquirida é descrita em praticamente todas as
espécies de bactérias, conhecendo-se detalhes dos mecanismos de aquisicdo de
resisténcia e os mecanismos moleculares da manifestacdo da resisténcia (CUNHA,
1998; JACOB, 1998; JACOB & ARCHER, 1991).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fendmeno genético, relacionado a
existéncia de genes contidos no microrganismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das drogas. A resisténcia pode ser
originada em mutac¢des que ocorrem no germe durante seu processo reprodutivo e
resultam de erros de coOpia na sequéncia de bases que formam o DNA
cromossOmico, responsaveis pelo codigo genético. A outra origem da resisténcia € a
importacdo dos genes causadores do fendmeno, consistindo na resisténcia
transferivel (TAVARES, 2000).
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Esta resisténcia faz-se através dos mecanismos de transducao,
transformacdo e conjugagdo e, frequentemente, envolve genes situados em
plasmidios e transposons (CUNHA, 1998; LACEY,1984; LEVY, 1982; MCDONALD,
1996; NOVICK, 1980; TRABULSI, 1973).

Recentemente, Descheemaeker et al. (1994), na Bélgica, estabeleceram
alguma identidade de genes de resisténcia contra glicopeptideos em Enterococcus
faecium isolados em suinos e aves e no homem, indicando possibilidade de troca de
marcadores genéticos de resisténcia entre animais e o homem. Também
recentemente, Donnelly et al. (1996) e Holzman (1998) discutem diversos aspectos
da resisténcia dos enterococos a vancomicina em paises da Europa e Américas,
relacionando-a a utilizacdo da avoparcina na alimentacdo de animais. O mesmo
fenbmeno vem sendo observado no México com as fluoroquinolonas, utilizadas
neste pais para promover o crescimento de animais (HOLZMAN, 1998).

A resisténcia dos enterococos a ampicilina foi inicialmente descrita em 1983
por Murray e Mederski-Samoraj nos Estados Unidos da América, devendo-se a
producdo de beta- lactamases mediadas por plasmidios transferiveis.
Posteriormente, foram descritas estirpes resistentes por modificacdes das proteinas
ligadoras de penicilinas (PBPs), sobretudo no E. faecium, tornando-se frequente o
isolamento de enterococos ampicilina/aminoglicosideo resistentes em infeccbes
hospitalares (DE JONGE et al., 1996; HERMAN & GERDING, 1991; OSTER et al.,
1990; RHINEHART et al., 1990).

Nos enterococos humanos, os mais importantes Sao o0s tipos genéticos VanA
e VanB, o primeiro encontrado em cerca de 60% e o segundo em 40% dos
enterococos resistentes isolados nos Estados Unidos da América (HUYCKE et al.,
1998). O gene VanB, induzivel, é localizado no cromossoma ou em transposons
cromossbmicos e € responsavel pela resisténcia intermediaria somente a
vancomicina, mantendo a sensibilidade a teicoplanina. Os genes VanA sdo tambéem
induziveis e localizam-se em transposons situados em plasmidios que
eventualmente podem passar ao cromossoma, sendo responsaveis pela resisténcia
elevada tanto a vancomicina como a teicoplanina. Os genes plasmidiais podem ser
transferidos entre os enterococos humanos e de animais (E. gallinarum, E.

casseliflavus, E. favium) e para outras bactérias gram-positivas (Listeria
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monocytogenes, Streptococcus sanguis), questionando-se se tais plasmidios
poderéo ser transmitidos para estafilococos (BOYCE et al., 1992; RICE et al., 1998;
ROSSATO et al., 1995).

Os enterococos sdo cocos entéricos Gram-positivos, anaerébicos facultativos
(as espécies carboxilicas, como E. cecorum e E. columbae precisam de uma
incubacdo num ambiente rico em CO2), ovais, que podem apresentar-se numa
‘mancha” de microrganismos, aos pares ou sozinhos. S&o bactérias com uma
grande capacidade de resisténcia ao meio e sdo capazes de se desenvolver em
meios hipotdnicos, hiperténios, meios &cidos e alcalinos. Substancias que,
geralmente, inibem ou inativam outros organismos sao toleradas pelos enterococos,
como, por exemplo, a azida sodica e a bilis concentrada. Estas substancias séo
utilizadas, inclusive, como agentes seletivos em meios a base de agar, dada a
grande capacidade que estes organismos possuem de tolerancia a grandes
concentracdes de sais biliares (FACKLAM & COLLINS, 1989; DEVRIESE et al.,
1993; HUYCKE et al., 1998; CETINKAYA et al., 2000; MANERO & BLANCH, 2002;
JOHNSTON & JAYKUS, 2004; POETA, 2006).

O termo “Enterococcus” € aplicado a maioria de streptococci que cresce,
entre 10 e 45°C, em meios com 6,5% de NaCl com pH de 9,6, que sobrevive durante
30 minutos a 60°C e que € capaz de decompor a esculina (SHERMAN, 1937;
SCHLEIFER e KILPPER-BALZ, 1984; FACKLAM e CAREY, 1985; MURRAY, 1990;
KLEIN, 2003).

No trato intestinal de Humanos e da maioria dos animais e, que por vezes,
podem colonizar o sistema respiratorio superior, o trato biliar, a cavidade oral e 0
trato vaginal (ZHANEL et al., 2001), apesar da percentagem de isolamento nestes
locais ndo exceder os 20% (JETT et al., 1994; HUYCKE et al., 1998; Poeta, 2006).
Os enterococos podem igualmente ser isolados de outras componentes naturais,
tais como a vegetacdo, o0 solo e aguas superficiais, possivelmente pela
contaminagao destas estruturas com excrementos de animais e/ou esgotos nao
tratados, persistindo e propagando-se devido a sua resisténcia intrinseca as
adversidades do meio ambiente (JETT et al., 1994; TORRES et al., 1994;
JOHNSTON and JAYKUS, 2004; POETA et al., 2005; POETA, 2006). Curiosamente,

estes microrganismos podem ser encontrados em alguns alimentos e material
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médico, mesmo apds terem sido cumpridos rigorosos planos de limpeza e
esterilizacdo (SHEPARD e GILMORE, 2002).

Os enterococos foram reconhecidos como potencialmente patogénicos para
0s humanos desde o fim do século XIX. Provavelmente, a primeira vez que se
descreveu, numa revista de medicina humana, uma doenca causada por
enterococos foi em 1912 e, posteriormente, em 1920, varios artigos foram
publicados com esta tematica (SHERMAN, 1937; MURRAY, 1990).

2.OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo avaliar a microbiota de frangos de
corte, abatidos em frigorificos com inspecao federal, destinados a exportacdo para
avaliar o grau de contaminacéo por Clostridium perfringens em raspados de mucosa
intestinal, uma vez que este agente € responsavel pela enterite necrética (EN) nas

granjas, e dependendo da contaminacéo, as carcacas poderao ser condenadas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.Coleta das amostras e extragdo de DNA

Foram coletados aleatoriamente intestinos, no final da linha de abate de dois
frigorificos diferentes, um no Estado de S&o Paulo e o outro no Estado de Minas

Gerais.

Os intestinos foram amarrados com tiras de barbante previamente
esterilizadas e colocados individualmente em sacos plasticos, os quais foram
acondicionados em caixas térmicas e encaminhados ao laboratério de bactérias
anaerobias do Departamento de Patologia da UNESP, Campus de Jaboticabal, para

0 processamento das amostras em um periodo de, no maximo, trés horas. O
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processamento foi de maneira individual, utilizando bandejas com papel aluminio

previamente esterilizado, trocado a cada amostra.

Com o auxilio de um bisturi, cada intestino foi aberto e o contetdo intestinal
retirado. Com uma alca de platina raspou-se uma parte do intestino o qual foi
semeado em placas de Petri contendo meio de cultura SPS. Apds a semeadura dos
raspados, acrescentou-se a placa outra camada de meio de cultura (método de
plagueamento “sanduiche”). As placas foram incubadas em condi¢cdes de
anaerobiose a 37°C durante 48 horas. Posteriormente, a cultura foi repicada para
tubos contendo caldo BHI, os quais foram incubados por mais 18 horas em
condi¢Bes anaerdbias. Apos a multiplicacdo das células, uma aliquota de 1 mL foi

destinada a extracdo de DNA, segundo o protocolo de Marmur (1961).
3.2. Sequenciamento da regidao 16S rDNA

As colbnias com as caracteristicas morfolégicas de C. perfringens que nao
amplificaram mediante utilizacdo dos primers especificos para esta espécie, foram
submetidas ao sequenciamento para elucidacdo do género. Para tanto, foi realizada
amplificacdo de um fragmento da regido 16S rDNA utilizando-se os primers 8F/907R
(Nercessian et al., 2005). O programa de termociclagem foi o mesmo utilizado para a
amplificacdo dos genes especificos de C. perfringens. O produto da amplificacéo foi
entdo submetido & PCR de sequenciamento utilizando-se o Big Dye Terminator v3.1
Kit (Applied Biosystems) conforme instru¢des do fabricante.. Para a obtenc&o das
sequéncias foi utilizado um sequenciador ABI 3100 (Applied Biosystems).

Os eletroferogramas obtidos foram visualizados e analisados por meio do
software ABI Analysis Data Collection e convertidos em sequéncias de nucleotideos
por meio do software DNA Sequencing Analysis Software Versdo 3.3. Os
eletroferogramas gerados pelo processo de sequenciamento foram entéao
submetidos ao pacote de programas Phred/Phrap/Consed (Ewing & Green, 1998;
Green, 1996; Gordon et al., 1998), para verificacdo da sua qualidade, alinhamento e
corte das extremidades. As sequéncias de DNA qualificadas foram entéao
comparadas em banco de dados (GenBank, www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank)
através da ferramenta BLAST (Altschull et al., 1997) para verificacdo da sua

similaridade em relacdo as sequéncias ja depositadas no banco de dados. O
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dendrograma obtido pelo algoritmo de agrupamento Neighboor-Joining e as
distancias genéticas entre os isolados foram obtidas com o auxilio do software
MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007).

Para a construcdo do dendrograma, as sequéncias de DNA obtidas no estudo
e outras sequéncias do banco de dados foram alinhadas utilizando-se a ferramenta
Clustalw (Thompson et al., 1994). Assim, as sequéncias de Enterococos do banco
de dados (GenBank) incluidas nas andalises foram: NR102790 Enterococcus
faecium, DQ411814.1 Enterococcus faecalis, NR102793.1 Enterococcus
casseliflavus, NR075022.1 Enterococcus hirae. Para constituir o grupo externo,
foram acrescentadas duas sequéncias de bactérias Gram positivas: M59103.1 C.
perfringens e M99704. Lactobacillus acidophilus.

Apds o alinhamento das sequéncias, os dendrogramas foram construidos
pelo método da distancia, com o algoritmo de agrupamento neighbor-joining (Saitou
& Nei, 1987) e modelo de substituicdo de nucleotideos de Kimura-2-parameter
(Kimura, 1980), por meio do software MEGA 4.0 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) (Tamura et al., 2007). Para assegurar a confiabilidade do agrupamento, a
avaliacdo da significancia por boostrap foi realizada com 2000 repeticdes
(Felsenstein, 1985).

3.3 Hidrolise de esculina na presenca de bile

Utilizou-se o agar bile-esculina (BBL) inclinado, sendo os tubos inoculados e
incubados a 35°C por 18-24 horas. Um resultado positivo foi considerado quando
houve o escurecimento do meio o que indicou a hidrdlise da esculina na presenca de
40% de bile.

3.4 Avaliagcdo da multiplicacdo em caldo contendo cloreto de sdédio
(NaCl) a 6,5%

As amostras foram semeadas em caldo com 6,5% de NaCl. A acidificacdo do
meio (variacdo da cor purpura para amarelo) indicava crescimento bacteriano e teste

positivo.

3.5 Meio de cultura DRCM
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Esse meio de cultura é seletivo para clostridios em geral o qual o caldo fica

preto mostrando se a amostra é positiva para clostridio.

3.6 Teste de resisténcia a temperatura

Foram testados diferentes tempos (10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos) e
temperaturas (50, 60, 70, 80, 90 e 100°C) de quatro cepas de campo diferentes de
Enterococcus spp, confirmadas por sequenciamento e que cresceram como colonias

sulfito redutoras no agar SPS.

4. RESULTADOS

A maioria dos isolados que apresentavam uma morfologia semelhante a de C.
perfringens, quando coradas pelo Gram, observou diplococos pleomorficos que

formavam cadeias curtas (figura 7).

”\ ."V\,
> 23
-a")'

- 5

Figura 7. Coloracdo de Gram das
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colonias apresentando diplococos

pleomorficos.

Em um segundo teste, o meio de cultura foi trocado para observar como o
microrganismo se apresentava, dessa forma foi semeado em Agar SPF com adi¢cao
de emulsdo de gema de ovo e 0 mesmo foi incubado a 43°C durante 48 horas, uma
vez que o C. perfringens suportaria essas condi¢des. Foi verificada novamente uma

morfologia semelhante a citada anteriormente.
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Um terceiro teste foi realizado utilizando choque térmico a 80°C durante 15
minutos nas amostras estoque que foram armazenadas a 4°C, uma vez que o Gram
mostrava a presenca de esporos. Este método visa eliminar os contaminantes, visto
gue somente 0S esporos Sao resistentes a tais condicbes de temperatura. A
morfologia semelhante a citada anteriormente foi observada novamente e o
sequenciamento da regido 16S rDNA foi realizado a fim de se verificar o género
bacteriano presente nessas culturas. Dentre as amostras sequenciadas, observou-
se prevaléncia do género Enterococcus spp, das quais quatro amostras foram

selecionadas para compor uma arvore genética (figura 8).
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NR 102790, 1 Enterococcus faecium
D411814.1 Enterococcus Baecalis

100 | NR 1027931 Enterococcus casseliflavus

118

186

MR O75022.1 Enterococcus hiras
152

MOST04. 1 Lactobacillus acidophilus
ME58103.1 Clostridium perfringens

008 0.06 0.04 0.02 0.00

Figura 8. Agrupamento por Neighbour-joining das sequéncias de
Enterococcus spp. obtidas no estudo e de sequéncias do banco de dados.

As amostras de Enterococcus spp. analisadas mostraram de 97 a 99% de
homologia com sequéncias do banco de dados pertencentes as espécies E.
faecium, E. faecalis, E. casseliflavus e E. hirae, embora ndo seja possivel identificar
com precisao a espécie por meio do sequenciamento dessa regiao.

Devido a presenca do Enterococcus spp nas amostras foram testados dois
outros meios seletivos diferentes para conseguir isolar o C. perfringens, o TSC (com
cicloserina) e o SPF (Yimedia®) e incubados a 46°C a fim de inibir o contaminante,
porém os Enterococcus spp novamente foram isolados.

Para ativar os esporos de clostridios foi dado um choque térmico a 80°C
durante 10 minutos com esfriamento em gelo até 20°C (Ando, 1963) e além dos

meios acima citados, foi cultivado em caldo DRCM (Merck®) o qual favorece o
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crescimento de clostridios em geral. O resultado foi 0 mesmo, apresentando col6nias

pretas, porem negativas para os genes de C. perfringens testados na PCR.

Apés verificar que os Enterococcus spp estdo resistindo altas temperaturas

(choque térmico), foi feito um teste com diferentes temperaturas em dez cepas de

Enterococcus spp isolados das amostras de raspado das aves e identificadas pelo

sequenciamento, conforme a tabela 1.

Tabela 1. Teste de resisténcia a diferentes tempos e temperaturas de quatro cepas

de campo de Enterococcus spp, confirmados por sequenciamento e que cresceram

como colonias sulfito redutoras no agar SPS.

CEPAS TEMPO 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C 100°C
10 min ++++ ++++ ++++ ++++ ++ +
20 min ++++ ++++ ++++ ++ ++ +
Cepas 30 min ++++ ++++ ++++ A +
1-2-3-4 40 min ++++ ++++ ++++ ++ +
50 min ++++ ++++ ++++ v +
60 min ++++ ++++ ++++ ++

+ Cepas de campo isoladas durante o experimento e confirmadas por sequenciamento

As amostras positivas para a Hidrolise da esculina na presenca de bile e a

avaliagdo do crescimento em caldo contendo cloreto de sodio (NaCl) a 6,5% (Figura

9 )foram passado os primers de resisténcia a vancomicina, vanA e vanB (Figura 10).

Figura 9. Prova do crescimento em caldo contendo cloreto de sédio

(NaCl) a 6,5% e da hidrolise da esculina na presenca de bile.
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Figura 10. Produto da amplificacdo dos genes de
resisténcia de Enterococcus spp, referentes aos padroes
dos genes VanA (399pb), linha 6 e VanB (589pb), linha 8.
Linhas 1-5: Amostras negativas para os genes VanA e
VanB. Linhas 7 e 9: controle negativo (mix sem DNA) para
0 gene VanA (CNA) e VanB (CNB). PM: padrdo de
tamanho molecular 1kb DNA Ladder.

5. DISCUSSAO

A presenca de microrganismos resistentes em animais produtores de
alimentos e a possivel contaminacdo de sua carcaca sao aspectos importantes em
termos de sanidade animal e de saude publica (MORENO et al., 2006, XAVIER, et
al., 2008).

Os Clostridios encontrados em contetdo intestinal, na maioria das vezes sdo
transitorios, ou seja, podem ser encontradas na forma esporulada ou mesmo como
células bacterianas, porém dessa maneira, eles precisam estar em quantidades
significativas para causar algum sintoma ou entéo o animal precisa estar debilitado.

Em raspados intestinais ha relatos de C. perfringens isolados quando ele esta
causando sintomas no intestino e ndo como microbiota residente.

Quando se trata de uma amostra clinica € muito mais facil o isolamento, pois

0 microrganismo que causa a infeccdo prevalece, tornando mais féacil sua
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identificacdo. J& amostras de microbiotas ndo sdo simples como se imagina uma vez
gue 0s microrganismos presentes coexistem ali da mesma forma.

Santos (2008) relatou que Engstrom et al. (2003), Nauerby et al. (2003),
Johansson et al. (2004), Heikinheimo & Korkeala (2005) e Gholamiandekhordi et al.
(2006) detectaram por PCR somente 0 gene cpa de amostras de frangos de corte
entre outros, sugerindo que o0 agente causador da Enterite necrotica é o C.
perfringens sorotipo A. Trabalhos condizentes a este.

Gomes, et al (2008) isolaram 171 C. perfringens de jejuno e ileo de frangos
de corte provenientes de um frigorifico da regido de Para de Minas-MG. Foram
isolados 62 de 125 amostras de conteudo lumenal de jejunos e em 109 de igual
namero de ileos dos frangos de corte. A PCR multiplex mostrou que das 62 estirpes
isoladas do jejuno, foram obtidos 42 do tipo A, 17 do tipo C, 1 do tipo D e nenhum do
tipo B. Das 109 amostras isolados do ileo foram obtidos 62 do tipo A, 1 do tipo B, 38
do tipo C e 1 do tipo D. Cinco das 171 amostras isoladas n&o foram tipificadas.

A deteccdo de tipos e subtipos de toxinas de C. perfringens critica para
uma melhor compreensdo da epidemiologia das infec¢cdes por este agente e pode
ser util no desenvolvimento de medidas preventivas eficazes (BAUMS, 2004).

O Sequenciamento da regido 16S rDNA revelou que 17 amostras obteve
esses genes com 97% de similaridade com os nucleotideos de Clostridium sp,
indicando também outras espécies que ndo C. perfringens. As 22 amostras
restantes foram identificadas como n&o formador de esporos, mas eram bastonetes
anaerobios Gram-positivos (WOO, et al 2005).

O BLAST das sequéncias de DNA no GenBank apresentou, em sua maioria,
Evalue zero, indicando que as mesmas alinharam-se corretamente com as
sequéncias do banco de dados. As cepas apresentaram de 97% a 99% de
similaridade com a espécie de Enterococcus sppp.

A coloracdo de Gram (figura 7) apresentou uma morfologia pleomorfica, o que
ndo condiz com a de Enterococcus spp, sendo muito semelhante a bastonetes Gram
positivo. Por esse motivo surgiu a curiosidade de verificar qual microrganismo
correspondente ao bastonete presente, e para surpresa, 0 sequenciamento mostrou

0 género Enterococcus spp.



42

Possivelmente o Enterococcus spp ndo estava em um meio de cultura
favoravel para seu crescimento o que levou ao pleomorfismo. Visto que se fosse
semeado em agar sangue ou no meio proprio para Enterococcus spp, a morfologia
seria de diplococos.

Enterococos séo patdgenos oportunistas que habitam a microbiota do homem
e de outros animais, incluindo animais de companhia, produtores de alimentos e
silvestres (MCDONALD et al., 1997; AARESTRUP et al., 2002) podem causar surtos
de infeccdo hospitalar de dificil controle e disseminar clones epidémicos (TITZE-DE-
ALMEIDA et al., 2006).

Sabe-se que os Enterococcus spp. sdo propensos a sofrer selecdo a cada
administracao de antimicrobiano, levando a formacdo de um reservatério animal de
Enterococcus spp. resistentes, que podem infectar os seres humanos tanto por
contato direto com animais como através da ingestdo de alimentos de origem animal
(KASZANYITZKY et al. 2007, OLIVEIRA et al. 2010, VIGNAROLI et al. 2011).

Santos et al. (2009) descreve que 52,5% das amostras de alimentos
analisadas por eles foram positivos para 0s enterococos, com maior prevaléncia em
gueijos (83,3%) e produtos carneos (60,0%). As espécies mais comuns encontrados
nestes tipos de produtos alimentares foram E. faecium e E. faecalis, enquanto E.
casseliflavus prevaleceu em vegetais. A prevaléncia destas duas espécies em
alimentos também tem sido reportada em outros estudos (PAVIA et al, 2000,
GELSOMINO et al, 2002; SAAVEDRA et al, 2003). Uma maior prevaléncia de
enterococos em alimentos processados pode ser atribuida a sua resisténcia ao
calor, salinidade extrema e condi¢cdes adversas durante o amadurecimento de
alimentos fermentados (GIRAFFA, 2002; FRANZ et al, 2003;. GIRAFFA, 2003;.
JURKOVIC et al, 2006). Para aplicagbes de enterococos em alimentos, a resisténcia
aos antibidticos é uma preocupacao especial, pois os determinantes genéticos de
resisténcia destas bactérias sdo geralmente localizados em plasmideos ou
transposons conjugativos, propensas a troca de material genético (HASMAN et al,
2005; ZANELLA et al., 2006). Multi-resisténcia tem sido mais comumente relatados
por E. faecalis, devido a sua notéria capacidade de adquirir e transferir genes de
resisténcia a antibidticos (C-ITAK et al, 2004; MCBRIDE et al, 2007).
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Campos, et al (2013), relata que das 50 cepas de Enterococcus spp. isolados,
21 foram identificadas como E. faecalis e uma como E. faecium, sendo que as
outras 28 foram consideradas como Enterococcus spp. Resultados similares foram
verificados por Fracalanzza et al. (2007), em que detectaram 85 cepas de E. faecalis
e cinco de E. faecium em amostras de carne de frangos do Rio de Janeiro. Riboldi et
al. (2009) detectaram 27 cepas de E. faecalis, 23 de E. faecium e seis de
Enterococcus spp. isolados de diversos alimentos na regidao Sul do Brasil. Na
pesquisa do PREBAF (BRASIL 2008), foi verificada a presenca de 61,4% de E.
faecalis e 2,2% de E. faecium.

Chan et al. (2008), também relataram Enterococcus spp. em amostras de
fezes de frangos e amostras de agua provenientes de criacdo de frangos, em
Kelantan na Malasia, observaram 47 cepas de E. faecalis e 22 de E. faecium.

A demonstracdo da resisténcia a temperaturas de até 100°C durante 1
hora, algo totalmente inusitado j4 que até entdo Ogier e Serror, 2008, Sood et al.,
2008, Fisher e Phillips, 2009 relataram que organismos desse género sO seriam
capazes de sobreviver a 60°C durante 30 minutos.

Murray, 1990, Facklam et al., 2002, Giraffa, 2003, Foulquié Moreno et al.,
2006, Ogier e Serror, 2008, Fisher e Phillips, 2009 descrevem que os Enterococcus
spp sao bactérias anaerobias facultativas, catalase negativa, oxidase negativa,
hidrolisam a esculina na presenca de 40% de sais biliares e realizam fermentagéo
lactica. A temperatura éptima de crescimento situa-se entre 35°C e 37°C, no entanto
podem crescer a temperaturas entre 10 e 45°C.

Giraffa (2002) e Saavedra et al. (2003) relataram que as estirpes de enterococos
isolados de alimento eram resistentes aos antibioticos. Dessa forma, foi realizada a
prova da esculina e a avaliagdo do crescimento em caldo contendo cloreto de sddio
(NaCl) a 6,5%. As cepas (60 isolados) que foram positivas para essas duas provas
foram submetidas a PCR para avaliacdo do gene de resisténcia a Vancomicina A e
B (genes vanA e VanB). Entretanto, nenhuma das amostras foi positiva para os

genes de resisténcia.
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6. CONCLUSAO

A PCR multiplex provou ser uma técnica muito eficaz e rapida para o
diagndstico, auxiliando no processo de triagem antes do isolamento das cepas de C.
perfringens, além de analisar os cinco tipos de uma so vez.

Algumas cepas de Enterococcus spp estdo sobrevivendo em condi¢cdes de
temperaturas que sé esporulados suportariam.

A presenca de Enterococcus spp requer atencdo uma vez que ele é resistente
ao calor e principalmente propensos a sofrer selecdo quando administrados

antimicrobianos.
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