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RESUMO

7

Clostridium difficile € uma bactéria formadora de esporos anaerdbicos gram-
positivos que causa doenca em seres humanos e animais, principalmente
agueles submetidos a antibioticoterapia. Embora as pesquisas com o C. difficile
sejam crescentes, as formas de transmissdes ainda ndo sado muito claras,
entretanto, muitos autores associam o0s alimentos contaminados como principal
forma de contaminagcdo por essa bactéria. Este trabalho teve como objetivo
fazer o isolamento microbiolégico de C. difficle em carne bovina
homogeneizada comercializada na regido do Distrito Federal, bem como a
deteccdo dessa bactéria por meio da reacdo em cadeia de polimerase. Foram
analisadas 82 amostras, ndo sendo feito o isolamento microbiolégico do C.
difficile em nenhuma delas. Entretanto, 06 (7,3%) amostras apresentaram a
presenca de C. difficle na PCR. Embora néo tenha tido sucesso o isolamento
microbiolégico do C. difficile nesta pesquisa, a técnica de PCR mostrou se uma
ferramenta eficaz quanto a deteccéo desse microrganismo. Por se tratar de um
estudo pioneiro realizado no Distrito Federal e regido, mais estudos devem ser
feitos a fim de aprimorar técnicas de isolamento do C. difficile em alimentos,

considerando a importancia desse microrganismo para a saude publica.

Palavras-Chave: Doencas transmitidas por alimentos, seguranca alimentar,

toxinfecgéo alimentar.



Abstract

Clostridium difficile is a gram-positive anaerobic spore-forming bacterium that
causes disease in humans and animals, especially those undergoing antibiotic
therapy. Although the studies with C. difficile are increasing, the forms of
transmissions are still not very clear; however, many authors partner
contaminated foods as the main form of contamination by this bacterium. The
aim of this work were to isolate the C. difficile from homogenized beef
commercialized at the Federal District area, as well as to detect this bacterium
by the polymerase chain reaction. Eighty-two samples were analyzed, and no
microbiological isolation of C. difficle was detected in any one of them.
However, 06 (7.3%) samples showed the presence of C. difficile by PCR.
Although the microbiological isolation of C. difficile was not successful in this
study, the PCR technique proved to be an effective tool for the detection of this
microorganism. Since this is a pioneering study carried out in the Federal
District and region, but more studies should be done to improve techniques for
isolating C. difficile in food, considering the importance of this microorganism to
public health.

Keywords: Foodborne iliness, food security, food poisoning.
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LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Resultado da PCR para deteccdo de Clostridium difficile em
carne bovina homogeneizada comercializada na regiao do
Distrito Federal e Entorno. 1) Marcador 100 bp DNA Ladder (Invitrogen®) 2)
Controle positivo de C. difficile. 3 a 7) 230bp: reacéo positiva da PCR para C.
difficile para 05 amostras de carnes bovina homogeneizadas. Visualizacdo em
transiluminador Imagequant (Gelifesciences) em gel de agarose a 1,5% com

concentracdo de 5 pg/ ml de brometo de etidio.
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1. INTRODUCAO

Em 1935, Hall e Toole, estudando a flora intestinal de recém-nascidos
saudaveis, descreveram um microrganismo até entdo desconhecido, que
recebeu inicialmente a denominacdo de Bacillus difficilis, e logo em seguida
renomeado de Clostridium difficile, refletindo exatamente a dificuldade
encontrada para isolar e manter esse microrganismo em cultura pura (LYERLY
et al., 1988). Ainda segundo LYERLY et al., (1988), Hall e Toole demonstraram
que o C. difficile era extremamente patogénico, quando administraram cultura
liquida do microrganismo em animais experimentais, sendo que 0s mesmos
apresentaram parada respiratoria e morte.

Clostridium difficile é um bastonete Gram-positivo, anaerobio
obrigatério e pode esporular em condi¢cdes adversas (BERGEYS et al., 1986).
E considerado um patégeno emergente e, atualmente, é responsavel pela
maioria dos casos de diarreia nosocomial e colite pseudomembranosa em
seres humanos (SILVA et al., 2014).

Segundo HOOVER e RODRIGUEZ — PALACIOS (2013), estudos revelam a
existéncia de fortes indicios de que o C. difficile tem sido transmitido ao homem
por meio de produtos de origem animal oriundos de aves, suinos e bovinos.
Esses mesmos autores relatam ainda que embora seja consolidada a presenca
de C. difficile em alimentos, sdo escassas as evidéncias comprobatoérias da
transmissdo desse microrganismo ao homem por meio de alimentos

contaminados.

Conforme GOULD et al., (2014) o C. difficile € tanto um organismo
comensal como um agente patogénico em animais domésticos e dos produtos
alimentares, mas nem todos o0s estudos compararam os isolados de animais
com agueles conhecidos por causar doencas humanas. Os autores ainda
alegam que apesar de estudos iniciais ndo tenham encontrado relacao entre
isolados recuperados de gatos, caes e de seres humanos (KEEL et al., 2007),
estudos recentes encontraram sobreposicdo consideravel entre os isolados
bovinos, equinos, suinos, cdes e humanos. Em todos estes estudos, certas
estirpes pareciam, ser em grande parte, espécie especificas, ao passo que

outros foram encontrados através de multiplas espécies, incluindo os humanos.
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De particular interesse, em estudos de varios paises certas cepas foram
indistinguiveis entre humanos e outros mamiferos, o que sugere uma fonte

comum, a transmisséo animal/humano (GOORHUIS et al., 2008).

A transmissdo de C. difficile por alimentos implica que os esporos
sobrevivam a estresses ambientais comuns encontrados em alimentos
industriais, como etapas de processamento e manipulacdo (RODRIGUEZ-
PALACIOS et al.,, 2010). Esses mesmos autores citam estudos que tem
demonstrado a capacidade dos esporos de C. difficile em sobreviver as
temperaturas de aquecimentos tipicamente utilizadas no processamento de
carne. Os autores afirmam que os resultados demonstraram que 0S esporos
sao capazes de sobreviver por 2h a 71°C, e que um tratamento de 10 minutos
a 85°C inativa somente cerca de 90% das cepas de esporos, sugerindo que as
atuais praticas de processamentos térmicos comerciais podem ser insuficientes

para reduzir os esporos deste microrganismo.

Segundo SILVA et al. (2014) a infecgcéo por C. difficile em animais foi
recentemente confirmada no Brasil em potros, cdes e descrita em uma
jaguatirica criada em cativeiro (SILVA et al., 2013a; SILVA et al., 2013b; SILVA
et al., 2013c). Em suinos, estudos recentes sugerem uma grande disseminacao
da doenca em granjas brasileiras em um elevado nimero de matrizes (LIPPKE
et al., 2011; SILVA et al., 2011), dado semelhante ao relatado nos ultimos anos
em paises da Europa e nos Estados Unidos, onde a infeccdo por C. difficile é
considerada a principal causa néo controlada de diarreia em leitdes (SONGER,
2010).

Considerando a importancia do C. difficile na contamina¢cdo do homem
por meio de alimentos provenientes de produtos de origem animal, o crescente
aumento em todo o mundo de pesquisas com a finalidade de esclarecer a
possivel correlagdo de transmissdo desta bactéria ao homem, as escassas
pesquisas no Brasil, a auséncia completa de dados sobre este microrganismo
na regido do Distrito Federal, aliado a complexidade da metodologia de
isolamento e deteccdo, a proposta desse trabalho foi pesquisar o
microrganismo C. difficile em carnes bovinas homogeneizadas comercializadas
no Distrito Federal e regido do Entorno, por meio do cultivo microbiolégico e

pela reagcdao em cadeia de polimerase (PCR).



REFERENCIAL TEORICO

1. HISTORICO

O Clostridium difficile, principal agente etiolégico da colite
pseudomembranosa, € um bacilo Gram positivo, anaerdbio e esporulado,
descoberto em 1935 por Hall e O'Toole na flora intestinal de recém-nascidos
sadios e que sO na década de 70 foi identificado como responséavel por esta
patologia (ALMEIDA et al., 2006). Dos doentes infectados pelo C. difficile, de 1
a 5% desenvolvem colite pseudomembranosa e uma grande maioria
permanece assintomatica (REINK et al., 1994 e ALMEIDA et al., 2006).

Apébs sua descoberta, o Clostridium difficile passou por um periodo de
relativo anonimato, haja vista que a colite pseudomembranosa foi uma
condicdo rara na era pré-antibidtica (LYERLY et al.,, 1988). Contudo, em
meados dos anos 1970 e inicio da década de 1980, essa enfermidade atingiu
propor¢des epidémicas, tornando se uma complicagdo comum ao uso de
antibioticos (Kelly et al., 1994; ROCHA et al., 1999).

Somente por volta de 1970, as bactérias anaerdbias comecaram a ser
implicadas como importantes agentes causadoras de doencas (ROCHA et al.,
1999). Por conseguinte, surgiram varios estudos em busca de antimicrobianos
ativos contra esses agentes infecciosos emergentes; tendo sido a lincomicina
um dos primeiros sucessos (KELLY et al., 1994).

Entretanto, logo foi observado que muitos dos pacientes tratados com a
lincomicina e seus congéneres frequentemente apresentavam diarreia e uma
severa inflamacdo da mucosa do coélon (KELLY, et al., 1994). Dessa forma,
esse antibidtico mostrava se eficaz ndo somente contra as bactérias
anaerObias, mas também como um fator desencadeante da colite
pseudomembranosa, possivelmente favorecendo a ativacdo do C. difficile que
se encontrava inGcuo apenas como um microrganismo da microbiota intestinal
(ROCHA et al.,1999).

Embora o C. difficile jA tenha sido isolado de animais destinados a
producdo de alimentos como suinos, bovinos e aves (PIRS et al., 2008,
ZIDARIC et al., 2008), as fontes de contaminacdo deste microrganismo n&o

sdo muito claras, todavia ha trabalhos que demonstram a presenca de ribotipos



idénticos em isolados do microrganismo oriundos de animais e do homem,
sugerindo uma possivel transmissdo de C. difficile de animais para os
alimentos (ARROYO et al., 2005). Embora haja indicios da possivel
transmissdo por alimentos, uma vez que animais sdo portadores deste
microrganismo, pesquisas ainda sdo escassas em todo o mundo, e raros no
Brasil, segundo TSUCHIYA (2012).

2. TAXONOMIA

Clostridium difficile € um bacilo anaerdbio de 0,5-1,9 x 3,3-16,9 um,
Gram positivo, formador de esporos oval, subterminal, geralmente mével em
caldo e a temperatura de crescimento varia de 25 a 45°C com 6tima 30-37°C. A
prolina, acido aspértico, serina, leucina, alanina, treonina, valina, fenilalanina,
metionina e isoleucina sdo utilizados pelo microrganismo durante seu
crescimento e hidrolisa a esculina (BERGEYS, 1986; CATO et al., 1986).

De acordo com Lawson et al. (2016), a classificacdo do Clostridium

difficile apresenta-se atualmente da seguinte forma:

Reino Bacteria

Filo Firmicutes
Classe Clostridia
Ordem Clostridiales
Familia Clostridiaceae
Género Clostridium
Espécie C. difficile


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lawson%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27370902

3. Métodos de Isolamento do Clostridium difficile

Atualmente ha uma variedade de trabalhos que realizam experimentos
comparativos para verificacdo de meios seletivos e enriquecimentos
diferenciados com o objetivo de determinar os melhores protocolos para
isolamento e cultivo do C. difficile.

No inicio das pesquisas com C. difficile, pesquisadores propuseram
uma técnica de selecdo de esporos e do uso de meios seletivos em placas,
como o agar sangue-alcool feniletilico, agar frutose-gema de ovo-cicloserina-
cefoxitina (CCFA) (KONEMAN et al., 2001). Estes autores descrevem que apés
48 de incubacdo em anaerobiose, as colonias de C. difficile ndo sé&o
hemoliticas, medem cerca de 2 a 4 mm de didmetro, sdo translucidas,
acinzentadas, elevadas ao microscépio, com aspecto iridescente.

Segundo TSUCHIYA (2012), outro meio também utilizado € o CDMN
(agar sangue - Clostridium difficile moxalactam norfloxacina) 4gar sangue, onde
as colbnias apresentam-se com coloracdo acinzentada ou branca, opacas,
chatas ou pouco convexas, rizéides ou circulares, de tamanho variando de 2-5
mm (GEORGE et al.,, 1979), e apresentam odor caracteristico de fezes de
cavalo (DELMEE, 2001).

Sais biliares, particularmente o taurocolato de sodio, tem se mostrado
essencial para a germinacdo de esporos de C. difficile, portanto sdo incluidos

na formulacdo de meios seletivos (CURRY, 2010).

4. Epidemiologia

Distribuicdo geografica

Segundo KONEMAN et al. (2001), o C. difficile encontra se

amplamente distribuido na natureza, tendo sido isolado do solo, éagua,



conteudo intestinal de diversos animais, vagina e uretra de seres humanos e
fezes de muitos lactentes sadios. Entretanto, os autores defendem que o
microrganismo € mais prevalente em fezes de adultos hospitalizados sem
diarreia ou colite. Afirmam ainda que o C. difficile foi isolado a partir de fezes de
aproximadamente 13 a 30% dos adultos hospitalizados o0s quais estavam
colonizados, mas ndo apresentavam evidencias de doencas causadas por C.
difficile ou antecedentes de tratamento com antibioticos.

Varios estudos tém sido realizados por diversos pesquisadores em
diferentes paises, relatando a ocorréncia de C. difficile em crian¢cas (GARCIA et
al., 1988).

Segundo HOOVER et al., ( 2013) desde 2005, cepas de C. difficile em
condi¢cBGes de causar doencas no homem tém sido isoladas com frequéncia em
diversos tipos de alimentos nas Américas e na Europa. Esses autores ainda
afirmam que a ocorréncia de C. difficile é extremamente variavel, alternando de
0% e 42% em diversas categorias de carnes embaladas, levando em conta que

a maioria dos estudos descreve uma prevaléncia inferior a 7%.

RODRIGUEZ-PALACIOS et al., (2009) e GOULD et al., (2014) em
estudos realizados em duas provincias canadenses, encontraram a prevaléncia
de C. difficile em produtos de carne bovina no varejo de 6,1% (6,7% em carne
moida e 4,6% em costeletas de vitela). Esses mesmos autores também
notaram uma variacdo sazonal da prevaléncia superior (11,5%) desse
microrganismo nos meses de janeiro e fevereiro.

Segundo BOUTTIER et al. (2010) foi realizado uma pesquisa de
produtos alimenticios obtidos em lojas de varejo de Paris, ndo sendo detectado
C. difficile em salsichas de porco, porém sendo isolado esse microrganismo em
1,9% das amostras analisada a partir de carne bovina homogeneizada
embalada a vacuo. Diante dos achados, os autores concluiram que a
prevaléncia de C. difficile em carne moida na Franca € baixa em comparacao

com a prevaléncia de outros paises.

J& Weese et al. (2009) isolaram C. difficile em 12% das amostras de
carne bovina e suina homogeneizadas, coletadas entre agosto de 2008 e
novembro de 2008, em quatro provincias canadenses (British Columbia,

Saskatchewan, Ontéario e Quebec).



No Brasil, TICHUYA (2012) realizou uma pesquisa de produtos carneos
obtidas de estabelecimentos comerciais do municipio de Campinas, em S&o
Paulo e detectou a presenca de C. difficile em 21,8 % de carne bovina
homogeneizada, 3,3% em carne bovina peca, 18% em carne de frango e 0%

em carne suina.

Il. Objetivos

Objetivo Principal
Promover a pesquisa de C. difficile em carne bovina homogeneizada

comercializada na regido do Distrito Federal e Entorno.

Objetivos Especificos
- Isolamento microbiolégico de C. difficle em carne bovina
homogeneizada.
- Deteccao de C. difficile por meio da reacdo em cadeia de polimerase,

através de deteccao de fragmento do gene triose phosphate isomerase (TPI).
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CAPITULO Il

l. INTRODUCAO

Clostridium difficile € uma bactéria anaerdbia formadora de esporos,
Gram-positiva, que causa doenca em seres humanos e animais. Os sintomas
vao desde a colonizacdo assintomatica, diarreia e colite, podendo ser fatal
(GOULD et al.,, 2010). A doenca causada pelo microrganismo tem sido
tradicionalmente considerada como uma infeccdo nosocomial em seres
humanos, especialmente nos pacientes que receberam terapia antimicrobiana
prolongada (BARTLETT, 1997; MCDONALD et al., 2006; HOOKMAN e BAKRI,
2009).

A incidéncia de doencas associadas a C. difficile tem aumentado ao
longo da ultima década. Essa bactéria tem sido encontrada em produtos
carneos, intestinos de humanos e animais, podendo ser ainda transmitida pelo
contato de individuos e animais infectados, ou pelo consumo de alimentos
contaminados (JOBSTL et al., 2010; RUPNIK et al., 2009). Adicionalmente, o
CDC/FDA listou C. difficle como uma das trés ameacas urgentes em seu
recente relatério sobre os agentes patogénicos emergentes com resisténcia

aos antibioticos.

Os alimentos de origem animal, especificamente a carne, pela sua
composicao rica em nutrientes e sua elevada atividade de agua, sdo bastante
susceptiveis a deterioracdo microbiana (BRASIL, 1997). A carne é um
excelente meio de cultura para desenvolvimento de microrganismos e
frequentemente esta envolvida na disseminacdo de agentes patogénicos

causadores de enfermidades ao homem e a outros animais (BRASIL, 1997).

Segundo dados da ABIEC, em 2015, o Brasil foi o maior produtor

mundial de carne bovina com uma producgéo de 9,56 milhdes de toneladas, de
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um total de 39,16 milhdes de cabecas abatidas. O Brasil tem o segundo maior
consumo de carne no mundo, atras dos Estados Unidos, e terceiro colocado no
ranking de consumo per capta (38,6 kg/hab/ano) ficando atras da Australia
(88,3 kg/hab/ano) e Argentina (64,6 kg/hab/ano). A venda de carne no varejo
do mercado brasileiro movimentou R$176,36 bilhdes, enquanto que as
exportacdes chegaram a R$19,49 bilhdes.

Considerando a relevancia do C. difficile para a saude publica, os
poucos trabalhos realizados com o microrganismo em produtos carneos no
Brasil, este trabalho teve por objetivo pesquisar o microrganismo C. difficile em
carnes bovinas homogeneizadas comercializadas no Distrito Federal e regido
do Entorno, por meio do cultivo microbiolégico e pela reacdo em cadeia de

polimerase (PCR).

II.MATERIAL E METODOS

1. Origem das amostras

Foram analisadas um total de 82 amostras de carne bovina
homogeneizadas, adquiridas junto aos estabelecimentos comerciais
(acougues, mercearias e supermercados) de Brasilia e Entorno. As amostras
foram obtidas em situacdo andloga a de um consumidor comum, ndo sendo
declarada a finalidade da compra. Para cada amostra analisada, foi adquirida a
quantidade compreendida entre 200 g e 1,0 kg. As mesmas foram obtidas no
periodo de fevereiro de 2016 a marco de 2017. As amostras foram
armazenadas em suas embalagens originais, integras, com selo de Servigco de
Inspecéo Federal (SIF), do Departamento de Inspecdo dos Produtos de Origem
Vegetal e Animal (DIPOVA) ou pelo Servico de Inspecao Estadual (SIE) de
Goias, acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel e
encaminhadas ao laboratorio de microbiologia de alimentos (LAMAL), da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia, e

processada em até 24 horas.

13



2. Isolamento microbiolégico nas amostras de carne bovina

homogeneizada

A metodologia de isolamento microbioldgico utilizada foi a descrita por
MOOYOTTU et al. (2015), em que 50 g de cada amostra de carne bovina
homogeneizada foram pesadas individualmente em sacos plasticos estéreis e
adicionado de 50 mL de caldo Clostridium difficile moxalactan-norfloxacina
(CDMN), perfazendo a proporcdo 1:1. A composi¢cao do caldo CDMN foi:
peptona 40g/L, fosfato dissodico 5g/L, fosfato de potassio 1g/L, sulfato de
magnésio 0,1g/L, cloreto de sédio 2,0g/L, frutose 6g/L, cisteina [0,5 g/L,
taurocolato de sodio 1g/L , adicionados de moxalactam 16 mg/L e norfloxacina
6 mg/L, suplementado com taurocolato de sédio a 0,1% (Manual E-Toku,
http://www.toku-e.com/Assets/ProductPDF/MS057.pdf, ASPINALL et al.,1992;
ZAHRA et al., 2013; CHAI et al., 2015).

Em seguida, a mistura (carne homogeneizada e caldo CDMN 1:1) foi
homogeneizada por 1 minuto em homogeneizador de amostras digital tipo
Stomacher - SL 299 — (Solab®). Finalizado o processo de homogeneizacao,
uma aliquota (1,0 mL) deste caldo foi coletada e congelada a - 85°C para futura
extracdo de DNA. Outra aliquota (1,0 mL) da mesma mistura foi semeado em
agar CDMN e incubado a 37°C durante 48h em camara de anaerobiose
(Anaerobic Systems® da ThermoScientific®) com mistura especial de gases
contendo 85% N2, 10% CO2, 5% H2.

Apos incubacdo, em camara de anaerobiose a 37°C por 48h, da
mistura do caldo CDMN com a carne homogeneizada (1:1), uma aliquota de
um mililitro (1,0 mL) foi coletada e congelada a - 85°C para posterior extracdo
de DNA. Uma outra aliquota de um mililitro (1,0 mL) desta mesma mistura ap0s
o periodo de incubacédo foi submetida a tratamento pela adicdo de 1,0 mL de
etanol anidro 95 % PA ACS® (Vetec) por uma hora, visando a eliminacao das
células vegetativas. Em seguida, esse produto foi submetido a centrifugacdo a
4000 xg durante 10 minutos em microcentrifuga de bancada NT 800
(Novatecnica®) e o sobrenadante foi descartado, conforme protocolo descrito
por Mooyottu et al. ( 2015). Em seguida, o sedimento foi ressuspenso em 500

pl de solucdo tampéo fosfato (PBS) e semeadas em placas de petri contendo
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agar CDMN. Posteriormente, as placas foram incubadas em camara de

anaerobiose a 37° C durante 48 h.

Colonias com suspeita de serem de C. difficle, as quais se
apresentavam com coloracdo acinzentada ou branca, opacas, achatadas ou
pouco convexas, rizoides ou circulares e de tamanho variando de 2-5 mm
(GEORGE et al., 1979), foram semeadas em agar base da marca Acumedia®
contendo 7% de sangue de equino desfibrinado, e incubadas anaerobicamente
a 37°C durante 48 h. A identificacéo final do microrganismo foi feita baseando-
se no crescimento em agar CDMN, coloracdo de Gram e caracteristicas da
colénia (MOOYOTTU et al., 2015).

3. Deteccdo de Clostridium difficile pela reacdo em cadeia de

polimerase

A deteccdo do C. difficile por PCR foi realizada em cada etapa do
cultivo microbiologico. O objetivo foi a confirmacdo da presenca ou nao do
microrganismo nas amostras de carne homogeneizadas analisadas e, a
possivel deteccdo em cada etapa do isolamento microbiolégico. O gene
escolhido para a deteccdo da espécie por PCR foi o triose phosphate
isomerase (TPI), um gene de manutencao especifica da espécie de C. difficile,
cujas sequéncias de primers sao tpi-F (forward) 5'-
AAAGAAGCTACTAAGGGTACAAA-3' e tpi-R (reverse) 5'-
CATAATATTGGGTCTATTCCTAC-3', conforme descrito por Leeme et al., 2004
e Rodriguez et al., 2014.

Foram realizadas reacdes da polimerase em cadeia na mistura do
caldo CDMN com a carne homogeneizadas (1:1) e submetida a
homogeneizacdo no Stomacher - SL 299 — (Solab®), antes e apds a incubacédo
em camara de anaerobiose a 37°C por 48h. Foram realizadas PCR de colbnias
nas placas em que houve crescimentos suspeitos de C. difficile em todas as
etapas do isolamento microbioldgico.

Para a extracdo de DNA total da mistura de caldo CDMN e das
amostras de carne homogeneizada (1:1), antes e ap0s a incubagcdo em camara

de anaerobiose, foi utilizacdo o método do fenol, cloroférmio e alcool isoamilico
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nas proporcdes de 25:24:1, conforme protocolo descrito por Sambrook et al.
(2010). Foram submetidos & PCR os caldos que foram que foram submetidos a
extracdo de DNA total, bem como as colbnias que apresentaram caracteristicas
suspeitas de C. difficile (coloracdo acinzentada ou branca, opacas, chatas ou

pouco convexas, rizoides ou circulares e de tamanho variando de 2-5 mm).

As reacdes de PCR foram realizadas com um volume final de 25 pl, os
quais eram compostas por: 1,25 mM MgCI2, 2mM de dNTPs, 10pmol de cada
oligonucleotideo foward e reverse , 1,0 U Tag DNA polymerase (invitrogen®),
2,5ul de tampédo PCR 10X, e como template foram utilizados os produtos da
PCR, com aproximadamente 10ng/ pl de concentracdo para as misturas antes
e depois da incubacdo em anaerobiose, e PCR de coldnias com caracteristicas
de C. difficile.

As reacdes de ampliacdo da PCR foram realizadas em termociclador
(Mycicler Thermalcycler™, Bio Rad®) com um ciclo inicial de 95° C por 2
minutos, seguida por 29 ciclos de: 94° por 1 minuto, 55° por 1 minuto e 72° C
por 2 minutos, finalizando com 1 ciclo de 72° C por 5 minutos. Ao término da
amplificagéo, os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5%,
com brometo de etidio a 3 ug/ml, conforme protocolo descrito por Sambrook et
al. (2010). As imagens foram capturadas através de equipamento sob luz
ultravioleta (Major Scienc®). Conforme Leeme et al. (2004), a expectativa era
de ser encontrados produtos com 230 pares de bases. Cepas de Clostridium
difficile utilizadas como controle positivo neste estudo foram gentilmente
cedidas pela professora Dra. Dirce Yorika Kabuki do Departamento de Ciéncias
de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual

de Campinas.

4. Anélise estatistica

A andlise estatistica empregada foi a de estudo observacional, para a
verificagdo da ocorréncia de C. difficile em amostras de carnes bovina
homogeneizadas, comercializadas no Distrito Federal e Entorno, conforme

descrito por (Pereira et al., 1995).
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lll. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Isolamento microbiolégico de Clostridium difficile em amostras de
carne homogeneizada comercializadas na regidao do Distrito Federal e

Entorno

N&o foram isoladas cepas de C. difficile em nenhuma das 82 amostras
de carnes bovina homogeneizadas comercializadas no Distrito Federal e
Entorno. Esse resultado se assemelha aos obtidos por KNIGHT et al. (2013),
em que o0s autores nao isolaram nenhuma cepa de C. difficile em 151 amostras
de carcacas bovina analisadas, oriundas de abatedouros frigorificos da
Australia.

TSUCHIYA (2012) realizou uma pesquisa de C. difficle em amostras
de carnes resfriadas, sendo carne bovina moida, coxdo mole
(Semimembranosus), lombo suino (Longisimus dorsi) e peito de frango,
adquiridas de estabelecimentos comerciais do municipio de Campinas, em Sao
Paulo. Os resultados globais obtidos pelos autores foram de 11,5% de
presenca de C. difficile, sendo desta forma diferentes aos obtidos neste estudo.
Uma das diferencas na metodologia de TSUCHIYA (2012) em relagdo a este
trabalho, foi o tempo de incubacgéo (carne homogeneizada e caldo CDMN 1:10)
de 10 dias na primeira incubacao, e posteriormente 48h no plagueamento da

amostra em adgar CDMN.

HARVEY et al., (2011) analisaram 40 amostras de retalhos diversos de
carnes de supermercados no Texas (Estados Unidos), em que foi detectado C.
difficile em 3 amostras (7,5%) as quais eram carne de porco e peru moida, e
chourico de porco. Weese et al. (2009) também isolaram C. difficile em 12%
das amostras de carne bovinas homogeneizadas obtidas de mercados nas
regides de British Columbia, Saskatchewan, Ontéario e Quebec, no Canada.

A metodologia escolhida para ser empregada neste estudo é uma
possivel justificativa pelo insucesso dos achados quanto ao isolamento
microbiolégico do C. difficile. A metodologia utilizada para a execucdo dessa
pesquisa foi baseada nos estudos de LEEME et al. (2004), WEESE et al.
(2010) e MOOYOTTU et al. (2015). Entretanto, na metodologia empregada por
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ZAHRA et al. (2013) no isolamento de C. difficile em carnes, observa-se que 0s
autores utilizaram um periodo de incubacdo maior do que o utilizado neste
trabalho que foi de 48h, sendo que na primeira incubagcdo (apds
homogeneizacdo da carne homogeneizada com o caldo CDMN) as amostras
foram incubadas durante 7 dias a 37°C em anaerobiose. Da mesma forma,
Harimi et al. (2014) realizaram a incubacao num intervalo entre 10 e 15 dias
sob condi¢cbes de anaerobiose a 37°C. Assim, pode ser que o tempo de 48h de
incubacéo, utilizados neste estudo, tenha sido curto para o desenvolvimento do

microrganismo no meio de cultivo empregado.

Ainda em referéncia ao isolamento do cultivo microbiolégico do C.
difficile, GOULD et al. (2010) defendem que as diferentes metodologias de
cultivo podem contribuir para as variagdes das prevaléncias de C. difficile em
diferentes estudos de carne de varejo. Atualmente ndo ha trabalhos publicados
que relatam a metodologia de eleicdo para deteccdo de C. difficile em
alimentos (GOULD et al., 2010). Na inexisténcia de um método padrdo para
deteccdo e isolamento desse microrganismo em alimentos, cada pesquisador
utiliza meios seletivos e enriqguecimentos diferenciados (TSUCHIYA, 2012), que
por sua vez pode contribuir para a ndo padronizacdo do método. Essa situacdo
pode ser justificada pelas caracteristicas anaerdbias do microrganismo e
relativa complexidade da metodologia empregada em seu isolamento e
deteccdo (TSUCHIYA, 2012).

Mais pesquisas devem ser realizadas no sentido de se verificar a
melhor forma de se cultivar este microrganismo na matriz carne bovina

homogeneizada.

2. Pesquisa de Clostridium difficile pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)

Das 82 amostras analisadas, 06 (7,3%) apresentaram a presenca de C.
difficile na PCR (Figura 1), sendo que estas seis amostras apresentaram
reacoes da PCR positivas no caldo (mistura da carne com o meio CDMN na

proporcao 1:1) obtido apos a homogeneizacdo e antes da primeira incubacao
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em camara de anaerobiose a 37°C por 48h, bem como neste mesmo caldo,
apos a incubacdo. Esta identificacdo confirma a presenca do microrganismo
nas amostras de carne homogeneizada bovina, comercializadas no Distrito

Federal e Entorno.

Law2 0 30s4 a5 2 16 47

Figura 1 — Resultado da PCR para detec¢do de Clostridium difficile em carne bovina
homogeneizada comercializada na regido do Distrito Federal e Entorno. 1) Marcador 100 bp
DNA Ladder (Invitrogen®) 2) Controle positivo de C. difficile. 3 a 7) 230bp: reagéo positiva
da PCR para C. difficile para 05 amostras de carnes bovina homogeneizadas. Visualizacdo em
transiluminador Imagequant (Gelifesciences) em gel de agarose a 1,5% com concentracdo de 5

pg/ ml de brometo de etidio.

Embora néo tenha sido possivel realizar o isolamento microbiolégico, a
PCR permitiu detectar a presenca do C. difficile. Sendo este o primeiro
trabalho de deteccdo do microrganismo na regido. Considerando a eficiéncia
da PCR quanto a deteccdo do C. difficle, RODRIGUEZ et al. (2014)
detectaram essa bactéria, por esse método, em 2,3% de amostras de carne de

hamburguer e carne moida obtidas no comercio varejista da Bélgica.

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram encontrados

por ESFANDIARI et al. (2014), em pesquisa realizada no Iran em que
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utilizaram a PCR para fazer a detecgdo do C. difficile em carne bovina e de

carneiro homogeneizadas, com deteccéo de 2,1% e 6,2%, respectivamente.

Da mesma forma, LEEME et al. (2004) utilizaram a PCR para analise
de 622 amostras de fezes de animais (equino, bovino, cdes e gatos) com
sintomatologia de infecgdo intestinal por C. difficile, em que foram confirmadas
a presenca dessa bactéria em 8% das amostras avaliadas.

Com isso, os autores citados acima consideraram a PCR como sendo

um método de deteccao confiavel para C. difficile.

TSUCHIYA (2012) em estudo para detecgéo do C. difficile realizado em
amostras adquiridas de 24 estabelecimentos comerciais, do municipio de
Campinas-SP, detectou a presenca da bactéria em 21,8% em amostras de
carne bovina homogeneizada, 18% em carne de frango, 3,3% em carne bovina
em peca e 0,0% em carne suina, sendo todas confirmadas pelo uso da técnica
da PCR.

SILVA (2014) também utilizou da PCR para confirmar a presenca de
estirpes de C. difficile isoladas no Brasil de cdes (8 amostras), leitdes (6),
potros (5), bezerros (5) e jaguatirica (1). A técnica mostrou se satisfatoria

quanto a identificacéo do C. difficile.

IV.CONCLUSAO

Foi constatada a presenca de C. difficle em carne bovina
homogeneizada comercializada no Distrito Federal e regido do Entorno por
meio da técnica de deteccdo por PCR, sendo a primeira descricdo na regido.
N&o foi possivel realizar o isolamento microbiolégico do C. difficile utilizando a

metodologia preconizada nesse estudo.
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