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IDENTIFICACAO DE Clostridium perfringens E Salmonella spp. EM SUINOS
ADULTOS UTILIZANDO A TECNICA DE PCR (REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE)

RESUMO - A suinocultura vem ganhando espa¢o no mercado brasileiro,
atualmente o interesse por alimentos saudaveis trouxe a carne suina como
aliada e ndo mais como vila. A partir disso, novas tecnologias como sistemas
de confinamento, foram adotadas a fim de obter melhorias que visam
principalmente a higiene do processo, alimentagéo balanceada dos animais e
instalacdes adequadas. Nesse enquadramento, doencas infecciosas entéricas
representam um problema importante na suinocultura, e estdo envolvidas com
grandes perdas econOmicas e contaminagdo da carcaca comercializada.
Considerando estes aspectos, o trabalho objetivou identificar Clostridium
perfringens e Salmonella spp., a fim de alertar o setor suinicola sobre os
riscos ainda disseminados que causam enfermidades nos suinos e
contaminam o0s produtos que serdo comercializados; e correlacionar a
presenca de Clostridium perfringens com interferéncias no ganho de peso dos
animais. Foram realizadas contagens bacterianas para Clostridium spp. que
apresentaram médias de 1,2x10° UFC/mL na primeira coleta e 7,88x10?
UFC/mL na segunda coleta do confinamento, e nas amostras do frigorifico
contou-se 1,8x10* UFC/mL. Os resultados obtidos por PCR foram positivos
apenas para a toxina alfa (cpa), caracterizando uniformidade dos positivos
(25%) para Clostridium perfringens tipo A do confinamento e 46,4% do
frigorifico. Para Salmonella spp. com o gene invA foram detectados 9,5% de
positivos nos animais do confinamento e 21,4% das amostras do frigorifico. E
Salmonella Typhimurium com o gene fliC, foram positivas 3,57% no
confinamento e 8,33% no frigorifico. Foi possivel concluir que Clostridium
perfringens e Salmonella spp. foram encontrados em varias fases do setor
suinicola, desde o confinamento e area de granja até o processo industrial de
abate. As analises de correlacdo da presenca de C. perfringens com o ganho
de peso dos animais mostrou que a instalacdo dessa bactéria compromete o
desempenho nutricional dos animais interferindo na fase de engorda. A
utilizacdo de métodos de biologia molecular se mostraram bastante eficientes,
0 que incentiva maiores investimentos nessas técnicas que identificam com
melhor desempenho problemas na suinocultura, promovendo menores
prejuizos para os criadores.

Palavras-chaves: bacteriologia, Clostridios, gastrenterites, Salmonelas,
suinocultura, toxinas
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IDENTIFICATION Clostridium perfringens AND Salmonella spp. IN PIGS
ADULTS USING THE TECHNIQUE OF PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

ABSTRACT — Swine production is becoming more popular in the Brazilian
market, currently interest in healthy foods brought swine as an ally and not as
a villain. From this, new technologies such as confinement systems were
adopted in order to achieve improvements aimed primarily to process hygiene,
a balanced diet of animals and adequate facilities. In this framework, enteric
infectious diseases represent a important problem in the swine production,
and are involved with large economic losses and contamination of carcass
marketed. Considering these aspects, the study aimed to identify Clostridium
perfringens and Salmonella spp. in order to alert the swine sector still
scattered about the risks that cause diseases in swine and contaminate the
products to be marketed; and correlating the presence of Clostridium
perfringens with interference on weight gains of animals. Bacterial counts were
performed for Clostridium spp presenting averages of 1.2 x10° CFU/ mL in the
first test and 7.88 x10? CFU / mL in the second collection of confinement, and
the samples of slaughterhouse told by 1.8 x10* CFU/ mL. The results obtained
by PCR were positive only for the alpha-toxin (cpa), featuring uniformity of
positive samples (25%) for Clostridium perfringens type A of confinement and
46.4% of the slaughterhouse. For Salmonella spp. with the invA gene were
detected 9.5% of positive animals in confinement and 21.4% of samples from
the slaughterhouse. And Salmonella Typhimurium with the gene fliC, were
positive 3.57% in the confinament and 8.33% in the slaughterhouse. It was
concluded that Clostridium perfringens and Salmonella spp. were found in
various stages of the swine industry, from the confinement and farm area until
the process of industrial slaughter. The correlation analysis of the presence of
C. perfringens with the weight gain of the animals showed that the installation
of this bacterium affects the nutritional performance of animals interfering in
the fattening stage. The use of molecular biology methods have proved very
efficient, which encourages greater investment in these techniques that
identify problems with better performance in swine, promoting smaller losses
for breeders.

Keywords: bacteriology, Clostridia, gastroenteritis, Salmonella spp., swine,
toxins



1. INTRODUCAO

A suinocultura vem ganhando espago no mercado brasileiro, onde
anteriormente o consumo de derivados suinos era tido como vildo da boa saude,
atualmente o interesse por alimentos saudaveis trouxe a carne suina como aliada e
nao mais como Vila. Ja que ela possui indices elevados de proteinas (20% na carne
magra), aminoacidos essenciais, € fonte de vitaminas do complexo B, além de se
destacar nos teores de calcio, fésforo e principalmente potassio (SEBRAE, 2012a).

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de carne suina, iSso se
deve ao fato do consumo interno ndo ser expressivo, ja que ainda encontra barreiras
sobre conceitos estabelecidos pela populacdo brasileira. No mundo € a carne mais
consumida (64%), deixando a carne bovina com 27% e o frango com 8% da
preferéncia, enquanto para os brasileiros a carne suina esta em terceiro lugar na
preferéncia. (SILVEIRA, 2012)

Esse fato ocorre devido a trajetéria desenhada na utilizacdo desses animais
para o consumo humano, sendo que eram criados principalmente para a extracéo de
banha, e para atingir essa expectativa, os animais eram criados e abatidos com
peso em torno de 300 kg, tornando o consumo da carne altamente prejudicial, ja que
atingia niveis altissimos de gorduras (SILVEIRA, 2012). Nos dias atuais 0 peso
esperado de abate € em torno de 120kg, a fim de que os niveis de gordura presente
nos animais sejam menores, priorizando a qualidade de carne tornando-a magra e
saudavel para o consumo.

A partir disso, um novo olhar para o consumo de carne suina iniciou a
mudanca de conceitos estabelecidos. Novas tecnologias desenvolvidas visam
melhorias nesse setor, principalmente quanto a higiene de todo o processo,
alimentacao balanceada dos animais, instalagdes adequadas e servi¢cos de inspecao
dos 6rgaos responsaveis (SEBRAE, 2008a).

Dentre esses programas de melhorias, a erradicacdo de doencas
responsaveis por perdas econdmicas e prejuizos no rendimento dos animais esta

prioritariamente em exercicio. JA que animais enfermos prejudicam a dinamica do



processo, o rendimento e conversdo alimentar e caracteriza-se por colocar em risco
a qualidade da carne e derivados que serdo produzidos e comercializados.

Para estabelecer um controle sobre a produgéo, foram desenvolvidos
sistemas de confinamento para facilitar o manejo, o cuidado e higiene dos animais,
evitando a permanéncia em areas possivelmente contaminadas, como é o caso do
contato direto com a terra e as plantas forrageiras que retém a maior parte dos
microrganismos. Além de ser necessario o controle sobre alguns fatores que
predispéem riscos de contaminacdes cruzadas, de animais enfermos para animais
sadios, através do contato direto dos animais, como também pelo manejo
inadequado dos tratadores (BRASIL, 2006)

Quando existem falhas durante o processo de confinamento, a incidéncia de
instalacdo de doencas nos animais se torna um problema, ja que 0s principais
agentes contaminantes de suinos possuem quadros subclinicos de doenca,
dificultando o diagnostico precoce e o tratamento da enfermidade. Com o atraso no
reconhecimento da doenca, ha a facilidade de disseminacdo do patdgeno para
animais sadios, e em pouco tempo o rebanho pode estar acometido por patologias.

Os principais agentes contaminantes encontrados na suinocultura e
causadores de doencas conhecidas como clinicas e subclinicas sdo o Clostridium
perfringens e a Salmonella spp., as quais infectam os animais confinados causando
sintomas de gastrenterites, seguidas por diarreias, que dificultam o ganho de peso e
o0 desenvolvimento dos animais. Quando a contaminagdo acontece nos primeiros
dias de vida dos leitdes, os prejuizos para o produtor se agravam, ja que nessa fase
0 quadro diarreico € agressivo e a incidéncia de 6bitos é elevada.

Ambos contaminantes também sdo preocupantes do ponto de vista sanitario,
visto que animais portadores assintomaticos desses agentes poderdao entrar
infectados na linha de abate e disseminar o agente na producdo. Com isso poderéo
contaminar as carcacas que serdo comercializadas e trazer riscos a saude do
consumidor, uma vez que 0S mesmos sdo descritos como principais agentes
causadores de toxinfeccfes alimentares em humanos (CASTAGNA et al., 2004).

Na é&rea veterinaria ha diversas formas de prevenc¢des contra Clostridium
perfringens e Salmonella spp.. As vacinas desenvolvidas a partir de toxéides de

Clostridium perfringens sdo aplicadas nas fémeas durante a prenhez, e o0s



anticorpos séo transmitidos aos leitbes na amamentacdo. J& para Salmonella spp.,
0s métodos preventivos disponiveis sdo vacinas para algumas cepas, mas ao que
tem maior viabilidade s&o probidticos, que adicionados a racdo dos animais tem
como finalidade inibir o crescimento bacteriano de patdgenos.

Embora existam varias alternativas que possibilitem o controle desses
agentes, a utilizacdo em rebanhos brasileiros ndo apresenta essa rotina de
prevencdo, sendo que poucos sdo os produtores que disponibilizam investimentos

para esse fim.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos Gerais da Suinocultura

A participacdo da suinocultura no mercado brasileiro e mundial tem
aumentado consideravelmente nas ultimas décadas, j& que essa produgdo passou
por profundas alteracBes tecnoldgicas visando principalmente o aumento da
produtividade e a diminuicdo dos custos no processo de criacdo e abate. Dados
comprovam que se trata de uma atividade importante e lucrativa na economia
brasileira, pois conta com um faturamento de R$ 12 bilh6es por ano neste setor.
(SEBRAE, 2008Db).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) indicou que
em 2011 o Brasil se manteve em quarto lugar no ranking de producao e exportacao
mundial de carne suina, embora a ocorréncia de déficits durante o sistema de
producdo com a sanidade animal, a nutricdo e o0 manejo dos animais nas granjas
podem acarretar complicagbes em negociacbes dos produtos e perdas de futuros
investidores e compradores deste setor.

Segundo dados da Associacdo Brasileira da Indastria Produtora e
Exportadora de carne suina (ABIPECS), o consumo da carne in natura no Brasil vem
crescendo discretamente nos ultimos anos, durante o ano de 2011, o consumo
médio foi de 15,1kg por pessoa, sendo 1,5kg a mais em relagcdo ao ano de 2010
(ABIPECS, 2011).

Esse crescimento, apesar de discreto, demonstra que a suinocultura brasileira
€ um mercado promissor na economia, e que com melhorias nos sistemas de
criacdo que transmitam seguranca e confiabilidade para os consumidores dos
produtos suinos, o mercado interno tende a prosperar.

Segundo o MAPA, apenas 32,29% dos municipios brasileiros possuem
fiscalizagcao e servigcos de inspecéo dos produtos de origem animal, 0 que coloca em
risco a confianca na comercializacdo e principalmente o aquecimento do setor

exportador dos cortes.



A falta de fiscalizacdo dos o6rgdos publicos, aliada a ansiedade do
crescimento acelerado desse setor contribui com a incidéncia de doencas de
aspectos clinicos e subclinicos em suinos.

A utilizacdo de técnicas aprimoradas de manejo e cuidados com o bem-estar
dos animais devem ser analisados a fim de contribuirem minimizando os fatores que
influenciam negativamente na suinocultura. Adicionado aos fatores destacados
acima, o ambiente onde os animais estdo instalados, a qualidade da agua e da
racdo sdo elementos que precisam de atencdo, jA que podem ser meios de
veiculacao de patégenos e contaminacdo do plantel. (SEBRAE, 2012b)

Analisando as exigéncias do mercado consumidor e a qualidade do produto
comercializado, acredita-se que o crescimento acelerado tem contribuido com
aumentos no aparecimento de doencas e principalmente as diagnosticadas como
subclinicas, as quais provocam diminuicdo da conversdo alimentar e
consequentemente perda de peso, acarretando em prejuizos econdmicos para o
produtor ao final do processo.

A introducéo de sistemas de confinamento nas propriedades € caracterizada
pelas modificacdes zootécnicas de criacdo que sdo adotadas com a finalidade de
melhorar a producéo e facilitar a higienizagdo dos animais e das baias durante o
manejo do plantel, a fim de minimizar os custos e também diminuir a ocorréncia de
possiveis patdégenos.

Para se obter um confinamento com um numero menor de patdégenos é
importante salientar, aos produtores, que 0s métodos higiénicos e sanitarios
precisam de maiores atengdes e cuidados, ao passo que inadequacgdes ou falhas
durante o processo de higiene propiciam a disseminagdo de agentes patogénicos,
aumentando 0s gastos com medicamentos, acarretando prejuizos a criagao.
(DEWEY et al., 1995; CALDERARO et al., 2001).

Nesse enquadramento, as doencas infecciosas entéricas representam um
problema importante na suinocultura, sdo de natureza multifatorial e estéo
envolvidas com grandes perdas econdmicas e contaminacdo da carcaca

comercializada.



2.2. Clostridium spp.

Pertencentes a familia Bacilaceae, as bactérias do género Clostridium séo
caracterizadas como Gram-positivos, possuem forma de bastonetes moveis,
anaerobios estritos e facultativos, formadoras de esporos quando expostas a
ambientes extremos de temperatura e acidez. A variacado de temperatura ideal para
seu crescimento € entre 37°C a 45°C, e pH 6timo é em torno da neutralidade (pH=7)
(BLASCHEK & SOLBERG, 1981).

O género Clostridium é apresentado por cerca de 200 espécies, mas apenas
algumas espécies tem poder patogénico devido a producdo de toxinas durante seu
crescimento. (TORTORA et al., 2005). Estas bactérias possuem a capacidade de
compartilhar antigenos através de plasmidios, além de possuirem antigenos
soluveis que sdo capazes de se agruparem utilizando testes de precipitina, além de
serem microrganismos fermentadores de varios acucares, como glicose, lactose,
sacarose e podem também digerir algumas proteinas.

A maioria das espécies patogénicas causadoras de gastrenterites se instala
no organismo do hospedeiro e causam enfermidade quando o microambiente
digestivo dos animais sofrem alteracbes que favorecem a proliferacdo dessas
bactérias (LOBATO & ASSIS, 2005). Algumas espécies de animais de interesse
comercial, como as aves, suinos e bovinos, estdo diretamente suscetiveis as
enfermidades causadas por essas bactérias. Além dos animais, os humanos
também estdo diretamente expostos a quadros de infec¢cdes alimentares e
toxinfecgoes.

Os clostridios sé@o responsaveis por diversas doencas invasivas causadas
pelas diferentes formas de acéo e producdo de suas toxinas, esses efeitos podem
ocorrer nas 30 espécies de clostridios patogénicos, porém cerca de 90% dos casos
de doencas invasivas sao atribuidas a espécie Clostridium perfringens, cuja acéo
das suas toxinas tem como causa comum intoxicagdes alimentares, gangrenas
gasosas (AWAD et al.,, 2001), carbunculo sintomético (GOMES et al., 2008) e
enterites necroticas (ESTEVES, 2005).



O C. perfringens é uma das espécies com maior variedade patogénica do
género, tendo como acdo de suas toxinas inumeras doencas invasivas, e
provavelmente é a mais difundida no mundo e, sem duvida, a principal envolvida em
casos de enterites em animais domésticos (BERCHIERI JUNIOR & MACARI, 2000).

2.3. Clostridium perfringens

A espécie C. perfringens esta entre 0s microrganismos com maior
abrangéncia de toxinas e grande importancia na quantidade e grau de toxicidade e
letalidade (SONGER, 1997). Essas substancias sdo altamente téxicas e fatais, e
podem ser classificadas como exotoxinas (toxinas extracelulares) de polipeptideos
relativamente instaveis. Podem ter sua toxicidade destruida em temperaturas acima
de 60°C, ou através de acdo antigénica que estimula a formacédo de antitoxinas
neutralizadoras, que tem a funcdo de converter a toxinas em toxoides, que nao tem
poder toxico, e que sao utilizados para a imunizacao contra esse patdgeno.

O C. perfringens é caracterizado por ser uma bactéria em forma de bastonete,
formadora de esporos semiterminais e microaerdfilos, sobrevivendo assim em
ambientes com pouca quantidade de oxigénio (BROOKS et al., 2010a). As cepas de
C. perfringens sdo semelhantes em aspectos bioquimicos e fisicos de suas coldnias
e se diferenciam pelas estruturas antigénicas das toxinas presentes, as quais sao
divididas em cinco tipos (A, B, C, D e E) devido a presenca dos quatro principais
fatores de viruléncia responsaveis por causar enfermidades, que sao alfa (a), beta
(B), epsilon (¢) e iota (1) (SMITH, 1979; NIILO, 1980; BEER, 1988; PENHA et al.,
2005).

Outras duas toxinas, as enterotoxinas e a beta2, também s&o apontadas
como fatores de viruléncia de C. perfringens, apesar de ndo serem utilizadas na
tipagem dessa bactéria (SONGER & UZAL, 2005).

Nas intoxicacOes alimentares, em humanos, causadas por C. perfringens, 0s
sintomas ocorrem apds ingestdo de grande quantidade de células vegetativas

presentes, geralmente, em carnes aquecidas. As toxinas formam-se a partir do



momento que O microrganismo inicia a esporulacdo no intestino, culminando em
diarreia apés 6 horas da ingestéo.

A espécie C. perfringens tem ampla ocorréncia também no trato intestinal dos
suinos e estd diretamente relacionada como causa de enterotoxemias,
principalmente pela deteccéo das toxinas a (tipo A) e a e B (tipo C) (SONGER e
UZAL, 2005; VIEIRA et al., 2008).

Os genes codificadores das quatro principais toxinas podem ter localizagéao
cromossomal ou plasmidial, sendo que os da toxina alfa estdo localizados no
cromossomo, 0s da enterotoxina podem estar localizados tanto no cromossomo
como no plasmidio, e os demais genes codificadores (beta, beta2, épsilon e iota)
sao plasmidiais (PETIT et al., 1999)

A toxina alfa € uma exotoxina hemolitica necrosante (lecitinase) que é
produzida pelos cinco tipos de C. perfringens, mas em quantidades variaveis, sua
principal forma de acéo é lesionar as membranas celulares por clivagem da lecitina

em fosforilcolina e digliceridios, danificando as invaginagdes intestinais.

2.3.1. Clostridium perfringens tipo A

O Clostridium perfringens tipo A tem grande abrangéncia no ambiente e é
encontrado facilmente em diversos locais, sendo possivelmente encontrado de
forma natural na microbiota intestinal de animais de sangue quente, além de ser
facilmente encontrado no solo, onde estdo adaptados a sobreviverem. As cepas do
tipo A sao identificadas pela producdo da toxina alfa, a qual é considerada uma das
mais agressivas e responsavel por causar enfermidades nos animais expostos a ela
(YOO et al., 1997).

Os sintomas ocorrem quando um grande numero de microrganismos esta
instalado no intestino e se acumulam no jejuno e ileo dos animais produzindo a
toxina alfa que podem causar necrose dos enterdcitos, fazendo o animal perder

eletrdlitos e liquidos.



Esta toxina € a mais comum entre o C. perfringens e a acao toxigénica das
cepas sao variaveis, fazendo seu poder patogénico apresentar maior ou menor
agressividade entre os principais tipos de C. perfringens, tornando o entendimento
sobre o seu papel na patogénese de doencas confuso (BROOKS et al., 2010a).

Devido a amplitude de disseminacgéo do C. perfringens tipo A no ambiente, e
principalmente a presenga do mesmo na microbiota natural dos animais, apenas o
iIsolamento desse agente a partir de animais enfermos podem ser provas
inconclusivas das causas da patologia, e apés morte, o isolamento do mesmo é
frequente e facilmente visto no trato intestinal e tecidos.

Algumas estirpes do tipo A também podem produzir enterotoxinas em
menores quantidades, as quais causam sintomas gastrentéricos nos humanos e em
alguns animais domésticos (MACCLANE, 1996; SONGER, 1996; SARKER et al.,
1999).

As enterotoxinas produzidas por C. perfringens sdo potencialmente
patogénicas, principalmente quando crescem em pratos preparados a base de
carne. Quando as células vegetativas sdo ingeridas, elas esporulam no intestino,
produzindo uma proteina que parece ser um componente ndo essencial da parede
do esporo (a enterotoxina), a qual é diferente de todas as outras toxinas produzidas

por clostridios e que causam sintomas diarreicos.

2.3.2. Clostridium perfringens tipo B

As cepas do C. perfringens tipo B sao caracterizadas por produzirem,
principalmente a toxina beta e poucas quantidades de toxinas alfa e épsilon (NIILO,
1980). Embora sejam toxinas poderosas, o poder patogénico e as interferéncias
causadas no organismo dos infectados ndo motivam grandes pesquisas e
descobrimentos, possuindo discretos relatos sobre ocorréncias de enfermidades se
comparados aos outros tipos, 0 que se sabe € que as cepas do tipo B séo
responsaveis principalmente por causar surtos de diarreias em cordeiros neonatos

(TIMONEY et al., 1988) e manifestar dores abdominais crénicas nesses animais com
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idade de abate. Outros grupos de animais, como cabras, bezerros e potros, também
podem desenvolver enterites hemorragicas devido a acdo do C. perfringens tipo B.

A escassez de relatos atribuidos ao tipo B pode ser consequéncia da acdo
ocorrida a partir do ano de 1961 quando se iniciou o desenvolvimento de vacina para

a protecéo e o controle de diarreias nos rebanhos de cordeiros.

2.3.3. Clostridium perfringens tipo C

O Clostridium perfringens tipo C produz a toxina beta, e pequena quantidade
de toxina alfa, ambas atuam atacando os enterdcitos resultando na perda inicial das
microvilosidades dos enterdcitos, causando lesdes necrdéticas. A beta toxina € tida
como a mais sensivel dentre as toxinas produzidas pelo C. perfringens, pois é
facilmente degradada por altas temperaturas, acdes enzimaticas ou outros fatores
ambientais que ndo causariam danos a acdo das outras toxinas (NIILO, 1980). As
cepas desse tipo de Clostridium sdo comumente causadoras de enterites necréticas
e outras doencgas gastrintestinas em humanos, aves, bovinos, suinos, equinos e
ovinos (WALKER, 1990), possuindo grande abrangéncia de espécies suscetiveis.

Em animais neonatos a frequéncia de infeccbes do tipo C é muito comum,
resultando em sintomas agressivos como diarréias hemorragicas, necroses de
mucosa, e levando os animais a Obito em poucas horas. A multiplicacdo e a
agressividade dos sintomas causados por esse tipo de Clostridium perfringens
podem ser atribuidos ao estabelecimento desse agente etiolégico antes da
microbiota residente, o que dificulta 0 combate do organismo ao agente. Outro fator
gue favorece a multiplicagcdo do agente ocorre quando ha alteracdes bruscas na
dieta alimentar dos animais, no periodo de desmama, o que desestabiliza a flora
intestinal residente e estimula o crescimento e a permanéncia do Clostridium
perfringens tipo C (NIILO, 1980; TIMONEY et al., 1988).

Dentre os animais domésticos, os leitbes aparecem como 0sS principais
afetados por esse microganismo desde as primeiras semanas de vida (JOHNSON

et al., 1992; BUOGO et al., 1995), desenvolvendo graves doencas com sintomas
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agressivos de enterites necrosantes hemorragicas, que culminam em Oobitos
geralmente associadas a colonizacdo do C. perfringens tipo C principalmente apés a
desmama.

Enterites necrosantes causadas por C. perfringens tipo C tem ampla
ocorréncia com casos de 6bitos em criancas na Nova Guiné, contudo a utilizacéo de
vacinas com toxoides tipo C para a imunizacao contra esse agente tem estimulado a
resisténcia do hospedeiro ao agente, favorecendo em valor preventivo a ocorréncia
de casos clinicos (BROOKS et al., 2010a).

2.3.4. Clostridium perfringenstipoD e E

O Clostridium perfringens tipo D é caracterizado pela producédo das toxinas
alfa e epsilon, sendo a segunda a mais prevalente (NIILO, 1980). E comumente
causadora de enterotoxemia fatais em ovinos. Diferentemente dos outros tipos de
Clostridium perfringens, o tipo D raramente afeta animais neonatos, pois seu
principal modo de acdo € em animais a partir de trés semanas de vida e que ainda
ingerem grande quantidade de leite.

Contudo, ao atingirem dez semanas de vida, os animais sofrem alteracdes na
dieta alimentar, onde anteriormente os mantinham com amamentacdo, passam a
ingerir dieta rica em grado e minerais. Esse manejo, aliado ao confinamento, favorece
a ocorréncia de casos de enterotoxemias fatais, ja que a coloniza¢do desse agente
também ocorre quando ha& mudancas bruscas na alimentacdo dos animais,
desestabilizando a microbiota residente (PENHA, 2004). Esta doenca também pode
acometer bezerros e cabras, mas raramente ocorrem em bovinos adultos, equinos
ou outros animais. (GRINER et al., 1956)

O Clostridium perfringens tipo E produz a toxina iota em grande quantidade e
a toxina alfa em menor (NIILO, 1980); a toxina iota se faz presente apenas neste tipo
de Clostridium perfringens, o que causa algumas controvérsias sobre seu papel na
ocorréncia de sintomas de enfermidade, ja que fontes concluem que cepas do tipo E

nao desempenham importancia na patogenicidade.
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No entanto, Patton et al. (1978) evidenciam que a ocorrencia de cepas do tipo
E podem ser responsaveis por enterotoxemias em coelhos que sofreram estresse
relacionado com a dieta alimentar. Songer (1997) relatou que raramente o tipo E
pode ser a causa de enterotoxemia em cordeiros, bezerros e coelhos. A toxina iota
foi relatada pela primeira vez a mais de 76 anos na Gra-Bretanha, mas os casos
atribuidos a esta toxina séo incertos ja que as publicacbes podem nao representar
casos genuinos de -enterotoxemia.

Segundo Niilo (1980), a toxina é produzida por células ativadas por enzimas
proteoliticas, esse efeitos bioldgicos incluem acao necrosante e aumento acentuado
na permeabilidade capilar.

Patton et al. (1978) também descreveram hemorragia e edema cecal,
semelhantes as causados por enterotoxinas, embora o isolamento do microrganismo
do tipo E em animais afetados ndo correspondeu ao esperado, e a toxina iota néo foi
detectadas com o crescimento artificial. Com isso observa-se que resultados tidos de
modelos experimentais ndo podem ser conclusivos para confirmacdo da

patogenicidade da toxina iota tanto em animais quanto em humanos.

2.4. Clostridioses na Suinocultura

Dentre os tipos de C. perfringens envolvidos com enfermidades em suinos,
destacam-se os do tipo A e C. Aqueles do tipo A, que produzem a toxina a, Sao 0s
mais comuns encontrados no intestino de suinos, embora apresentem baixa
mortalidade nos animais, esta diretamente relacionada com casos de enterites
necréticas em leitdes. Diferentemente do C. perfringens Tipo C, que produzem as
toxinas a e B, também é frequente causador de enterites necroéticas em leitdes, mas
sua incidéncia em suinos tem grande relacdo com enterotoxemias fatais.

A transmissdo para 0s suinos acontece por diferentes vias, podendo ocorrer
durante a alimentacdo, quando esporos de C. perfringens estao presentes na racao
fornecida aos animais, ou mesmo quando esses esporos sao trazidos por correntes

de ar para o ambiente onde os animais se encontram. Além da possibilidade de
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transmissdo dos animais infectados para os sadios veiculados pelo manejo do
confinamento.

A amplitude de dispersdo desse agente bacteriano é muito elevada, podendo
encontra-los em diversos ambientes, inclusive no solo e colonizando os intestinos de
homens e animais. (NIILO, 1980).

Devido a esta amplitude de dispersao e a resisténcia atribuida aos esporos
do C. perfringens, o controle sanitario desse microrganismo € dificilmente realizado
com sucesso, 0 que prejudica a eliminacdo dessa bactéria do ambiente e dos
animais. E quando acometem o0s suinos, a deteccdo do C. perfringens e a
identificacdo da doenca é confusa, jA que muitas vezes ndo causam sintomas. Com
isso 0s métodos de averiguagdo sanitaria dos animais sdo através da utilizacao de
técnicas convencionais de microbiologia, as quais sao lentas e laboriosas, pois
necessitam de semeadura e isolamento em meios de cultura especificos com
incubacdo em anaerobiose e identificacdo da espécie com provas bioquimicas.

O desenvolvimento de vacinas que controlam a disseminacdo de doencas
responsaveis por perdas econémicas € uma escolha de sucesso nas criacfes de
suinos. No Brasil, os programas disponiveis de vacinacdo em rebanhos sao
rotineiros, embora haja resisténcia dos criadores para essa pratica, as vezes por
motivos econdmicos ou até pela falta de informacdo sobre os beneficios
conquistados ap6s a aplicagdo de vacinas. Para a suinocultura, ha vacinas
disponiveis para 17 antigenos diferentes no mercado brasileiro, inclusive para
Clostridium perfringens, contudo a disponibilidade para as diferentes acoes
toxigénicas da bactéria ainda sédo restrita, sendo conhecidas vacinas para o tipo A,
B, C e D, e esse fato dificulta o controle de outras patologias ligadas ao Clostridium

perfringens.

2.5. Salmonella spp.

O género Salmonella spp. pertence a Enterobacteriaceae que constituem um

grande grupo de bastonetes Gram negativos, que tem como habitat natural o trato



14

intestinal de seres humanos e animais. As bactérias pertencentes a esse género séo
moveis com flagelos peritriquios, e transmitidas ao homem a partir de produtos de
origem a animal, os quais provocam enterites, infec¢des sistémicas e febre entérica,
sendo que grande parte dos sorotipos sdo patogénicos. A temperatura ideal de
crescimento € de 36°C a 43°C, associado a um pH em torno de 7, embora suportem
a faixa de pH de 4,5 a 9,5 (BROOKS et al., 2010b). Em relacdo as caracteristicas
bioguimicas, as salmonelas sdo oxidase e indol negativas, possuem producgéo de
gas a partir da glicose, apresentam catalase positiva, e possuem capacidade de
reduzir nitrato a nitrito (ANDERSON & ZIPRIN, 2002) além de serem capazes de
utilizar citrato como Unica fonte de carbono para sua multiplicacéo.

Essas bactérias possuem trés tipos de antigenos diferentes: o antigeno
somatico (O), composto por lipopolissacarideos; o antigeno flagelar (H), o qual é
composto por proteinas termolabeis e se dividem em monofésico e difasico; e o
antigeno capsular anico (Vi), presente apenas nas S. Typhi, S. Paratyphi e S. Dublin.
Os antigenos O e H podem estar presentes, alternativamente, na bactéria, ja que os
sorovares elaboram os dois antigenos (D’AOUST, 1994; GRIMONT; GRIMONT;
BOUVET, 2000).

O género Salmonella spp. sempre motivou inimeras discussfes na sociedade
cientifica devido a forma taxon6mica do grupo, ja que era motivo de controvérsias
sob a forma de nomenclatura das espécies. Contudo, estudo sobre hibridizacdo de
DNA com DNA resultaram no conhecimento da existéncia de sete grupos evolutivos.
A partir de andlises moleculares, concluiu-se que o género Salmonela esta dividido
em duas especies, Salmonella enterica e Salmonella bongori, e estas estao divididas
em subespécies e sorotipos. A espécie mais conhecida e que possui maior
incidéncia de relatos atribuidos a infeccdes e frequentes contaminacées em
humanos e animais € a Salmonella enterica que € composta por cinco subespécies:
| — enterica, Il — salamae, llla — arizonae e lllb — diazinonae, IV — houtenae, e V —
indica. Dentre as subespécies identificadas, a S. enterica € a que possui a maior
quantidade de sorovares que sado responsaveis por casos de infecgcdes em humanos
e animais (BROOKS et al., 2010b).

Os sorovares séao diferenciados a partir dos antigenos O e H, ja que nado é

possivel sua diferenciacado utilizando provas bioquimicas. Estima-se que existem



15

2543 sorovares diferentes que compdem o género Salmonella (POPOFF et al.,
2001), sendo todos identificados de acordo com seus antigenos somaticos e
flagelares, através de sorotipagem dos isolados.

Os quadros de infeccdo por Salmonella spp. podem ter diversas maneiras de
origem, mas a principal via de transmissdo desses agentes ocorrem através dos
alimentos e da agua contaminados, podendo causar graves enfermidades (KICH et
al., 2005).

A sua atividade toxigénica tem grande abrangéncia, podendo desencadear
hipertermia, leucopenia, hipotensdo e profundos transtornos no metabolismo,
interferindo drasticamente nas condicfes fisicas do hospedeiro (ESTEVES, 2005).
Em animais, os principais casos diagnosticados sdo os envolvidos com enterites e
septicemias (LONGO et al., 2010), e os sintomas mais frequentes em humanos séo
as conhecidas como gastrenterites, sendo que alguns casos foram levados a 6bitos
devido a complicagbes no quadro infeccioso.

A Salmonella Enteritidis e a Salmonella Typhimurium s&o os sorovares mais
isolados em casos de surtos de salmoneloses em humanos, se tornando um grave
problema no controle da doenca e na saude publica (WALES, 2010).

Outras sindromes clinicas também ja foram relatadas por sua ocorréncia em
humanos devido a infec¢cdes por Salmonela. Duas dessas sindromes possuem
sintomas de alta agressividade e que podem levar a Obito, como é o caso da
patologia conhecida como Febre Tiféife, que é uma infeccdo sistémica grave
causada por S. Typhi e da Febre Paratifoide que é causada pela S. Paratyphi em
que os sintomas clinicos aparecem de 8 a 28 dias apés a infeccdo por estas cepas
altamente virulentas e invasivas (D'AOUST, 1994).

Problemas decorrentes de contaminacbes por Salmonella spp. tem
abrangéncia mundial devido a sua facil disseminacdo e a descuidos de ordem
sanitaria dos 6rgdos responsaveis. Os paises considerados em desenvolvimento e
mesmo os ja desenvolvidos sofrem com a grande incidéncia de salmoneloses de
origem alimentar, as quais contaminam o0s alimentos que posteriormente ser&o
consumidos pela populacao.

As patologias de origem alimentar em humanos séo geralmente atribuidas a

Salmonela, as quais possuem incidéncia geografica de ambito mundial. Mesmo em
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paises classificados como desenvolvidos, a ocorréncia dessa enfermidade é
frequente; como exemplo, tem-se a Unido Européia, que a ocorréncia desta
patologia é confirmada em cerca de 100 mil casos registrados em humanos a cada
ano (GESLAIN-LANEELLE, 2011).

2.6. Salmonella spp. na Suinocultura

A incidéncia em contaminacdo de alimentos e casos de salmoneloses em
humanos ja apresentou proporcdes epidémicas em varios paises durante a década
de 1990, contudo a preocupacdo com surtos de contaminagao e reincidéncias de
epidemias foi o incentivo para os 0rgdos responsaveis voltarem atencfes as
fiscalizacGes rotineiras e propor projetos de lei regulatérios para as indastrias de
alimentos (MADRI SALUD, 2008).

Hill et al (2008) relataram que 1% a 10% dos casos de salmoneloses em
humanos motivaram-se por consumo de carne suina, e que 17% dos suinos com
idade de abate estdo infectados com Salmonella spp., além de estimar que 4% dos
animais eliminam o microrganismo nas fezes por longo periodo.

Um numero crescente de paises europeus focam suas atencBes na fase
priméria de producdo de suinos, afim de minimizar os problemas ocasionados por
contaminagdo de salmonela, mas um dos maiores desafios desta abordagem reside
na identificacdo e intervencédo eficaz nas medidas de controle que podem ser
tomadas em nivel de rebanho (LO FO WONG et al., 2004).

A transmissdo de Salmonella spp. em animais domésticos, como 0s suinos,
ocorre principalmente pela via fecal-oral, sendo que as salmonelas podem ser
carregadas por macréfagos e neutrofilos, e se alojarem nos linfonodos, sendo
eliminadas quando os animais passarem por fatores de estresse.

Dentre os principais sorovares de salmonelas que sado responsaveis por
enfermidades nos animais, destaca-se a S. Typhimurium, a qual € um dos mais

envolvidos em casos de enterocolite em suinos (MULLER, 2005), podendo ser
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disseminada rapidamente entre o0s animais confinados através das fezes,
acarretando grandes prejuizos econémicos.

Essa presenca de salmonelas em suinos € preocupante de dois pontos de
vista distintos, o primeiro é a manifestacdo da doenca, interferindo na satude dos
animais. E a segunda preocupacdo € com a contaminacdo da carcaca e dos
produtos que serdo consumidos e que poderdo manifestar toxinfeccoes em
humanos (EKPERINGIN & NAGAJARA, 1998).

Quando levam a manifestacdes clinicas nos suinos, as salmonelas podem
causar sintomas entéricos como diarréias, que € a forma localizada da doenca, ou
se manifestam de forma sistémica, afetando varios sistemas e causando septicemia
e Obito. Mas os casos clinicos ocorrem com rara frequencia nos rebanhos de suinos,
tornando a principal preocupacdo com a introducdo do agente nos rebanhos e
posteriormente no frigorifico, facilitando a contaminacéo das carcacas abatidas.

Na década de 1990, a comercializacdo da carne de porco tinha pouca
aceitacdo dos consumidores, ja que o consumo de suinos era associado como uma
potencial fonte de salmonelose humana (LO FO WONG et al., 2002), onde sabia-se
gue Salmonella era identificada em todas as fases de producéo de suinos.

Como suinos infectados ainda sdo uma das principais fontes de introducédo da
bactéria na cadeia alimentar humana. Algumas pesquisas cientificas tem se
concentrado nos ultimos anos na identificacdo dos fatores de risco para a infeccao,
bem como desenvolver estratégias que minimizem os efeitos a nivel de producao
(GOTTER et al., 2012).

Conforme abordado anteriormente, o agravamento na disseminagao de
Salmonella spp. ocorre quando 0s suinos portadores desse microrganismo, e
aparentemente saudaveis, eliminam essas bactérias nas fezes continuamente,
podendo contaminar o ambiente a que estdo confinados e atingir outros animais que
futuramente ocupardo o mesmo espaco (CASTAGNA et al., 2004).

Os focos de contaminacgao por esses agentes estao principalmente ligados ao
ambiente em que os animais estao confinados. As baias, por exemplo, quando néo
sdo devidamente higienizadas de um lote de animais para o outro, a contaminacao
do ambiente permanecera e podera infectar animais sadios através dos bebedouros

de agua ou da racdo oferecida para estes animais.
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A partir de pequenos descuidos de manejo no processo industrial, 0os animais
portadores desses microrganismos podem transmiti-los para os animais sadios tanto
durante o transporte, como na area de abate, além da possibilidade de
contaminagao da carcaca durante a evisceracao.

Com relacdo a contaminacdo da carcaca por Salmonella spp., outros
instrumentos presentes no frigorifico também podem ser responsaveis pela
disseminacdo do agente na linha de produgdo, como as maquinas de polir, se
estiverem inadequadamente limpas, ou procedimentos errados durante a
evisceracdo, como falta de higiene, séo os fatores de risco mais vistos dentro da
industria. Estima-se que 5 a 15% das contaminacdes de carcaca com Salmonella
spp. ocorrem apoOs a queima da pelagem, sendo que a maior porcentagem ocorre na
pratica de evisceracdo (55-90%) e em menor escala, na divisdo dos cortes (5-35%)
(BERENDS et al., 1997).

Os principais elementos de contaminagédo que interferem na linha de abate
tem forte correlac@o entre o nimero de animais vivos que carregam Salmonella spp.
e as eliminam nas fezes, e 0 numero de carcacas contaminadas no final da linha de
abate, como descrito por Berends et al., (1998). Os mesmos autores relataram que
animais portadores de Salmonella spp., possuem 3 a 4 vezes mais chances de ter a
carcaca positiva para esse microrganismo no final do processo.

Berends et al. (1997), afirmaram em seus estudos que 30% dos animais
analisados apresentaram positividade para salmonela que possivelmente foi
transmitido através do contato com animais portadores desse patdgeno,
caracterizando uma contaminacdo direta. Estimaram também que de 5 a 30% das
carcacas dos animais positivos, poderiam ser contaminadas por Salmonella spp.

Enquanto houver animais positivos para salmonela entrando nos frigorificos,
havera sempre transmissdo do agente para a carcaga e consequentemente para o
consumidor, mesmo que O processo na industria seja realizado de acordo com
normas e codigos de boas praticas de fabricacdo. Em regulamentos da Unido
Européia é autorizado a descontaminacdo da carcaca por substancias que séo
consideradas seguras, como acido lactico, sendo com as condicdes de que os
frigorifico cumpram as normas estabelecidas de uso (BERENDS et al., 1997) pela

GMP — “Good Manufaturing Practices”.
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Considera-se de suma importancia o controle microbioldgico dos patdgenos
Clostridium perfringens e Salmonella spp. a fim de minimizar interferéncias na
economia do setor suinicola, e zelar pela seguranca alimentar e comercializacéo dos
produtos derivados de carne suina, onde estes microrganismos podem afetar a
gualidade microbioldgica da carne comercializada desencadeando riscos a saude do
consumidor.

Baseado nessas informacOes idealizou-se o presente trabalho, a fim de
alertar os suinocultores e a comunidade cientifica sobre a importancia de manter os
rebanhos e o setor suinicola livres de agentes patogénicos, principalmente
Clostridium perfringens e Salmonella spp., para maiores rendimentos com a
atividade e a conservacdo da sanidade do rebanho e consequentemente a
manutencao da qualidade dos produtos comercializados.

O trabalho objetivou identificar as bactérias Clostridium perfringens,
Salmonella spp., que frequentemente estdo envolvidas em casos de doencas
subclinica e/ou casos de diarreia e doencas intestinais nos suinos, utilizando
metodologias basicas de microbiologia e a técnica de PCR para identificacao.

Também se objetivou correlacionar a presenca de Clostridium perfringens nos

suinos com interferéncias no ganho de peso destes animais criados para o abate.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta e cultivo bacteriano

As amostras foram coletadas de um confinamento experimental de suinos da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV/UNESP Campus Jaboticabal
contando com 84 amostras provenientes de duas avaliacdes em periodos distintos.
Outro grupo amostral, também constituido por 84 animais, foi obtido de um frigorifico
de suinos no interior do Estado de Sao Paulo.

Na primeira coleta, os animais do confinamento apresentavam idade em torno
de 120 dias e média de peso de 98 kg, enquanto que na segunda coleta os animais
estavam com 140 dias e pesando 121 kg em média. A higienizagdo das baias foi
realizada apenas com jatos de agua em dias alternados. Os animais estavam
aparentemente saudaveis e sem sintomas de enterites, ndo receberam vacinacao no
confinamento de origem e, os que apresentaram dificuldades respiratorias no
confinamento experimental foram tratados com terramicina e um anti-inflamatério.

As amostras foram obtidas através da introducdo de dois suabes na regido
anorretal de cada animal. Os suabes foram imersos individualmente em tubos
contendo agua peptonada 0,1% estéril e encaminhados ao laboratorio de Bactérias
Anaerodbicas da FCAV/UNESP para as analises bacterianas.

O procedimento para contagem de bactérias do género Clostridium spp. foi
iniciado realizando-se diluicOes seriadas a partir dos tubos coletados. As amostras
diluidas foram submetidas ao choque térmico a temperatura de 80°C por 10 minutos
para a germinacdo dos esporos, eliminacdo de células vegetativas e de possiveis
contaminantes.

Apods o choque térmico, 1 mL de cada diluicdo foi transferido para placas de
Petri estéreis em duplicata e as placas foram acrescentados 20 mL de meio de
cultura Reinforced Clostridial Agar (RCA) ainda no estado liquido. Os liquidos foram
homogeneizados, sendo este método conhecido como pour-plate. As placas foram
dispostas em jarras de anaerobiose com sistema GasPack® e levadas & estufa a
37°C por 48 horas.
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A contagem das colbnias de Clostridium spp. de cada diluicdo foi realizada,
possibilitando a leitura de crescimento de 30 a 300 UFC. Apés a contagem, 3-5
colénias de cada amostra foram selecionadas e entdo repicadas para tubos de
ensaio fechados com rosca contendo cinco mililitros de caldo BHI (Brain Heart
Infusion) a fim de similar um ambiente anaerdbico. Os tubos foram incubados em
estufa bacterioldgica a 35°C por 24h.

A partir dos dados da contagem bacteriana foi realizado o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade, sendo o coeficiente de variacdo estabilizado pela
transformacao dos valores para log (x+5).

Para o cultivo de bactérias do género Salmonella spp. os tubos contendo os
suabes foram incubados a 42°C por 24 horas. Posteriormente, transferiu-se um
mililitro do liquido da cultura de bactéria para tubos de ensaio contendo dez mililitros
de caldos de enriquecimento Selenito-Novobiocina® e Rappaport Vassiladis, os
quais foram incubados a 37°C e 42°C, respectivamente, durante 24 horas.

AplOs o enriquecimento, realizou-se o isolamento das amostras em Agar
MacConkey e Agar XLD, e as placas semeadas foram incubadas a 37°C por 24
horas. Colbnias sugestivas de Salmonella spp. foram repicadas em meio Agar
Radhanjs, e novamente levadas a estufa bacteriologica nas mesmas condi¢des
anteriores. As amostras que apresentaram crescimento e coloragao duvidosos para
Salmonella spp. no meio Agar Radhanjs foram repicadas em meio de cultura Agar
Rambach (Merck®) e TSI (Triple Sugar Iron) e incubadas nas mesmas condicdes

citadas anteriormente.

4.2. ldentificacdo molecular de Clostridium perfringens e Salmonella spp.

As amostras foram submetidas a extracdo de DNA as utilizando a técnica
descrita por Marmur (MARMUR, 1961). A partir do DNA das amostras foram
realizadas reacfes de PCR para a deteccdo dos genes que codificam as toxinas
alfa, beta, epsilon, iota, entero e beta 2 presentes em C. perfringens (Tabela 1) e

para a deteccdo dos genes invA e fliC presentes em Salmonella spp. e S.
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Typhimurium, respectivamente . As cepas de Clostridium perfringens utilizadas como
padrdao foram cedidas pelo Laboratorio Nacional Agropecuario (LANAGRO) do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) — sediado em Pedro
Leopoldo- MG. Ja a cepa de Salmonella Typhimurium foi cedida pelo Laboratorio de
Bacterioses/Ornitopatologia do Departamento de Patologia da FCAV/UNESP -
Campus Jaboticabal.

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada utilizando tampé&o 1X [100 mM
Tris-HCI pH 8,8; 500 mM KCI; 0,8% (v/v) Nonidet P40]; MgCl, 2 mM; dNTP’s 0,2 mM,
1,5 U de Tag DNA polimerase, 5 pmol de cada primer, 60 ng de DNA genémico e
dgua pura estérii para 20 uL. As amplificagbes foram realizadas em um
termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) programado com 1 ciclo a
95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 1 minuto a 55°C para a reacao
multiplex de C. perfringens, 60°C e 52°C para amplificacdo dos genes invA e fliC,
repectivamente, e 72°C por 1,5 minuto seguido de um ciclo final a 72°C por 10
minutos. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% (p/v),
contendo SYBR® Green 1X (Invitrogen) e padrdo de tamanho molecular 100 pb DNA
Ladder (Invitrogen e Fermentas, respectivamente) e visualizadas em equipamento

de fotodocumentacao Gel Doc XR (BioRad).
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Tabela 1. Sequéncias de nucleotideos utilizadas para identificacdo dos genes
presentes na espécie Clostridium perfringens nas amostras coletadas a
partir de suabe da regido anorretal de suinos.

_ Produto
Gene Sequéncia (5'-3")* .
Amplificado (pb)
AGTCTACGCTTGGGATGGAA
cpa 900
TTTCCTGGGTTGTCCATTTC
5 TCCTTTCTTGAGGGAGGATAAA 611
c
P TGAACCTCCTATTTTGTATCCCA
etx TGGGAACTTCGATACAAGCA 396
TTAACTCATCTCCCATAACTGCAC
iap AAACGCATTAAAGCTCACACC 903
CTGCATAACCTGGAATGGCT
GGGGAACCCTCAGTAGTTTCA
cpe 506
ACCAGCTGGATTTGAGTTTAATG
cpb-2 CAAGCAATTGGGGGAGTTTA 200

GCAGAATCAGGATTTTGACCA
* Baums et al. (2004)

Tabela 2. Sequéncias de nucleotideos utilizadas para amplificacdo e confirmacéo
das espécies Salmonella spp. e Salmonella Typhimurium nas amostras
coletas a partir de suabe da regido anorretal de suinos.

_ Produto )
Gene Sequéncia (5'-3") - Referéncia
amplificado (pb)

_ GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA
invA 284 pb Galan et al. (1992)
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC

i CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT 620 ob Soumet et al.
|
ACTGGTAAAGATGGCT P (1999)
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5. RESULTADOS

5.1. Contagem de bactérias

Na primeira avaliacdo, na qual o peso médio dos animais era de 98,39 kg,
houve contagem bacteriana em 17 animais dos 42 coletados, sendo a média das
contagens de 1,2x10°> UFC/mL. J& na segunda avaliacéo, na qual o peso médio dos
animais era de 121 Kg, obteve-se contagem bacteriana em 24 animais dos 42
coletados, cuja média foi de 7,88x10% UFC/mL. Nas amostras coletadas no frigorifico
a média de contagem foi de 1,8x10* UFC/mL.

Os testes estatisticos mostraram que ndo houve diferencas significativas
entre as duas avaliagbes do confinamento (DMS (5%) = 0,7024). Ja a variacdo da
contagem bacteriana entre as amostras coletadas no confinamento e no frigorifico
foi significativa (99% de probabilidade) (Tabela 3).

Tabela 3. Médias das contagens obtidas das amostras coletadas nas duas
avaliagcbes do confinamento e no frigorifico e resultado do Teste de

Tukey.

Media Contagem
Primeira Avaliacdo 1,2x10° b
Seggnda b
Avaliacéo 7,88x10°
Frigorifico 1,85x10* a
CcVv 49,7
F 28,89**
P <0,01
DMS(5%) 0,7024

* dados transformados para log(x+5)

Ao avaliar o ganho de peso entre os animais do confinamento, 0s mesmos
apresentaram variacbes de peso entre 0s que tiveram contagens bacterianas de
Clostridium spp. e/ou presenca ou auséncia de salmonelas. Os que apresentaram
presenca das bactérias e maior contagem bacteriana mostraram valores menores de

ganho de peso e foram para o abate abaixo do peso esperado (Tabela 4).
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Tabela 4. Médias de ganho de peso dos animais provenientes do confinamento
entre as duas avaliagcbes. Amostras de 1 a 12 representam o0s animais
gue apresentaram presenca de Clostridium spp. e/ou Salmonella spp.,
demonstrando que a média de ganho de peso era inferior ao dos animais
ausentes das mesmas (Amostras de 13 a 16).

ANIMAIS CONFINAMENTO

PESO~ PESO~ GANHO PRESENCA PRESENCA
ANIMAL AVALIACAO1 AVALIACAO2 DEPESO  Clostridium Salmonella
(kg) (kg) (kg) spp. spp.

1 90,45 112,2 21,75 + +
2 93,55 115,8 22,25 + +
3 89,75 113,1 23,35 - +
4 96,95 122,2 25,25 - +
5 99,5 125,45 25,95 - +
6 99,7 126,15 26,45 + -
7 98,9 126,8 27,9 + +
8 100,75 129,1 28,35 + -
9 105,4 133,95 28,55 + -
10 85,45 115,45 30 + +
11 95,6 127 31,4 + -
12 92 123,6 31,6 + -
13 99 133,95 34,95 - -
14 104,2 143,85 39,65 - -
15 110,75 150,8 40,05 - -
16 95,95 136,85 40,9 - -

Houve correlacdo negativa entre a contagem de Clostridium spp. e o ganho
de peso dos animais, pois a significancia do coeficiente de correlacdo entre esses
dois fatores apresentou o valor de - 0,25. Esse resultado reafirma que os animais
dos quais foram obtidas médias de contagem bacterianas mais elevadas foram os

gque apresentaram menores valores de ganho de peso.
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5.2. Identificacdo molecular de Clostridium perfringens e Salmonella spp.

Por meio da técnica de PCR foi possivel a identificacdo de Clostridium
perfringens pela amplificacdo do gene cpa que codifica a toxina alfa, presente em
todas as bactérias dessa espécie. As amostras positivas ndo apresentaram
amplificacdo para as demais toxinas testadas. Assim, 25% (21 amostras) dos
animais do confinamento e 46,4% (39 amostras) dos animais do frigorifico

apresentavam C. perfringens do tipo A (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Produto da amplificagdo dos genes cpa, cpb, etx, iap, cpe e cpb-2 para identificacdo
de Clostridium perfringens. PM: Padrdo de tamanho molecular 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen); CN: Controle Negativo; A: Cepa padréo Tipo A (cpa: 900pb); B: Cepa
padrdo Tipo B (cpa: 900pb, cpb: 611pb e etx: 396pb); C: Cepa padrdo Tipo C: (cpa:
900 pb e cpb: 611pb); D: cepa padrdo Tipo D (cpa: 900pb e etx: 396pb); E: capa
padrdo Tipo E (cpa:900pb e iap: 293pb); Linhas de 1-38: Amostras coletadas no
confinamento; Linhas de 39-52: Amostras coletadas no frigorifico.
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Figura 2. Produto da amplificagéo dos genes cpa, cpb, etx, iap, cpe e cpb-2 para identificacdo
de Clostridium perfringens. PM: Padrdo de tamanho molecular 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen); CN: Controle Negativo; A: Cepa padréo Tipo A (cpa: 900pb); B: Cepa
padrdo Tipo B (cpa: 900pb, cpb: 611pb e etx: 396pb); C: Cepa padrédo Tipo C: (cpa:
900 pb e cpb: 611pb); D: cepa padrdo Tipo D (cpa: 900pb e etx: 396pb); E: capa
padrdo Tipo E (cpa:900pb e iap: 293pb); Linhas de 53-84: Amostras coletadas no
frigorifico.

Bactérias do género Salmonella spp. foram identificadas em 9,5% dos
animais em confinamento (oito amostras) e 21,4% (18 amostras) dos animais
coletados na linha de abate (Figura 3). Ja para Salmonella Typhimurium, o nimero
de amostras positivas no frigorifico (8,33%) foi maior que no confinamento (3,57%)
(Figura 4).
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Figura 3. Produto da amplificacdo do gene invA (284 pb) para identificacdo de Salmonella
spp. PM: Padrao de tamanho molecular 100 pb DNA Ladder (Fermentas); CP:
Controle Positivo; CN: Controle Negativo; Linhas de 1-3: Amostras coletadas do
confinamento; Linhas de 4-7: Amostras coletadas no frigorifico.
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Figura 4. Produto da amplificacdo do gene fliC (620 pb) para identificacdo de Salmonella
Typhimurium. PM: Padrdo de tamanho molecular 100 pb DNA Ladder (Fermentas);
CP: Controle Positivo; CN: Controle Negativo; Linhas de 1-4: Amostras coletadas do
frigorifico; Linhas de 5-7: Amostras coletadas no confinamento.
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6. DISCUSSAO

As analises bacterianas realizadas durante o trabalho ocorreram sem que 0s
animais apresentassem sintomas caracteristicos de contaminacao por C. perfringens
ou Salmonella spp.. Contudo as investigacbes se mantiveram motivadas pela
provavel presenca dessas bactérias em animais aparentemente saudaveis, ja que
esses podem ser portadores assintomaticos desses patdogenos.

No caso das cepas de Clostridium perfringens, esse fato acontece devido a
formacdo de esporos resistentes que podem estar presentes na regiao intestinal
nesta forma latente. J& as Salmonella spp., em organismos imunologicamente
resistentes, podem colonizar a regido intestinal e permanecer inativas sem causar
danos ao hospedeiro, caracterizando-o como um portador assintomatico.

Quando comparadas as duas avaliacdes realizadas em periodos distintos no
confinamento experimental observou-se que o0 numero de suinos positivos na
segunda contagem apresentou um leve aumento. Esse fato pode ser explicado de
duas maneiras distintas, sendo a primeira, uma possivel contaminacdo direta,
possibilitando a transferéncia do patdégeno para animais sadios. E a segunda é que
possiveis quadros de estresse durante 0 manejo comprometem o0 sistema
imunologico dos animais, deixando-os mais suscetiveis a instalacdo de
microrganismos Vveiculados pela rotina do confinamento, como o tratador, 0s
equipamentos de protecdo individual (EPIs), ou outros fatores responsaveis por
disseminar os microrganismos no ambiente.

As contagens de Clostridium spp., mostraram valores de contagem com
diferencas significantes (P<0,01) entre o confinamento e o frigorifico, sendo que os
animais do confinamento apresentaram contagens estatisticamente inferiores aos do
frigorifico, indicando uma elevada frequéncia de patégenos na linha de abate.

Os procedimentos sanitérios utilizados no confinamento experimental podem
ter sido os responsaveis pelos resultados de menor ocorréncia de contagem
bacteriana nos animais confinados quando comparado aos do frigorifico,
identificando assim que procedimentos simples de higiene tem real importancia na

diminuicdo de patdgenos presentes no ambiente. Ao passo que as amostras
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coletadas no frigorifico por serem procedentes de diversas propriedades comerciais,
onde o controle sanitario geralmente é deficiente. Talvez pelo desconhecimento dos
produtores sobre a utilizacdo de métodos preventivos de infecgbes que auxiliam na
qualidade do produto comercializado.

Além de diminuicAo de bactérias do género Clostridium, os métodos
empregados no confinamento também podem ser 0s responsaveis pela baixa
incidéncia de Salmonella spp. no rebanho, ficando bem abaixo da frequéncia
identificada no plantel do frigorifico.

A frequéncia desses patdgenos no rebanho é de grande relevancia para a
economia da suinocultura, sendo que interferéncias na conversdo alimentar e no
ganho de peso dos animais S0 0s pontos mais preocupantes para os criadores de
rebanhos de corte, pois animais que estdo acometidos por doencas ou
contaminagbes que interferem no sistema nutricional tém maiores gastos com
tecnologias e suplementos para minimizar os efeitos dessas contaminacoes,
tornando-se um problema financeiro para o produtor e fazendo com que os
investimentos dispostos para reverter a falha nutricional atinjam valores acentuados
gue encarecem o sistema de criagéo.

A estatistica de correlagcdo com o valor de -0,25 demonstra a relagdo entre a
presenca de patdgenos e a dificuldade que o produtor tem em fazer os animais
ganharem peso, pois 0 grupo amostral que apresentou positividade para o patdégeno
foi o que teve maior dificuldade em atingir o peso de abate e muitos,
consequentemente, foram abatidos abaixo do peso médio do rebanho.

A ocorréncia de infec¢cdes por C. perfringens em suinos costuma-se iniciar
durante a fase de lactantes, e nesse periodo os danos ocasionados pela instalacao
do microrganismo sdo graves e facilmente levam os animais a Obito. Em suinos
adultos, e principalmente aqueles com idade de terminacdo, as pesquisas de
patologias ligadas a esse agente sdo pouco difundidas, possivelmente pela
manifestacdo da doenca ser subclinica além de ndo haver uma mobilizagdo dos
produtores no conhecimento e interesse nesse microrganismo, sendo que 0s mesmo
acreditam que os riscos causados por essas enfermidades ndo séao prejudiciais ao

negocio. Esse fato contribui com a escassez de pesquisas com suinos de granja de
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terminacédo, principalmente no Brasil, dificultando o entendimento da patologia e
facilitando a veiculacdo do agente na industria alimenticia.

O aparecimento de quadros clinicos nos animais com sintomas caracteristicos
da doenca ocorrem e sao visualizados apenas quando h& crescimento bacteriano e
liberacdo de toxinas, causando entdo diarreia, sinais de dores abdominais e as
vezes presenca de sangue nas fezes. Enquanto esse quadro infeccioso nédo se torna
aparente, os animais eliminam o patégeno nas fezes e contaminam o ambiente por
tempo indeterminado.

Schocken-lturrino et al. (2009) afirmam que especialmente o Clostridium
perfringens tipo A e C também sao responsaveis por casos de enterites necroticas
em aves, provocando diminuicdo na conversado alimentar, ganho de peso e na
absorcdo de nutrientes. O C. perfringens do tipo A é a cepa mais relatada e
associada a frequéncia de doencas entéricas em suinos jovens e em fase de
amamentacao (VIEIRA, 2006).

A toxina alfa é considerada a toxina mais letal desse microrganismo, sendo
produzida pelos cinco tipos de Clostridium perfringens, embora sua patogenicidade
também possa estar associada a coligacdo dessa toxina altamente agressiva com
outras também produzidas pelo C. perfringens, caracterizando assim a diversidade
encontrada na espécie (COLINNS et al., 1989; COSTA et al., 2004).

Diagnésticos de infecgbes atribuidas a C. perfringens tipo A tem demonstrado
conceitos controversos, pelo motivo do seu quadro clinico apresentar variagdes nos
sintomas e nao serem bem definido, além do motivo de que a principal toxina
encontrada nessas estirpes (toxina alfa) poder estar presente no contetdo intestinal
de suinos e outros animais saudaveis, e ndo apenas em animais enfermos
(SONGER & UZAL, 2005).

Vieira et al. (2008) relataram que apenas a producédo de toxina alfa néo
demonstra ser a principal responsavel por quadros relacionados a enterites,
acreditando que a associacdo dessa toxina com outras, também de C. perfringens,
podem apresentar maior toxicidade do que ela estar ativamente sozinha.

Songer & Glock (1998); Sipos et al. (2003); Moreno et al. (2003); Shinya et al.
(2006); Vieira et al. (2008) identificaram maior frequéncia de Clostridium perfringens

tipo A em seus estudos, enquanto que cepas de C. perfringens tipo C e D
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apresentaram indices considerados irrelevantes para o trabalho, o qual também
demonstrou a auséncia total dos tipos B e E nas amostras verificadas. Estas
pesquisas foram comparativas para a avaliagdo da pesquisa discutida, sendo que
todas as amostras submetidas a identificacdo molecular apresentaram o mesmo
padrdo de banda, as quais caracterizaram C. perfringens tipo A em todas as
amostras positivas. A amplificacdo dos outros genes avaliados apresentaram
resultados negativos, caracterizando auséncia total dos tipos B, C, D e E nos suinos
pesquisados.

Songer & Glock (1998) afirmaram que 95% das amostras coletadas de casos
de enterites necréticas de leitdes foram ocasionadas por C. perfringens tipo A,
contudo associada a essa estirpe, foi possivel identificar a presenca do gene cpb-2
em 83% das amostras isoladas de C. perfringens nos leitdes diarreicos, levantando
a hipotese de que ha uma possivel interferéncia desse gene na manifestacdo da
doenga.

Apesar de relatos atribuirem a toxina alfa como a principal causadora de
enterites em leitdes (COLINNS et al., 1989; COSTA et al., 2004), e que esta toxina é
a mais frequentes em leitbes lactantes (VIEIRA et al., 2008) a toxina beta-2
codificada pelo gene cpb-2 pode estar diretamente relacionada com os casos de
patogenia do tipo A nos casos de enterites necroticas em suinos.

Recentemente, a toxina beta2 produzida pelo C. perfringens tipo A tem sido
associada aos quadros de enfermidades em suinos e em outros animais, mas o
papel especifico desta toxina na manifestacdo de doencas entéricas continua
totalmente indefinido (SONGER & UZAL, 2005).

Como a possivel interferéncia da toxina beta-2 quando associada a toxina alfa
pode ter relacdo com os casos de enfermidades em suinos, poderia explicar a
auséncia de manifestacdes de sintomas de doencas nos animais neste trabalho,
pois mesmo havendo positividade do gene cpa (codificador da toxina alfa) nas
amostras coletadas do confinamento e no frigorifico, os animais ndo estavam
visualmente enfermos, possibilitando a transferéncia de responsabilidade a toxina
beta2, ja que o gene cpb-2 ndo foi encontrado nas analises.

Epidemiologias utilizando fezes de suinos diarreicos ou ndo, demonstraram

maior incidéncia do gene cpb-2 nos animais diarreicos, sugerindo influencia dessa
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toxina no processo patogénicos do microrganismo (GIBERT et al., 1997; KLAASEN
et al., 1999).

Dentre as clostridioses atribuidas a outras cepas, tem-se o C. perfringens tipo
C que ja foi um problema predominante em rebanhos suinos, mas atualmente a
utilizacdo de campanhas de vacinacdo parece estar controlando a disseminacéo e
infeccdes por esta populacéo bacteriana (SONGER & UZAL, 2005), e o efeito dessa
acdo de controle é de grande importancia para os criadores, ja que afasta a
ocorréncia desse agente do rebanho.

Springer & Selbitz (1999) avaliaram o processo de vacinagéo de rebanhos de
leitbes através do registro do niumero total de nascidos vivos e as perdas durante as
analises, possibilitando a constatacdo de que o uso de sistema de vacinagao
juntamente com métodos sanitarios é de grande relevancia, pois resultou em uma
reducéo de 30% do numero de perdas do plantel.

Como a protecao por vacinas contra estas bactérias demostra ser um método
eficaz, para as células de imunidade desempenharem um papel importante sdo
geralmente aceitas vacinas com bactérias atenuadas, ja que sao consideradas mais
adequadas para a inducao de imunidade, do que as vacinas que sao compostas por
células inativas (HAESEBROUCK, 2004).

A introducdo de programas de vacinacdo em rebanhos de suinos no Brasil
ainda anda a passos lentos, possivelmente pela falta de incentivo e de exposicao
dos problemas ocasionados por frequéncias de patdégenos nas propriedades, sendo
que muitos criadores ndo possuem informagcdes zootécnicas que 0s orientem e
apontem os problemas atribuidos a coverséo alimentar ineficiente e dificuldades no
ganho de peso dos animais, que sistematicamente s&o ocasionados por
microrganismos patogénicos como C. perfringens.

As caracteristicas desse agente, e sua forma esporulada dificultam sua
erradicacao, tornando-a praticamente impossivel apds sua coloniza¢ao no intestino
(LOBATO & ASSIS, 2000). Além da dificuldade de controle e da erradicacdo de
doencas por Clostridium perfringens, Johansson (2004); Martel et al. (2004); Almeida
(2010) afirmam que o uso de antibidticos, a principio, diminuiu 0s casos de enterites

avaliados em seus trabalhos, porém sua utilizacdo indiscriminada como promotores
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de crescimento culminou em aumento de linhagens resistentes, caracterizando
novamente o surto de enfermidade.

A utilizacdo do antimicrobiano terramicina (cloridrato de oxitetraciclina) neste
trabalho durante o periodo de coletas no confinamento parece nao ter inibido o
crescimento da populagdo bacteriana pesquisada. Tanto C. perfringens quanto
Salmonella spp. ndo apresentaram dificuldade de crescimento quando semeadas
em laboratorio. A terramicina € um antibiético pertencente a classe das tetraciclinas
gue apresenta acao bacteriostatica inibindo a sintese de proteina da bactéria, sendo
eficiente em organismos Gram-positivos e Gram-negativos. Os farmacos
pertencentes a esta familia possuem aspectos antibacterianos semelhantes e séo
comuns em casos de resisténcia cruzada entre eles.

Resisténcia a antibioticos com a tetraciclina e clindamicina foram observadas
por Rood et al. (1978) em 77,9% e 22,7%, respectivamente, de cepas de Clostridium
spp.. Esses dados foram relacionados com outros trabalhos anteriores destes
mesmos autores, demonstrando que houve um aumento significante dos quadros de
resisténcia a estes esses mesmos antimicrobianos, sendo que a porcentagem
encontrada anteriormente foi de 25% e 0,8% respectivamente.

Quanto a resisténcia de antimicrobianos em Salmonella spp., estudos
demonstraram alta frequéncia de cepas resistentes a oxitetraciclina (77%) e a
tetraciclina (42,1%), e em menor processo resistente a amoxicilina (4,8%) e a
gentamicina (3,5%) (MENIN et al., 2008).

Em pesquisa de resisténcia de S. Typhimurium, os resultados demostraram
gue entre os isolados, esse sorotipo foi multirresistentes a tetraciclina com 63,9% em
comparacao com 10,8% de isolados de S. Derby e 8,0% de outras Salmonella spp.
(MCDOWELL et al., 2007).

Individuos infectados em granjas de producdo por Salmonella spp. séo
relativamente comuns, e o uso de antimicrobianos para o controle acontece de
forma desordenada, acarretando em multirresisténcia nos suinos aos farmacos
utilizados. Weiss et al. (2002) isolaram Salmonella spp. de granjas de criacdo e
observaram que todas as amostras coletadas foram positivas para Salmonella spp.,

e apos realizar antibiograma das linhagens isoladas, demonstrou que 97,8% tinha
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resisténcia a sulfonamida, 82,6% a estreptomicina, 36,9% a tetraciclina e 15,2% a
sulfazotrim.

A ocorréncia de salmoneloses em suinos € frequentemente observada
durante o tempo de permanéncia no confinamento, mas quando inicia-se 0 processo
de abate, a eliminacdo das formas vegetativas da bactéria se intensificam com o
estresse causado pelo transporte, a espera na pocilga, e no corredor de abate.
Durante este trajeto, os animais estimulados pelo estresse, eliminam Salmonella
spp. nas fezes com mais frequéncia, e contaminam animais sadios e o ambiente do
frigorifico.

Por esse motivo os resultados de presenca de Salmonella spp. podem ter
apresentado maior incidéncia no frigorifico (21,4%) que nos animais do
confinamento experimental (9,5%), sendo que o estresse sofrido durante o trajeto
até o abate pode ter motivado os animais portadores assintomaticos a eliminar a
bactéria nas fezes.

A deteccdo de salmonelas nos suinos que chegam ao frigorifico €
considerada um fator de risco para a industria, podendo causar contaminacdo nas
etapas de abate, evisceracdo e corte das carcagas, ja que o processo industrial é
rapido e ndo ha a possibilidade de controle efetivo desse agente durante a linha de
producdo. Swanenburg et al. (2001) e Bessa (2006) encontraram significativas
correlacbes entre as carcacas positivas para salmonelas na linha de abate e a
presenca dessa bactéria no conteudo intestinal dos animais.

Quanto aos resultados encontrados neste trabalho para Salmonella spp. e S.
Typhimurium comparados com resultados encontrados na literatura, a pesquisa
reconhece que a presenca dessa bactéria acontece de forma intermitente nos
animais, e em suinos sua frequéncia € sistematicamente observada, necessitando
de maior controle e evitar a entrada do agente no processo industrial.

Melo et al. (2011) isolaram Salmonella spp. em 51,51% das amostras de
fezes de suinos em uma coleta, e S. Typhimurium foi identificada em 76,47% dos
isolados, esses valores foram preocupantes nao apenas por apresentarem
porcentagens altas de contaminacdo, mas sim pelas médias durantes as coletas
subsequentes manterem o mesmo padréo de frequéncia, caracterizando infeccbes

residentes nos animais.
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No Rio Grande do Sul, Bessa et al. (2004) isolaram 226/300 amostras de
fezes de suinos em trés frigorificos distintos e identificaram 26 sorovares diferentes
de Salmonella spp. a partir dos isolados, sendo prevalente o sorotipo Typhimurium
(24,3%) seguido por Agona (19,9%) Derby (13,2%) e Bredeney (12%).

As fontes de entrada de salmonela nas propriedades sao multiplas e sua
permanéncia no ambiente pode ter longa duracdo se o0 manejo e 0s meétodos
sanitarios ndo forem corretamente executados. A presenca de salmonela em granjas
de terminacdo é um assunto bastante discutido no setor, sendo que a procura por
um consenso direcionado a manutencdo de baixos indices de infeccédo e a possivel
erradicacdo do agente estdo sempre em discussdo sobre as melhores formas de
acao (TIELEN et al., 1997; DAVIES & FUNK, 1999).

Essa realidade na suinocultura é frequentemente observada nas
propriedades, como pequenas granjas ou fazendas que possuem criacdo de suinos,
pois ainda possuem grande ocorréncia de infectados por Salmonella spp..
Padungtod & Kaneene (2006) isolaram em uma propriedade 6% de Salmonella spp.
nos suinos da fazenda, 28% do matadouro e 29% da carne suina proveniente dessa
mesma propriedade. Foi avaliada também a prevaléncia de contaminacdo por
Salmonella spp. dos trabalhadores, sendo que foram isolados 36% dos
trabalhadores rurais daqueles que tinham contato com os animais e 33% daqueles
qgue néo tinham contato nenhum.

A partir disso pode-se analisar que trabalhadores que sdo portadores de
salmonela podem ser agentes transmissores de enfermidade para os animais e
também veiculos de contaminacdo para as carcacas que forem manipuladas por
eles. Essa pesquisa ressalta a importancia de se ter nas propriedades métodos
eficazes de controle bacteriano e equipamentos de segurancga que possam proteger
os funcionarios da contaminacao e evitar o processo inverso, onde eles podem ser
os transmissores e disseminadores do patégeno.

Propriedades que possuem olhar atento para os mecanismos higiénicos dos
rebanhos tem trés vezes menos chance de apresentar animais soropositivos para
Salmonella spp.. Métodos simples cuidados mostraram que propriedades onde o
tratador lavava as maos antes de iniciar o0 manejo dos animais, apresentaram 1,5

vezes menos chance de soropositividade nos suinos, enquanto os animais que
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estabeleciam contato direto com os outros, com encostar os focinhos, as chances de
trasmissdo aumentaram 1,7 vezes em comparacdo com 0S animais que foram
impedidos de estabelecer esse contato (LO FO WONG et al., 2004).

Como ja abordado, os sistemas de confinamento precisam receber cuidados
atenciosos no quesito sanidade animal, pois a disposicdo dos animais pode facilitar
a transmissao do patdgeno por cruzamento, e sua erradicacao é dificiimente eficaz
devido a sutileza de sinais e sintomas que 0S suinos exprimem por estarem
colonizados por salmonela no intestino.

Além do diagnoéstico inconsistente, o isolamento dessa bactéria é de dificil
realizacdo, Love & Rostagno (2008) conseguiram resultados bem sucedidos para
recuperacdo de Salmonella spp. em suinos, em apenas um dos cinco métodos de
culturas microbioldgicas testadas, mostrando que estes métodos de cultura basica
se diferem e interferem significativamente nos resultados em relacdo ao
desempenho de isolamento de Salmonella spp. a partir de amostras de fezes de
suinos.

Enquanto que as técnicas de biologia molecular possibilitam a identificacédo de
microrganismos potencialmente patogénicos anteriormente ao aparecimento dos
guadros clinicos, o que favorece o tratamento e eliminagdo de microrganismos antes
dos mesmos causarem prejuizos para o setor.

Embora no decorrer do experimento ndo se observasse sintomas
caracteristicos de doenca por C. perfringens e Salmonella spp. nos animais
confinados, com a tipificagdo pela técnica de PCR foi possivel identificar amostras
positivas para esses microrganismos no trato intestinal dos suinos. Esse resultado
permite corroborar com Niilo (1993) e Gomes (2007), que relaram que C. perfringens
e Salmonella spp. sdo comumente encontrados no intestino de animais de sangue
guente, e que o0 aparecimento de sintomas de enfermidade ocorre quando ha
circunstancias que favorecam a multiplicacdo dessas bactérias e a producdo de
toxinas clostridiais.

Segundo Costa et al. (2004) e Penha et al. (2005) a utilizacdo de PCR para
determinar os tipos de Clostridium perfringens se mostrou muito eficaz, o que
possibilita reduzir a utilizacao de testes bioquimicos que além de serem laboriosos,

apresentam resultados duvidosos. Uzal et al. (1997) e Bartholomew et al.(1985)
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citado por Costa et al. (2004) dizem que uma outra vantagem na utilizacdo de PCR é
maior sensibilidade e acuracia desta técnica, e o fato de poupar o uso de animais
em laboratorio para a deteccdo de toxinas, resolvendo problemas com grupos de
ética animal, e dispensando a utilizagdo de soros anti-toxina padrdo, os quais séo de
dificil obtencéo.

Um grupo amostral de Clostridium perfringens que foi submetido a isolamento
e tipificacdo por Penha et al. (2005) resultaram em 45,7% de positividade para C.
perfringens tipo A, 51,4% do tipo C e 2,9% do tipo B, a presenca dos outros tipos
constituintes dessa espécie nao foram observados.

A tipificacdo de Clostridium perfringens utilizando técnicas moleculares como
as reacdes de PCR com genes codificadores de toxinas, tem provado que € um
método de deteccdo confiavel para diagnosticos de enterotoxemias em varias
espécies de animais.

Para investigacbes moleculares de Salmonella spp., a PCR também esta se
mostrado um método eficaz de deteccdo quando utilizado principalmente o gene
iNnvA nas reacoes, sendo que em teste realizados por Singer et al. (2006), utilizaram
culturas positivas de testes bacterioldgicos basicos como controle positivo para a
confirmagéo por PCR, o que resultou em positividade na maioria das amostras.

Como varias pesquisas envolvendo a suinocultura tém visado melhorias para
0 processo de criacdo, pesquisadores vém utilizando métodos de tipificacédo
molecular para determinar relacdes epidemiolégicas de linhagens de S.
Typhimurium (KARIURKI et al., 2000; YANG et al., 2002). E a utilizagdo da PCR em
identificacbes € um método mais sensivel que os convencionais (OLIVEIRA et al.,
2002; MYINT et al., 2006; VON RUCKERT, 2006; GOUVEA, 2009). Para este
trabalho a utilizacdo da técnica de PCR foi rapida e de resultado confiavel, ja que
apresentou amplificacdo com genes especificos para a espécie de C. perfringens,
Salmonella spp. e S. Typhimurium.

Gouvéa (2009) comparou a técnica de PCR com os métodos de identificacdo
convencionais para Salmonella spp, e teve como resultado, que a utilizacdo da
técnica de PCR nas analises foi muito mais rapida e eficaz, sendo que em apenas
trés dias obteve-se o0s resultados finais, o qual com métodos tradicionais de

identificagcdo poderiam se estender por mais de sete dias. Esses resultados
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definiram que a PCR é comprovadamente um método rapido e seguro de
identificacdo, além impedir a ocorréncia de resultados duvidosos perante a
dificuldade de leitura das provas bioquimicas.

Esta técnica tem alta frequéncia na rotina de laboratérios de pesquisas, sendo
bastante estudada e utilizada em trabalhos cientificos, mas esse quadro tem
abrangido gradativamente outros setores, sendo que a PCR estad ganhando espaco
em industrias alimenticias, de producgéo e laboratérios de diagndstico, a fim de ser
empregada no aperfeicoamento e controle sobre agentes contaminantes.

Contudo, estudos que buscam identificar a presenca de contaminantes como
C. perfringens e Salmonella spp. em suinos para abate podem levar a melhores
entendimentos sobre os métodos sanitarios dos sistemas de criacdo e das doencas
que atingem estes animais, contribuindo para melhores investimentos na
suinocultura e menores prejuizos para os criadores, além de otimizar o sistema
higiénico e sanitario dos confinamentos habitados por suinos em todas as fases de

crescimento.
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7. CONCLUSAO

Foi possivel identificar Clostridium perfringens e Salmonella spp. que estéao
diretamente envolvidos em casos de doencas intestinais nos suinos utilizando
metodologia bacteriana para a multiplicacdo desses microrganismos, e a técnica de
PCR para a identificacao.

Conclui-se também gue houve significancia de correlacéo entre a presenca de
Clostridium perfringens e Salmonella spp. nos suinos e a média de ganho de peso
dos animais pesquisados, caracterizando em uma interferéncia negativa durante a

fase de engorda do rebanho.
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