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RESUMO

GOBBI, D. D. S. Isolamento e caracterizacdo de amostras de Arcobacter spp.
em sistemas intensivos de producdo de suinos e abatedouros. [Isolation and
characterization of Arcobacter spp. strains from intensive swine productions and
slaughterhouses]. 2010. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&ao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

As espécies do género Arcobacter eram classificadas até a década de 1990 como
pertencentes ao género Campylobacter. Atualmente trés das cinco espécies deste
género sao consideradas potencialmente zoonéticas, podendo ser transmitidas por
alimentos de origem animal. O presente estudo teve como objetivo isolar e
caracterizar geneticamente amostras de Arcobacter spp., isoladas a partir de 120
amostras de carcagas, 120 amostras de fezes e 24 de amostras de musculo suino
coletadas em dois abatedouros localizados no Estado de S&o Paulo. Os isolados
obtidos foram submetidos ao PCR-Multiplex para a determinagcao das espécies do
género e analisados através da eletroforese em campo pulsado. O agente foi isolado
de 71,6% das carcacas, 4,16% das amostras de fezes e 8,3% das amostras de
musculo. As espécies mais prevalentes foram A. butzleri e A. cryaerophilus. A
analise dos dados obtidos no PFGE (Smal) revelou 51 perfis distintos, com um
indice discriminatorio de 0,98 e grande diversidade genotipica entre as amostras . O
sitio de isolamento mais frequente para o agente foram as carcagas e o PFGE
mostrou-se um bom instrumento para a caracterizagcdo e discriminacdo de cepas

deste género

Palavras-chave: Suinos. Arcobacter. Abatedouro. PCR. PFGE.



ABSTRACT

GOBBI, D. D. S. Isolation and characterization of Arcobacter spp. strains from
intensive swine productions and slaughterhouses. [Isolamento e caracterizacao
de amostras de Arcobacter spp. em sistemas intensivos de producido de suinos e
abatedouros]. 2010. 62 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&ao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The species of Arcobacter spp. genus have been classified until 1990 as species
belonging to the genus Campylobacter. Nowadays, three of five species of this genus
are consider as potencially zoonotic, and can be transmitted from food of animal
origin. The present study goal was to isolate and characterize genetically strains of
Arcobacter spp. isolated from 120 carcasses, 120 faeces and 24 swine muscle
sampled in two swine slaughterhouses located in Sdo Paulo State. Isolates were
submitted to multiplex-PCR to identify species of the genus and analyzed by pulsed
field gel electrophoresis. The agent was isolated from 71,6% of carcasses, 4,16% of
faeces and 8,3% of muscles samples. A. butzleri and A. cryaerophilus were the most
prevalent species. The analysis of data obtained in PFGE showed 51 distinct profiles,
the discriminatory index of 0,98 and it demonstrated large genotipic diversity among
the strains. The main isolation site were the carcasses and the PFGE was a good

tool to characterize and discriminate Arcobacter spp. strains.

Key words: Swine. Arcobacter. Slaughterhouses. PCR. PFGE.
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1 INTRODUCAO

O género Arcobacter possui, atualmente, sete espécies e pertence a familia
Campylobacteriaceae. As espécies A. butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii estao
relacionadas com infecgdes em seres humanos € animais de producéo.

Por muitos anos estes agentes foram considerados como pertencentes ao
género Campylobacter. Assim como ocorre com as campilobactérias, 0 sucesso
para o isolamento deste microrganismo ¢é influenciado pelas exigéncias
diferenciadas de seu crescimento in vitro, ja que possuiu crescimento fastidioso e é
inerte as provas bioquimicas.

E considerado um agente potencialmente zoonético, transmitido por alimentos
e pela agua. Os produtos de origem animal, em especial aqueles oriundos de aves e
suinos, estao envolvidos com a veiculagdo do agente.

A epidemiologia do microrganismo é pouco elucidada, algumas questdes
referentes a cadeia de transmissao dos alimentos para o ser humano necessitam ser
mais bem compreendidas.

O presente estudo teve por objetivo avaliar a presenca do agente em
carcagas, fezes e cortes de carne suina, colhidas em abatedouros e
estabelecimentos de comercializacdo de carne resfriada.

Foram determinadas as espécies mais freqlientes e os isolados foram
genotipados através da eletroforese de campo pulsado. O trabalho forneceu
importantes informagdes sobre o papel do suino como fonte de infeccdo do

Arcobacter spp. para os seres humanos.
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2 RESUMO DE LITERATURA

Sao descritos a seguir os pontos mais relevantes sobre Arcobacter spp.

2.1 ETIOLOGIA

Arcobacter spp € uma bactéria pertencente a familia Campylobacteraceae,
que também abrange as bactérias do género Campylobacter e Helicobacter. Esses
trés géneros formam um grupo filogenético distinto conhecido como superfamilia VI
RNA ou divisdo épsilon da classe das Proteobactérias. (LEHNER et al, 2005), tal
agrupamento se caracteriza por sua morfologia em espiral, com flagelos polares que
lhe conferem motilidade rapida (NEWELL, 1997).

O género Arcobacter foi descrito em 1991, por Vandamme e integra bactérias
qgue no passado eram classificadas como pertencentes ao género Campylobacter, e
por suas caracteristicas de crescimento in vitro eram conhecidas como
Campylobacter aerotolerantes. (PHILLIPS, 2001). Vandamme reclassificou 77
diferentes espécies de Campylobacter em cinco grupos distintos de Arcobacter.
(JOHNSON; MURANO, 1999). O isolamento do agente foi descrito pela primeira vez
em 1977, a partir de fetos abortados de bovinos (VILLARRUEL-LOPEZ et al., 2003).

Sao microrganismos Gram negativos, com aproximadamente 0.2- 0.9 um de
largura por 0.5-3 um de comprimento, que crescem tanto em atmosfera
microaerdbica como aerdbica, ndo esporulados e curvos. Sua temperatura de
crescimento varia de 15 a 37°C, sendo que podem crescer a 30°C apds isolamento
primario em atmosfera microaerébica. (SNELLING et al., 2006). Podem sobreviver a
temperatura de 4°C, comumente encontrada em abatedouros e estabelecimentos
processadores de alimentos, e morrem em poucos segundos a 55°C
(ATANASSOVA et al., 2008).

Por serem extremamente parecidos com as bactérias do género

Campylobacter spp, algumas caracteristicas séao utilizadas para diferencia-los dos
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microrganismos deste género: ndo sao capazes de crescer a 42°C, possuem
crescimento 6timo a 30°C em aerobiose e apresentam o conteudo de G+C que varia
de 27 a 30 mol % (PHILLIPS, 2001).

Assim como ocorre com as espécies de Campylobacter, a rotina de
identificacdo e diferenciacdo ndo € muito facil, pois esses microrganismos sao
relativamente inertes as provas bioquimicas e possuem crescimento fastidioso.
(ATABAY, 2002; ATABAY et al., 2006).

Atualmente o género é composto por sete espécies: A. butzleri, A.
cryaerophilus, A. nitrofigilis, A. skirrowii e, mais recentemente, A. cibarius. A.
halophilus e A. sulfidicus.(COLLADO et al., 2008). As espécies A. butzleri, A.
cryaerophilus e A. skirrowii estdo relacionadas com doengas em seres humanos e
em animais de producdo, e sdo as mais estudadas do género. A. cibarius ja foi
isolada de carcacgas de frangos. (HO et al., 2007). A. nitrofigilis € um organismo que
fixa nitrogénio e é encontrado em associacdo a uma planta pantanosa chamada
Spartina alterniflora. (SNELLING et al., 2006; PEJCHALOVA et al, 2008).

Gragas a grande diversidade de hospedeiros das espécies deste género, este
€ incomum e muito provavelmente, bastante heterogéneo. (HO et al., 2008a).

A espécie A. butzleri é capaz de crescer em meio contendo 1% de glicina e
1,5% de NaCl numa faixa de pH entre 5 e 8,5 e possui fraca reagao a catalase e
resisténcia ao cloreto de cadmio. Ja A. cryaerophilus possui forte atividade da
catalase e é sensivel ao cloreto de cadmio. Tais caracteristicas sao utilizadas para
diferenciar as duas espécies quando em meio de cultivo (HARMON et al., 1997;
LEHNER et al., 2005).

Além disso, as colonias de A. butzleri podem ser diferenciadas das outras
duas espécies por serem maiores e crescerem mais rapidamente (ATABAY et al.,
1998). O tamanho da coldnia pode variar de 1 a 3 mm, com coloracdo de amarela a
bege. (HARRAB et al, 1998). Algumas colénias podem ou nao ser Alfa - hemoliticas.

A espécie A. cryaerophilus tem sido classificada em dois grupos distintos: 1A
e 1B através da restricdo do DNA com a enzima Pvu Il (OLIVEIRA et al., 1999a).
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2.2 PATOGENICIDADE

Apenas as espécies A. butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii sao
consideradas patogénicas para o homem e animais (NEWELL,1997). Até o
momento, os mecanismos de patogenicidade e os possiveis fatores de viruléncia do
Arcobacter spp sdo pouco conhecidos (FERNANDEZ et al., 1995).

Sabe-se que algumas cepas podem ou nao ser alfa-hemoliticas, porém néao
se conhece a relagao desta caracteristica na viruléncia do microrganismo (ATABAY
et al., 2002).

Fernandez et al. (1995) determinaram a existéncia toxinas ou capacidade de
invasao de dois isolados de A. cryaerophilus a partir de um feto bovino abortado e
fezes de suino. A presenga de toxinas foi avaliada através do teste em alga ligada
de rato, que resultou na distensao das algas com acumulo de fluido e no aumento da
concentragdo de eletrdlitos dentro do lumen intestinal. No mesmo estudo a
capacidade de invasao tecidual pelo agente foi avaliada em culturas celulares HEP-
2, nas quais foi observada a invasdo das células pelos microrganismos dos dois
isolados.

Wesley et al. (1996) infectaram experimentalmente leitdes de apenas um dia
de vida, obtidos por cesariana e privados do recebimento do colostro, com cepas de
A. butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii. O tempo de eliminagao fecal do agente foi
avaliado, os leitdes que receberam as cepas de A. butzleri eliminaram o agente por
tempo até 10 dias, o que indica a colonizagéo intestinal e multiplicacdo do agente no
organismo. O tempo de eliminagdo das outras espécies foi bem reduzido, o que
pode sugerir um menor grau de patogenicidade das mesmas.

Villarruel-Lépez et al. (2003) testaram amostras de Arcobacter spp. isoladas
de diversos tipos de carne e as testou em cultivo de células Vero. Noventa e cinco
por cento das cepas produziram efeito citotoxico na linhagem testada, sendo que
38% das amostras induziram um efeito tipo elongamento celular, indicativo de
producao de enterotoxina. Outro efeito observado em algumas cepas foi a formagao
de vacuolos, possivelmente relacionados com a produgcdo de uma toxina de

vacuolizacéao.
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Ho et al. (2007) pesquisaram a habilidade de ades&o, invasao e indugao da
expressao da interleucina-8 em linhagens de células epiteliais intestinais humanas e
suinas. Todas as cepas estudadas se aderiram e induziram a producgéo de IL-8. A
cibarius apresentou a maior habilidade de ades&o, e apenas A. cryaerophilus invadiu

as células.

2.3 EPIDEMIOLOGIA

Arcobacter spp foi relatado em diversos paises: Nova Zelandia
(BRIGHTWELL et al., 2007); Dinamarca (ATABAY et al., 2002); Bélgica (HOUF et
al., 2003); Turquia (ON et al., 2003); Alemanha (HARRAB et al., 1998;
ATANASSOVA et al., 2008 ); Brasil (OLIVEIRA et al., 1999b); Reino Unido
(SNELLING et al., 2006); ltalia (VANDAMME et al., 1993); Africa do Sul
(DIERGAARDT et al., 2004); Australia (RIVAS et al., 2004); Suica (LEHNER et al.,
2005); Espanha (COLLADO et al., 2008); Republica Checa (PEJCHALOVA et al.,
2008); Irlanda (HAMILL et al., 2008) e Estados Unidos (WESLEY, 2007).

O agente é associado a doenga em seres humanos e em animais, ja isolado
de diversos tipos de tecidos, como fetos bovinos e suinos resultantes de abortos
(OLIVEIRA et al., 1997; ON et al., 2003); fezes de animais de diversas espécies
(VAN DRIESSCHE et al., 2003; ATABAY et al., 2006); carcacas de aves € suinos
(ATABAY et al., 1998; HARRAB et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2003; KABEYA et al.,
2004) e também de produtos de origem animal (ZANETTI et al., 1996; OHLENDORF
et al.,, 2002; HOUF et al., 2003) e a partir das fezes e da cultura do sangue de
individuos que sofreram de gastrenterite e bacteremia (VANDAMME et al., 1992;
ENGBERG et al., 2000; LAU et al., 2002).
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2.4 PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

A via mais importante de transmissado de Arcobacter spp. para seres humanos
€ a ingestao de alimentos de origem animal e agua contaminados (HAMILL et al.,
2008). Em relagcdo aos reservatorios do agente, os animais de produgdo sao
importantes carreadores, principalmente aves e suinos. O agente foi isolado do
intestino de animais saudaveis de diferentes espécies como bovinos, suinos, ovinos
e equinos (LEHNER et al., 2005).

Lipman et al. (2008) estudaram a presenga de Arcobacter spp em galinhas
poedeiras e a possivel transmissao para os ovos. Os resultados demonstraram a
presencga do agente no trato intestinal (com uma prevaléncia variavel de 20 a 85%),
mas nao nos ovos. Assim como ocorre com o Campylobacter, ndo existe consenso
sobre a possibilidade de transmissao vertical do agente para o ovo.

Arcobacter spp. € encontrado em carnes de aves e suinos, e em carnes de
origem bovina e ovina, em menor frequéncia (WESLEY, 2007). Além disso, o agente
foi isolado de leite cru de vacas com mastite e de primatas nao-humanos com
diarréia (VAN DRIESSCHE et al., 2003).

Dentre as espécies conhecidas, A. butzleri € a mais comumente isolada de
produtos de origem animal, assim como carcagas de aves e suinos (PHILLIPS,
1999).

Pouco foi esclarecido a respeito da epidemiologia do Arcobacter spp. em
abatedouros. Kabeya et al. (2004) e Ho et al. (2008) defendem a hipotese de que as
carcagas de frangos sdo contaminadas apos o abate, em etapas como a escalda.
Houf et al. (2000) acreditam que o procedimento de abate pode nao ter papel
importante nos niveis de contaminacdo de carcagas de frango, uma vez que a
bactéria ndo foi isolada do equipamento de abate antes do inicio das atividades.

Sabe-se que A. butzleri € capaz de colonizar as superficies de equipamentos
feitos de acgo, cobre e polietileno, o que reforca a questao da formacao dos biofilmes
em abatedouros, tornando a contaminacao do local persistente (KJIELDGAARD et
al., 2009).
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Em relagdo a prevaléncia em carcagas de suinos no Brasil, Oliveira et al.
(2003), obtiveram 21 isolados de Arcobacter spp. a partir de 74 carcacgas avaliadas
(29,3%) em abatedouro do Sul do pais.

Collins et al. (1996) analisando amostras de carne de diferentes abatedouros
descrevem uma prevaléncia que variou de 5 a 90%, enquanto DE Boer et al. (1996)
isolaram o agente em apenas 0,5% das amostras de carne minimamente
processadas. No Japdo, Kabeya et al. (2004) analisaram 100 amostras de carne
suina e a frequéncia de isolamento foi de 7%. Ohlendorf et al. (2002), nos Estados
Unidos, encontraram uma frequéncia que variou de 0 a 64% de acordo com 0s
diferentes abatedouros, observando ainda freqléncia de contaminagao cinco vezes
maior em pecgas de carne com baixos teores de gordura quando comparada a pecgas
de carne com alto teor de gordura. Na Australia, Rivas et al. (2004), obtiveram uma
frequéncia de 29% de isolados em amostras de carne suina. Na Italia, Zanetti
et al. (1996) obtiveram uma prevaléncia de 3,7% em cortes de lombo suino, € nao
isolaram o agente de salsichas suinas.

A analise de fezes de suinos obtidas em abatedouros na Bélgica resultou em
uma prevaléncia de 44% (36/82) de Arcobacter spp, das quais 29 foram A. butzleri e
sete foram A. cryaerophilus (VAN DRIESSCHE et al., 2003). Em 1996, Harmon e
Wesley obtiveram uma prevaléncia de 40% de positivos em amostras de fezes de
animais saudaveis nos Estados Unidos. Tal constatagdo pode indicar que seja
possivel que a carne proveniente do abate desses animais possa sofrer
contaminagao cruzada. Diferentemente das aves, 0 suino possui uma temperatura
interna (39°C) favoravel ao Arcobacter spp. enquanto que no caso das aves a
temperatura interna (42 °C) é muito alta para a multiplicacdo deste género
bacteriano (OHLENDORF; MURANO, 2002).

Em outras espécies a frequéncia de isolamento a partir das fezes foi de 39%
em bovinos, 16% em ovinos e 15% em equinos, segundo estudo conduzido na

Bélgica por Van Driessche et al. (2003).
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2.5 AGUA COMO FONTE DE CONTAMINAGAO

Outra fonte importante de contaminagdo pelo agente é a agua. Os
microrganismos contaminam o meio aquatico, assim como a agua utilizada em
abatedouros, casas, estacbes de tratamento a partir das fezes dos animais
portadores. A. butzleri e A. cryaerophilus ja foram isoladas de estagdes de
tratamento de agua na Africa do Sul por Diergaardt et al., (2004).

Collado et al. (2008) investigaram a presenga de Arcobacter spp. em 205
amostras de agua proveniente de rios, lagos, mar e efluentes de esgoto. Do total,
55,1% foram positivas para o isolamento do agente e houve uma associagao
significativa com bactérias indicadoras de poluicdo fecal (coliformes fecais como
Escherichia coli, enterococos). Tal associagao entre a presenca de Arcobacter spp.
e coliformes fecais sugere que a agua do mar nao seja habitat natural do agente, e
sim, que ele aparega quando ha poluicdo por dejetos, diferentemente do que
defendem outros autores .

A veiculagao da bactéria pela agua do mar também implica em contaminagao
de crustaceos e mariscos, utilizados na alimentacdo humana, sendo que segundo

Romero et al. (2002), Arcobacter spp. é regularmente encontrado em ostras.

2.6 INFECCAO EM HUMANOS

Campylobacter spp. e microrganismos Campylobacter-like foram identificados
como patdégenos de importancia veterinaria ha mais de 80 anos, porém devido ao
desenvolvimento de técnicas de cultivo seletivo nos anos 70, sua associagdo com
doencas entéricas em seres humanos foi estabelecida (NEWELL, 1997).

Campylobacter jejuni € uma das maiores causas de enterite bacteriana em
humanos. Em paises desenvolvidos, como os EUA, 1% da populagcéo é afetada
anualmente por infeccdo por Campylobacter spp. e os custos das infecgbes podem

girar em torno de 6,2 bilhées de ddlares.
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Gracas a sua similaridade filogenética, a patogénese, distribuicao e vias de
transmissao descritas para C. jejuni podem ser estendidas para o género
Arcobacter. No entanto, suas semelhangas morfolégicas e bioquimicas podem levar
a uma detecgdo incorreta destes agentes. (SNELLING et al., 2005; ATABAY et al.,
2006; WESLEY et al., 2007).

Além disso, o isolamento e identificagdo de Arcobacter spp. ndo sao
normalmente realizados na rotina de laboratérios de diagnostico humano, por isso
também, pouco se sabe sobre o seu papel em saude publica. E provavel que sua
importancia como agente zoondtico e sua prevaléncia em infecgcbes de seres
humanos sejam subestimadas gracas a utilizacdo de métodos de tipificagao
inapropriados, ja que ndo ha métodos padronizados para o seu isolamento (ATABAY
et al., 2006).

A. butzleri e A. cryaerophilus sdo as espécies mais freqientemente
relacionadas com gastroenterites em humanos (VANDAMME et al., 1992). Entre
estas duas espécies, A. butzleri foi a mais freqiente nas fezes de pacientes da
Bélgica e da Franca (HO et al., 2006) e de pacientes com queixas gastrointestinais
na Africa do Sul (SAMIE et al., 2006).

A primeira evidéncia de uma relagao epidemioldgica entre Arcobacter spp. e
doenga nos seres humanos foi sugerida a partir de um surto de colica abdominal em
criangas na Italia. O surto ocorreu em 1983, em um bercgario e escola primaria, o
qual afetou 10 criancas entre 2 a 8 anos, trés das quais foram hospitalizadas devido
aos sintomas muito agudos. As amostras de fezes coletadas das criangas foram
positivas para o A. butzleri (ATABAY et al., 2002).

Segundo Mansfield, A.butzleri ndo é habitante normal do intestino de seres
humanos, sendo que o autor observou apenas 2% das amostras fecais de individuos
saudaveis contaminadas pelo agente (MANSFIELD" , 2000 apud OLIVEIRA et al.,
2003,p. 889).

Estudos de biotipificagdo e sorotipagem demonstraram que 0s mesmos
biétipos sdo simultaneamente distribuidos entre seres humanos e animais (HOUF et
al., 2000).

Os sintomas de gastroenterites causada por Arcobacter spp. s&o similares

aqueles causados por outros agentes enteropatogénicos: diarréia aquosa, colica
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abdominal, nausea, febre, vdbmitos e calafrios. Pouco se sabe sobre seu periodo de
incubacao e duragao dos sintomas (VANDAMME et al.,1993).

Além dos relatos de gastroenterites em criangas e adultos relacionados com
Arcobacter spp., outras doengas foram associadas a presenga do patégeno, cuja
infeccao pode se tornar fatal em pacientes imunocomprometidos. Lau et al. (2002)
relataram bacteremia em uma mulher de 69 anos com quadro agudo de apendicite e
Phillips (2001) relata ocorréncia de bacteremia em neonato, um caso de bacteremia
em paciente com cirrose hepatica, e também quadro de uremia associada a
bacteremia.

A associacdo entre Arcobacter spp. e Helicobacter pylori estda sendo
relacionada a ocorréncia em seres humanos de gastrite, ulceras e até cancer
gastrico, o que vem despertando o interesse dos pesquisadores pelo agente em
termos de saude publica (SUAREZ et al., 1997).

2.7 DOENCA NOS SUINOS

Ha varios relatos do isolamento deste microrganismo a partir de fezes de
animais de producdo. No caso de suinos, o agente é relacionado a ocorréncia de
problemas reprodutivos, mais frequentemente isolado de fetos suinos abortados e
de marras inférteis com descarga vaginal recorrente (NEWELL, 1997; OLIVEIRA et
al., 1999).

No entanto, a sua patogenicidade em suinos tem sido discutida ja que o
agente pode ser isolado do trato gastrintestinal de animais saudaveis (NEWELL,
1997; OLIVEIRA et al.,, 1999). O agente foi isolado de marrds e cachacgos
clinicamente assintomaticos com diferentes niveis de prevaléncia e colonizagao, e
houve eliminagdo intermitente de até trés espécies simultaneamente (VAN
DRIESSCHE et al., 2003).

A. cryaerophilus é a espécie mais prevalente nos casos de problemas
reprodutivos nos animais, ao contrario de A. butzleri, que é a mais associada aos
casos de enterite em seres humanos e mais freqlentemente encontrada em

carcacas de aves e suinos. No Brasil, Oliveira et al. (1997) analisaram seis cepas
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isoladas de fetos suinos abortados, 10 cepas isoladas do utero e oviduto de marras
e uma cepa de placenta de fémeas que apresentavam problemas reprodutivos. Do
total, 71% das cepas foram classificadas como A. cryaerophilus 1B, 24% como A.
cryaerophilus 1A e 6% como A. butzleri.

Oliveira et al. (1999), analisaram, ainda, 74 amostras de fluido prepucial e
nove amostras de sémen, coletadas em granjas que reportavam problemas
reprodutivos. A espécie mais prevalente foi A. cryaerophilus (11,1%), seguida por A.
butzleri (1,48%).

Em 1996, Wesley et al. infectaram experimentalmente leitbes de um dia de
vida obtidos por cesariana e privados de colostro com as cepas isoladas de casos
clinicos de Arcobacter spp. Os leitdes infectados com A. butzleri morreram apos 24
horas da inoculagcdo, a necropsia a mucosa do ileo e ceco estava avermelhada,
observaram-se pequenas Ulceras gastricas na mucosa glandular e o agente foi
isolado dos tecidos renal, cerebral, intestinal e pulmonar. A. cryaerophilus foi isolado
a partir de suabes retais, mas ndo foi cultivado de tecidos. Os animais infectados por
A. skirrowii morreram apos quatro dias da inoculagdo, mas nao foi possivel o cultivo
a partir de tecidos. Este estudo indica que leitdbes neonatos podem ser infectados
com Arcobacter spp, o que pode explicar o fato de animais saudaveis serem
portadores do microrganismo.

O agente também foi isolado do estdbmago de suinos que apresentavam
ulceras gastricas, uma doenca economicamente significante em todas as linhagens
de suinos. Suarez et al. (1997), detectaram em 51% dos estdbmagos analisados,
sendo que A. butzleri foi a espécie mais prevalente (77%). A partir do exame
microscopico dos estdmagos, foi possivel observar lesbes com paraqueratose leve a
erosbes e ulceragdes, € nos casos crénicos, formacao de tecido de granulacéo,

hipertrofia da mucosa e presenca de tecido necraético.

2.8 METODOS DE ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO

Os métodos de isolamento e identificacdo sdo descritos a seguir:
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2.8.1 Métodos Convencionais

A utilizacdo de métodos sensiveis de isolamento propicia a detecgao de
grande numero desse microrganismo. Tais métodos utilizam diferentes agentes
seletivos associados com baixas concentracbes de antibidticos, diferentes
atmosferas de incubagcdo (ATABAY et al.,, 1997) e etapas de enriquecimento
(LEHNER et al., 2005).

O primeiro protocolo desenvolvido para o isolamento e cultivo de Arcobacter
spp. utilizava um meio semi-sdlido de isolamento de Leptospira spp. denominado
Ellinghausen-Mc Cullough - Johnson-Harris Polisorbato- 80 (EMPH-P80) que
necessita de suplementagdo com 100 pL/mL de 5 fluoracil (OHLENDOREF et al.,
2002). Este protocolo foi muito utilizando na década de 1990 por diversos autores
(HARMON et al., 1997; OLIVEIRA et al., 1997; SUAREZ et al., 1997).

A partir dai, muitos meios de enriquecimento e de identificagdo foram
elaborados: ha no mercado caldos de enriquecimento comerciais que sao
suplementados com cefoperazone, anfotericina e teicoplanina (CAT) e com
cefoperazone modificado, carvdo e deoxicolato (mCCD), que permitem o bom
crescimento das espécies de Arcobacter spp., ja que ndo possuem sistemas de
captura de oxigénio, como no caso dos meios que levam sangue e neutralizam o
efeito do oxigénio atmosférico (PHILLIPS, 2001).

De Boer et al. (1996) desenvolveram um meio de enriquecimento para isolar
Arcobacter spp. sob condi¢cdes aerdbicas, que se baseia em enriquecer a amostra
em um caldo seletivo e em seguida, plaquea-la em agar seletivo, examinando em
seguida as caracteristicas das zonas de motilidade.

O meio de isolamento mais recente e mais efetivo foi desenvolvido por
Johnson e Murano, em 1999, e € um método realizado totalmente em aerobiose,
mais seletivo e rapido e nao requer a identificacdo de zonas de motilidade como o
anteriormente descrito. Este meio contém carvao que é uma agente detoxificante,
benéfico para o crescimento de espécies aerotolerantes; cefoperazone, sais biliares
e 5-fluoracil que agem como agentes seletivos e a peptona especial que propicia

suporte para o crescimento mais efetivo da bactéria.
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Como resultado do refinamento dos métodos de identificagdo e isolamento
desse agente, a frequéncia de detecgdao do agente aumentou nos ultimos anos
(WESLEY, 2007).

Em relacdo aos métodos de caracterizacdo fenotipica, citam-se: testes
bioquimicos, perfis de proteinas de membrana e perfis de acidos graxos. Quanto aos
testes bioquimicos, os resultados sao limitados, gragas a baixa atividade metabdlica
geralmente observada dentro desta classe, associada a grande variabilidade de
cepas e a reagao atipica de algumas delas (HARMON et al., 1997).

Os testes que tém sido realizados sao a hidrolise de indoxil-acetato e o teste
da catalase, que possibilita a diferenciacdo entre A. butzleri e A. cryaerophilus, ja
que a primeira apresenta uma reagao mais fraca que a segunda (WESLEY, 2007).

Quanto a sorotipagem, Lior e Wood em 1991, desenvolveram um método
para sorotipar A. butzleri, o qual utiliza antigenos vivos e anti-soros adsorvidos, em
teste de aglutinagdo em lamina. Até o momento foram discriminados 14 sorogrupos.
(OLIVEIRA et al., 1999).

2.8.2 Métodos Moleculares

Diversas técnicas moleculares baseadas na Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) foram utilizadas ao longo das duas ultimas décadas para a
identificacdo rapida e especifica de Arcobacter spp. (SUAREZ et al., 1997,
OLIVEIRA et al.,, 2003; KABEYA et al., 2004). Em 1997, Harmon et al.,
desenvolveram a PCR multiplex para diferenciar A. butzleri das outras espécies de
Arcobacter spp. Mais tarde, Houf et al. (2000) elaboraram outra reacao multiplex
para identificagcdo simultanea de A. butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii. Em
2007, Brightwell et al. criaram PCR multiplex e PCR em tempo real para identificar
cepas de A. butzleri e A. cryaerophilus.

Mais recentemente, Pentamalli et al. (2009) desenvolveram uma PCR
multiplex para a deteccédo e diferenciacao de A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii

e A. cibarius.
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Embora a PCR seja altamente discriminatéria para identificar as diferentes
espécies do género, uma limitacdo inerente frequentemente encontrada é a
inabilidade de diferenciar genotipicamente as cepas dentro da mesma espécie
(HUME et al., 2001).

A caracterizacdo genotipica dos isolados pode ser realizada através de
técnicas que envolvem a amplificacdo de DNA, ou métodos que envolvem a
restricdo do DNA bacteriano com enzimas de restricdo como a eletroforese em gel
de campo pulsado (PFGE), considerada o método padrdo de ouro para a maioria
dos patdgenos bacterianos. Alguns autores ja utilizaram a PFGE em isolados
provenientes de fezes de suinos para diferenciar cepas de Arcobacter spp. (HUME
et al., 2001; RIVAS et al., 2004; HO et al., 2005).

Entre as técnicas baseadas na PCR, se pode citar a amplificacdo randdmica
de DNA polimdrfico -RAPD (ATABAY et al., 2002; HOUF et al., 2003), polimorfismo
do comprimento de fragmentos amplificados- AFLP, (ON et al., 2003) e, polimorfismo
de fragmentos de restrigdo - RFLP (OLIVEIRA et al., 1999).



25

3 MATERIAL E METODOS

Os materiais e métodos utilizados estao descritos a seguir:

3.1 AMOSTRAS

Foi analisado um total de 120 amostras de suabes de carcaga, 120 amostras
de fezes de dois abatedouros de suinos localizados no Estado de Sao Paulo, e 24
amostras de carne suina refrigerada proveniente de estabelecimentos comerciais de
venda. Estas amostras foram coletadas mensalmente, por um periodo de seis
meses, sempre nos mesmos estabelecimentos.

Foram utilizadas como padrao para a PCR e para controle do meio
empregado cepas de A.butzleri ATCC 49616, A.cryaerophilus ATCC 43158 e A.
skirrowii ATCC 51132.

3.2 COLHEITA DAS AMOSTRAS

As amostras foram colhidas durante a linha de abate, com suabes estéreis
acondicionados em bolsas plasticas sendo mantidos sob refrigeragéo até o momento
do processamento.

Os cortes de carne foram acondicionados em bolsas estéreis e refrigerados
até o momento do processamento.

As amostras de fezes foram colocadas em coletores plasticos estéreis e

mantidas em refrigeracao até o processamento.
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3.3 ISOLAMENTO

Os suabes de carcaga, 25 gr de fragmentos de musculo (carne) e 2,5 gramas
de fezes foram adicionados a 225 mL, 225 mL e 22,5 mL de caldo de
enriquecimento seletivo Arcobacter spp.(Oxoid) respectivamente. Apdés 48 horas a
30° C, uma aliquota de 10 uL foi filtrada através de membrana estéril de celulose de
0,45um, depositada diretamente sobre a superficie do agar seletivo descrito por
Johnson e Murano (1999). A seguir, as placas foram incubadas em aerobiose a 30
°C por 48 horas. Col6nias pequenas, tipicas, ndo hemoliticas foram identificadas e
testadas pelo método de Gram, inoculadas em BHI semi-solido (0,15 % de agar) e
os tubos foram incubados a mesma temperatura por 48 horas. Os cultivos foram
examinados em microscopio de campo escuro, objetiva 40X para a observacao de
bactérias curvas e espiraladas, extremamente moveis. Foram entdo realizados
testes de oxidase, catalase e verificado o crescimento em agar MacConkey

De acordo com o numero de colbnias suspeitas, foram selecionadas até 3
colbnias para caracterizacdo através da PCR. As cepas confirmadas como

Arcobacter spp foram estocadas a -86° C.

3.4 EXTRAGAO DO DNA

O DNA bacteriano foi purificado pela extracdgo de DNA baseada nas
propriedades de lise e inativagdo de nucleases do isotiocianato de guanidina junto
as propriedades das particulas de terra diatomacea em ligar-se ao DNA ou RNA.

Este método para purificagdo de acidos nucléicos foi descrito por Boom et al. (1990).
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3.5 AMPLIFICACAO DO DNA (PCR)

A PCR foi realizada utilizando-se 5 uL do DNA bacteriano, 1.5 mM de MgCl,,
10 pmoles dos primers para género Arcobacter e 10 pmoles para o primer para
espécie A. butzleri, 1.0 U de Tag DNA polimerase, 1 X tampao de PCR e agua até o
volume final de 50 pL. A reagdo foi submetida a desnaturagéo a 94° C por 4 minutos
seguido por 35 ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a 55° C e 1 minuto a 72° C. As
amostras negativas para A. butzleri foram caracterizadas quanto a espécie através

de primers especificos (HOUF et al., 2000).

3.6 DETECCAO DO PRODUTO DE AMPLIFICAGCAO (AMPLICON).

A deteccao dos produtos de amplificagao (10 puL produto e 2uL de tampao de
corrida 6X) foi realizada através da eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando-
se tampao TAE (0,04 M tris-acetato [pH 8,5], 0,002 M de EDTA).

Os fragmentos amplificados foram visualizadas no sistema de
fotodocumentacdo ImageMaster® (Amershan Biosciences) por meio do uso do
corante BlueGreen. ® (LGC Biotecnologia). Os fragmentos foram identificados com
base na utilizagdo de marcador de pares de base 100 pb DNA Ladder (LGC

Biotecnologia).

3.7 ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE)

As amostras foram submetidas ao perfil de macrorestricao através de ensaios
de PFGE utilizando o sistema de eletroforese CHEF DR Il Chiller System (Bio-Rad).

Em resumo, uma aliquota do cultivo bacteriano padronizada na diluicdo 1X10°, foi
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incorporada em agarose de baixo ponto de fusdo e, apds homogeneizagao,
transferidas para moldes plasticos. Os plugs de agarose resultantes contendo a
amostra foram entdo submetidos a um processo de lise in situ e, posteriormente,
estocados em tampao Tris-EDTA até o momento da eletroforese. Uma fracdo do
plug foi submetida a digestdo com a enzima de restricdo (Sacll, Eagl e Smal) e
posteriormente adicionada ao gel de agarose 1%. A eletroforese foi conduzida num
periodo de 20h a 6V/cm, angulo fixo de 120°, com pulso inicial de 0,1 s e final de
90s., em tampao TBE 0,5X mantido a 14°C.

3.8 DETERMINACAO DO iNDICE DISCRIMINATORIO (ID)

Os resultados obtidos através da caracterizacdo genotipica foram analisados

segundo o método numérico descrito por Hunter e Gaston (1988).

3.9 ANALISE ESTATISTICA DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Para andlise estatistica dos fragmentos obtidos através da PFGE foi utilizado
o programa NTSYS ("Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System"). A
similaridade das amostras foi estimada através do coeficiente de Dice. Com a matriz
de similaridade gerada por este coeficiente foi possivel determinar os grupos pelo
método de UPGMA ("Unweighthed Pair-Group Method Using Arithmetic Average"),

que foi representado pela forma de dendrograma.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos referentes as 264 amostras das seis coletas realizadas,
sendo que todas elas foram submetidas ao exame bacteriolégico e caracterizagao
genotipica pela PCR, encontram-se compilados nas tabelas 1 a 6 apresentadas a

seqguir:

Tabela 1- Frequéncia de amostras de carcagas positivas para género Arcobacter
cepas positivas para A. butzleri, A. cryaerophilus e outras espécies no
abatedouro 1, Sdo Paulo- 2008-2009

Abatedouro 1- Carcacas

Amostras | Positivos N
Cepas Espécies
N° N° N° ~ A
Més butzleri | cryaerophilus Outras
Fevereiro 10 4 4 4 0 0
Marco 10 5 13 0 13 0
Abril 10 9 27 21 6 0
Maio 10 8 24 2 22 0
Junho 10 9 27 14 12 1
Julho 10 10 30 26 3 1
Total 60 45 125 67 56 2




Tabela 2-

Frequéncia de amostras de fezes positivas para género Arcobacter
cepas positivas para A. butzleri, A. cryaerophilus e outras espécies, no
abatedouro 1, Sdo Paulo- 2008-2009
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Abatedouro 1- Fezes

Amostras | Positivos N
Cepas Espécies
N° N° N° A A

Més butzleri | cryaerophilus Outras
Fevereiro 10 1 1 0 1 0
Margo 10 0 0 0 0 0
Abril 10 0 0 0 0 0
Maio 10 1 3 3 0 0
Junho 10 0 0 0 0 0
Julho 10 1 3 0 3 0
Total 60 3 7 3 4 0
Tabela 3- Frequéncia de amostras de musculo positivas para género Arcobacter

cepas positivas para A. butzleri, A. cryaerophilus e outras espécies, no
abatedouro 1, Sdo Paulo- 2008-2009

Abatedouro 1- Cortes de musculo

Amostras | Positivos N’
Cepas Espécies
N° N° N° ~ A
Més butzleri | cryaerophilus Outras
Fevereiro 2 0 0 0 0 0
Margo 2 0 0 0 0 0
Abril 2 1 1 0 1 0
Maio 2 0 0 0 0 0
Junho 2 0 0 0 0 0
Julho 2 0 0 0 0 0
Total 12 1 1 0 1 0
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De todas as sessenta amostras de carcagcas de suinos coletadas no
abatedouro 1 , 75,5% (45/60) foram positivas para o isolamento de bactérias do
género Arcobacter, dessas 45 carcagas positivas, foram selecionadas 125 cepas,
das quais 53,6% (67/125) foram positivas na PCR para a espécie A. butzleri, 44,8%
(56/125) para A. cryaerophilus e 1,6% (2/125) para outras espécies do género.

Houve o isolamento de mais de uma espécie de Arcobacter spp. na mesma
carcaga. Do total de 45 carcagas positivas, 77,7% (35/45) foram positivas para
apenas uma espeécie, 17,7% (8/45) foram isoladas duas espécies na mesma
carcaga, e em 4,44% (2/45) foram encontradas mais de duas espécies. As duas
espécies encontradas juntas nas oito carcagas mencionadas acima foram A. butzleri
e A. cryaerophilus. Apenas duas carcagas apresentaram A. butzleri, A. cryaerophilus
e outras espécies simultaneamente.

De um total de 60 amostras de fezes, apenas 5% (3/60) foram positivas para
o isolamento de Arcobacter spp. Destas amostras foram selecionadas sete cepas,
das quais trés foram positivas para A. butzleri e quatro para A. cryaerophilus.

Quanto as amostras de musculo, foram analisados 12 fragmentos e em

apenas um foi isolado A. cryaerophilus identificado pela PCR.
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FreqUéncia de amostras de carcacas positivas para género Arcobacter
e cepas positivas para A. butzleri, A. cryaerophilus e outras espécies,

no abatedouro 2, Sao Paulo- 2008-2009

Abatedouro 2- Carcacas

Amostras | Positivos N’
Cepas Espécies
N° N° N° A A

Més butzleri | cryaerophilus Outras
Fevereiro 10 10 10 8 2 0
Marco 10 3 8 3 5 0
Abril 10 4 12 3 8 1
Maio 10 8 24 22 2 0
Junho 10 9 27 13 14 0
Julho 10 7 17 10 3 4
Total 60 41 98 59 34 5
Tabela 5- Frequéncia de amostras de fezes positivas para género Arcobacter e

cepas positivas para A. butzleri, A. cryaerophilus e outras espécies, no
abatedouro 2, Sdo Paulo- 2008-2009

Abatedouro 2- Fezes

Amostras | Positivos N
Cepas Espécies
N° N° N° A. A.
Més butzleri | cryaerophilus Outras
Fevereiro 10 0 0 0 0 0
Marco 10 0 0 0 0 0
Abril 10 1 3 0 3 0
Maio 10 0 0 0 0 0
Junho 10 1 3 0 3 0
Julho 10 0 0 0 0 0
Total 60 2 6 0 6 0
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Frequéncia de amostras de musculo positivas para género Arcobacter
e cepas positivas para A. butzleri, A. cryaerophilus e outras espécies,

no abatedouro 2, Sao Paulo- 2008-2009

Abatedouro 2- Cortes de musculo

Amostras | Positivos N
Cepas Espécies
N° N° N° ~ A
Més butzleri | cryaerophilus Outras
Fevereiro 2 0 0 0 0 0
Margo 2 0 0 0 0 0
Abril 2 1 2 2 0 0
Maio 2 0 0 0 0 0
Junho 2 0 0 0 0 0
Julho 2 0 0 0 0 0
Total 12 1 2 2 0 0

Das carcagas analisadas no abatedouro 2, 68,3% (41/60) foram positivas
para o isolamento de bactérias do género Arcobacter, foram isoladas 98 cepas, das
quais 60,2% (59/98) foram caracterizadas como A. butzleri pela PCR, 34,7% (34/98)
para A. cryaerophilus e 5,1% (5/98) para outras espécies.

No abatedouro 2 também ocorreu o isolamento de mais de uma espécie
numa mesma carcaga. Das 41 amostras positivas, 78% (32/41) apresentaram
apenas uma espécie e 22% (9/41) apresentaram duas espécies. A combinacao de
espécies encontradas nessas carcacas foi bem variavel, sendo que cinco
apresentaram A. butzleri e A. cryaerophilus, duas carcacas com A. butzleri em
conjunto com outras espécies e duas amostras A. cryaerophilus e outras espécies.

Apenas duas amostras de fezes foram positivas para isolamento do agente
representando 3,3% (2/60) do total; dessas amostras, foram isoladas seis cepas que
foram identificadas como A. cryaerophilus.

Em relacdo as amostras de musculo, somente uma amostra coletada no més
de Abril foi positiva para o isolamento (1/12), dois isolados foram obtidos e

caracterizados como A. butzleri pela PCR.
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Os resultados gerais dos dois abatedouros encontram-se nas tabelas 7 e 8 e

grafico 1.
Tabela 7 - Numero de amostras positivas para Arcobacter spp. nos diferentes
sitios de coletas e nos dois abatedouros de acordo com o més, Sao
Paulo- 2008-2009
Més Carcacgas Fezes Musculo
Fevereiro 14/120 1/120 0/12
Margo 8/120 0/120 0/12
Abril 13/120 1/120 2/12
Maio 16/120 1/120 0/12
Junho 18/120 1/120 0/12
Julho 17/120 1/120 0/12
Total 86/120 5/120 2/12
20
18 A
16 A
14 A
12 -~ W Carcaga
10 1 W Fezes
8 -
6 - Musculo
4 -
5
O T T T
Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho
Grafico 1 — Numero de amostras positivas para Arcobacter spp. de acordo com a

coleta e sitio de isolamento.



35

Tabela 8- Numeros de cepas selecionadas e espécies identificadas nos
diferentes sitios de coletas e nos dois abatedouros de acordo com o
més, Sao Paulo- 2008-2009
Carcacas

Més Isolados A. butzleri | A.cryaerophilus | Outras espécies
Fev. 14 12 2 0

Mar. 21 3 18 0

Abr. 39 24 14 1
Maio 48 24 24 0

Jun. 54 27 26 1

Jul. 47 36 6 5
Total 223 126 90 7

Fezes

Més Isolados A. butzleri | A. cryaerophilus | Outras espécies
Fev. 1 0 1 0

Mar. 0 0 0 0

Abr. 3 0 3 0

Maio 3 3 0 0

Jun. 3 0 3 0

Jul. 3 0 3 0
Total 13 3 10 0

Musculo

Més Isolados A. butzleri | A. cryaerophilus | Outras espécies
Fev. 0 0 0 0

Mar. 0 0 0 0

Abr. 3 2 1 0

Maio 0 0 0 0

Jun. 0 0 0 0

Jul. 0 0 0 0
Total 3 2 1 0
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Tabela 9 — Frequéncia de carcagas positivas apresentando uma, duas ou mais
espéecies de Arcobacter spp, Sao Paulo-2008-2009

Més Positivos 1espécie %  2espécies % mais de 2 %
Fev. 14 14 100 0 0 0 0
Mar. 8 8 100 0 0 0 0
Abr. 13 10 77 3 23 0 0
Maio 16 14 87,5 2 12,5 0 0
Jun. 18 11 61,11 6 33,33 1 5,55
Jul. 17 10 58,82 6 35,29 1 5,88
Total 86 67 77,9 17 19,76 2 2,32

No total, reunindo as amostras dos dois abatedouros foram coletadas 264
amostras sendo 120 de carcacga, 120 de fezes e 24 pedagos de musculo suino
(Graficos 1 e 2).

Das 120 carcagas, 71,6% (86/120) foram positivas para o isolamento de
Arcobacter spp. A partir dessas carcacas, foram selecionadas 223 cepas, das quais
56,5% (126/223) foram caracterizadas pela PCR como A. butzleri, 40,3% (90/223)
como A. cryaerophilus e 3,1% (7/223) caracterizadas como outras espécies do
género.

O numero de espécies isoladas em cada carcaca acompanhou a variagao
encontrada isoladamente em cada abatedouro. Das 86 carcagas positivas, 77,9%
(67/86) foram positivas para apenas uma espécie do género, 19,76% (17/86) para
duas espécies e 2,32% (2/86) para mais de duas espécies (Tabela 9).

Em relacdo as amostras de fezes, apenas 4,16% (5/120) das amostras foram
positivas para o isolamento do agente. As cinco amostras positivas resultaram em
13 isolados que foram caracterizados pela PCR como A. butzleri em 23% (3/13) dos
isolados e 77% (10/13) como A. cryaerophilus.

Somente 8,3% (2/24) amostras de musculo foram positivas para o isolamento
de Arcobacter spp. e trés isolados foram caracterizados pela PCR, sendo duas

cepas como A. butzleri (66,6%) e uma como A. cryaerophilus (33,3%).
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40 -
35
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75 M Fev.
20 M Mar.
15 M Abr.
10 M Maio
5 M Jun.
0 M Jul.
Acryo Outras
Carcaga Musculo
Grafico 2 - Espécies de Arcobacter spp. de acordo com a coleta e sitio de

isolamento.

Dos 223 isolados obtidos nas seis coletas realizadas nos dois abatedouros,
foram selecionados algumas cepas representativas das coletas de Margo, Abril,
Maio, Junho e Julho para a caracterizagao através do PFGE. As amostras referentes
a coleta de Fevereiro ndo estavam viaveis no momento da realizagdo da PFGE,
contudo, testes futuros podem ser realizados, uma vez que o DNA das amostras foi
conservado.

As trés enzimas de restricdo (Sma |, Eag | e Sac Il) foram testadas em um
grupo inicial de 10 isolados (Figura 2) e a partir destes resultados optou-se pela
utilizacdo da que apresentou maior reprodutibilidade e clareza nas bandas, sendo
neste caso a enzima Sma |. (Figura 3). Apdés determinar a enzima de restricao de
eleicdo, 65 cepas foram submetidas a caracterizagdo genotipica pela PFGE.

Através da PFGE observou-se 51 perfis distintos, considerando-se a
presencga ou auséncia de uma ou mais bandas. Cada cultura gerou de trés a nove
fragmentos de tamanho variando entre 48 Kb e 1018 kb (Figura 3). O indice
discriminatério calculado para a PFGE foi de 0,98.

Na tabela 11, pode-se observar a relacdo de 51 perfis discriminados no PFGE
com o numero de isolados em cada perfil, coleta realizada, abatedouro analisado,

numero do animal amostrado, sitio de isolamento e espécie.
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A analise dos dados obtidos no PFGE, através do UPGMA resultou no
dendograma apresentado na figura 1, no qual se pode observar a distribuicdo dos 51
perfis em dois grandes grupos | e Il e quatro subgrupos denominados A, B, C, D.

O grupo | representado pelos subgrupos A, B e C representou 44 perfis e
reuniu 53 amostras e o grupo |l composto pelo subgrupo D revelou sete perfis
contendo 12 amostras. O coeficiente de similaridade entre os isolados dos quatro
subgrupos variou de 30 a 100%.

O numero de perfis e amostras distribuidos nos diferentes subgrupos obtidos

através do PFGE pode ser observado na tabela 10:

Tabela 10- Numero de perfis e amostras de Arcobacter spp. de acordo com o0s
subgrupos discriminados através do PFGE, Sao Paulo- 2008-2009

N de Perfis N de Amostras  A. butzleri A.cryaerophilus
Subgrupos (%) (%) (%) (%)
A 7 (13,7) 9(13,8) 1(11,1) 8 (88,8)
B 24 (47) 29 (44,6) 24 (82,75) 5(17,3)
C 13 (25,4) 15 (23) 1 (6,66) 14 (93,3)
D 7 (13,7) 12 (18,4) 12 (100) 0
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Tabela 11 - Distribuicdo das 65 amostras de Arcobacter spp. de acordo com a
coleta, abatedouro, animal, sitio e espécie segundo o perfil no
PFGE,Séao Paulo — 2008-2009

(continua)
N°

Perfil isolados Coleta Abatedouro Animal  Sitio Espécie

A 1 3 1 2 carcagca  A.cryaerophilus
2 1 3 1 6 carcaca  A.cryaerophilus
3 1 3 1 9 carcaga  A.cryaerophilus
4 1 3 2 3 carcaga A.butzleri

5 2 3 1 6 carcaga  A.cryaerophilus
.6 2 6,7 2 10,6 carcaga  A.cryaerophilus
v 1 4 1 7 carcaga  A.cryaerophilus
.8 1 4 1 3 carcaga A.cryaerophilus
9 1 4 1 4 carcaga A.butzleri
.10 1 4 2 2 carcaga  A.cryaerophilus
A1 1 7 1 5 carcaca A.butzleri
A2 1 4 2 1 musculo A.butzleri
A3 1 7 1 2 carcaga A.butzleri
14 1 7 1 5 carcaca A.butzleri
15 2 5 1 8 carcaga  A.cryaerophilus
.16 3 6 1 1,2,4 carcaga A.butzleri

A7 2 5,7 2 2,3 carcaga A.butzleri
.18 1 5 2 4 carcaca A.butzleri
.19 1 6 2 8 carcaca A.butzleri
.20 1 6 2 8 carcaca A.butzleri
21 1 7 1 8 carcaga A.butzleri
22 1 7 1 7 carcaga A.butzleri
.23 1 7 2 5 carcaca A.butzleri
24 1 7 2 4 carcaca A.butzleri
25 1 5 2 1 carcaga A.butzleri
.26 1 5 1 10 fezes A.cryaerophilus
27 1 5 2 carcaca A.butzleri
.28 2 5 2 8,9 carcaga A.butzleri
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N°
Perfil isolados Coleta Abatedouro Animal  Sitio Espécie
.30 1 4 2 1 musculo A.butzleri
31 1 7 1 4 carcaga A.butzleri
.32 2 3 2 5,9 carcagca  A.cryaerophilus
.33 1 5 2 10 carcaga  A.cryaerophilus
.34 1 5 1 10 carcaga  A.cryaerophilus
.35 1 5 1 4 carcaga A.cryaerophilus
.36 1 5 1 4 carcaga  A.cryaerophilus
.37 1 6 1 3 carcaca  A.cryaerophilus
.38 1 6 1 7 carcaga  A.cryaerophilus
.39 1 6 1 7 carcaga A.cryaerophilus
40 1 6 1 10 carcaga  A.cryaerophilus
41 1 6 1 5 carcaca A.butzleri
42 1 5 1 6 carcaga  A.cryaerophilus
43 1 6 2 10 fezes A.cryaerophilus
44 2 7 1 1 fezes A.cryaerophilus
45 5 4 1 1,2,5,7 carcaca A.butzleri
46 2 4 1 6 carcaca A.butzleri
A7 1 4 1 4 carcaga A.butzleri
48 1 4 1 2 carcaga A.butzleri
49 1 4 1 9 carcaca A.butzleri
.50 1 6 2 9 carcaca A.butzleri
51 1 4 1 10 carcaca A.butzleri
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0.25 U.Eﬂ 0,?5 l_ﬂn Coleta Abatedouro Animal Sitio Espécie
—I C3. 3 3 1 2 Carcaga Cry
C3. 13 3 1 6 Carcaga Cry
| C3.18 3 1 9 Carcaga Cry
A R — C3- 25 3 2 3 Carcaga But
| Cg. 14 3 1 6 Carcaga Cry
! C3r 15 3 1 6 Carcaga Cry
| EG; 53 6 2 10 Carcaga Cry
! C?- 14 7 2 6 Carcaga Cry
______ [ TR R %Hl_—T__—‘]___7—_arCa_ga—_Cry_-
I E‘L 8 4 1 3 Carcaga Cry
E*r 12 4 1 4 Carcaga But
B Cq'. 32 4 2 2 Carcaga Cry
—‘ E?- 13 7 1 5 Carcaga But
-Eq'r 4? 4 2 1 Musculo But
E?. 5 7 1 2 Carcaga But
C?. 14 7 1 5] Carcaga But
| E5, 1? 5 1 8 Carcaga Cry
! CE. 16 5 1 8 Carcaga Cry
1 — I Ce.1 6 1 1 Carcaga But
Cﬁ_ ‘i- 6 1 2 Carcaga But
I Ce. 10 6 1 4 Carcaga But
CE. 3 1 5 2 2 Carcaga But
{ E?, 3‘} 7 2 3 Carcaga But
C5.37 5 2 4 Carcaca But
CG_ 46 6 2 8 Carcaga But
- —| E Ce.47 6 2 8 Carcaga But
E?. 22 7 1 8 Carcaga But
[ C?, 15 7 1 7 Carcaga But
C?. q‘u 7 2 5 Carcaga But
E?. 3? 7 2 4 Carcaca But
{ CS. 30 5 2 1 Carcaga But
£5.25 5 1 10 Fezes cry
[ . C5.41 5 2 6 Carcaga But
| I I Cs. 1’3 5] 2 8 Carcaga But
C5.47 S 2 9 Carcaga But
£4.18 4 1 6 Carcaga But
—'—l C4.48 4 2 1 Musculo But
—_-—Tqg- - - ===-= &= - i =2 = T Carcaga . "Bl 7
| CB. 28 3 2 5 Carcaga Cry
C ! C3- 35 3 2 9 Carcaga Cry
| CS- 5 1 5 2 10 Carcaga Cry
I Cs. 2‘} 5 1 10 Carcaga Cry
s CS. ? 5 1 4 Carcaga Cry
I £5.9 5 1 4 Carcaga Cry
S " Ce.7 6 1 3 Carcaga Cry
| I Es, 13 6 1 7 Carcaga Cry
I Ce.21 6 1 7 Carcaga Cry
[ Eﬁ_ 26 6 1 10 Carcaga Cry
CG. 1-0 6 1 5 Carcaga But
ES. 10 5 1 6 Carcaga Cry
| Eﬁ. 56 6 2 10 Fezes Cry
| 1 C7.31 v 1 1 Fezes Cry
L C7.33 7 1 1 Fezes Cry
—__-—___—___—______—___________—__E‘L_g— 4 1 1 Carcaga But
D C‘I’_ 5 4 1 2 Carcaga But
C4.14 4 1 5 Carcaga But
C4.19 4 1 7 Carcaga But
C‘I’. 1 4 1 1 Carcaca But
—l C4.16 4 1 6 Carcaga But
C‘L 17 4 1 6 Carcaga But
Cq_ 10 4 1 4 Carcaca But
C‘L 1- 4 1 2 Carcaga But
I Cﬁ. 22 4 1 9 Carcaga But
[:6_ q-g 6 2 9 Carcaga But
E‘L 26 4 1 10 Carcaga But

Figura 1 -

Dendrograma obtido pela anélise dos géis de PFGE de Arcobacter spp. utilizando a
enzima de restricdo Smal, baseado no coeficiente de similaridade de Dice



Figura 2- Eletroforese em campo pulsado — Amostras analisadas
apos a restricido com a enzima Sma |- Gel A- Colunas 1
a 6 e Gel B- Colunas 1 a 5- cepas de Arcobacter spp.

Figura 3- Eletroforese em campo pulsado —Gel A- Colunas 1 a 5-
cepas de Arcobacter spp. analisadas apods a restricao
com a enzima Eagl e Gel B - Colunas 1 a 7- cepas de
Arcobacter spp. analisadas apds a restricdo com a
enzima Sacll
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No subgrupo A foram obtidos sete perfis contendo nove isolados, os quais
apresentaram uma similaridade acima de 25%. Considerando o sitio de isolamento,
todas as cepas foram provenientes de carcaga e apenas uma foi classificada como
A. butzleri. Nesse subgrupo, verificou-se que o animal seis, da coleta de Margo (3)
do abatedouro um apresentou dois isolados com perfis idénticos e um terceiro
isolado com perfil distinto. Dos isolados, 66,6% (6/9) foram da terceira coleta,
efetuada em Margo, seguida por um isolado das coletas de Abril (4), um de Junho(6)
e um de Julho(7).

O subgrupo B apresentou 24 perfis com 29 amostras, as quais revelaram uma
similaridade superior a 35%. Em relagéao ao sitio de isolamento, 89,6% (26/29) dos
isolados foram provenientes de carcaga, em menor numero (dois isolados) foram
provenientes de musculo e um a partir de fezes. Os dois isolados de musculo
apresentaram perfis distintos, porém foram provenientes da mesma peca de carne
amostrada. A. butzleri correspondeu a 82,7% (24/29) das cepas e A.cryaerophilus a
17,3% (5/29) dos isolados. Nesse subgrupo, houve uma distribuicdo mais
homogénea entre as coletas de Abril, Maio, Junho e Julho, sendo que as coletas de
Maio e Julho representaram 31% (9/29) dos isolados cada uma. Em relacéo aos
perfis, encontramos perfis idénticos em isolados de um mesmo animal e perfis
distintos do mesmo animal. Dos 24 perfis, quatro albergaram mais de um isolado e,
em todos os casos, 0s animais eram oriundos do mesmo abatedouro. Apenas em
um desses quatro perfis os animais eram provenientes de coletas distintas, nos
outros casos, os isolados eram de animais diferentes, mas da mesma coleta e
mesmo abatedouro.

O subgrupo C formado por 13 perfis apresentou 15 amostras, com uma
similaridade superior a 25%. Os sitios de isolamento foram carcaga e fezes, com o
predominio de carcagas 80% (12/15) sobre 20% (3/15) das fezes. Apenas uma
amostra isolada de carcaga foi caracterizada como A. butzleri, o restante das
amostras foram classificadas como A. cryaerophilus. Estas amostras foram
provenientes das coletas de Marco, Maio, Junho e Julho, sendo que amostras de
Maio e Junho apareceram com maior frequéncia, 33% e 40%, respectivamente. Dos
13 perfis, dois albergaram mais de um isolado: em um deles, os animais eram
distintos, porém da mesma coleta e do mesmo abatedouro, no outro caso, os dois

isolados eram da mesma amostra de fezes.
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O subgrupo D foi o mais homogéneo, composto por sete perfis, com 12
amostras. Os sitios de isolamento de todas as amostras foram carcacas, a espécie
foi A. butzleri e a coleta predominante foi a do més de Abril. Apenas uma amostra foi
oriunda da coleta de Junho. Um dos perfis agrupou cinco isolados, todos eles
provenientes do mesmo abatedouro e coleta, a partir de quatro animais, sendo que
dois isolados foram de um mesmo animal. O outro perfil que conteve mais de um

isolado é respectivo a um mesmo animal.
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5 DISCUSSAO

As bactérias do género Arcobacter integraram inicialmente o género
Campylobacter por suas caracteristicas de crescimento aerotolerante. Na década de
1990, passaram a ser designadas como um género a parte dentro da familia
Campylobacteraceae.

Assim como os membros do género Campylobacter, o Arcobacter possui
potencial zoondtico, atuando como agente causador de enteropatias em humanos
por meio da ingestdo de produtos de origem animal contaminados.

Como nao ha até o momento um método padrao para o isolamento e cultivo
desse microrganismo, e somado a este fato, os laboratérios de diagnéstico ndo o
procuram, € provavel que sua prevaléncia em casos de infecgdo em humanos seja
subestimada.

Alguns aspectos ligados a epidemiologia do Arcobacter spp. ainda sdo pouco
esclarecidos. A fonte de contaminagdo dos produtos de origem animal nao foi
elucidada, alguns autores acreditam que a agua utilizada nos abatedouros seja a
responsavel pela contaminagdo das carcacas, no entanto, outros autores nao
apoiam essa hipétese. (HOUF et al., 2000; KABEYA et al., 2004; HO et al., 2008)

O agente pode ser isolado dos tratos gastrointestinal e reprodutivo de suinos
clinicamente sadios, porém também é associado a doengas reprodutivas nessa
espécie. (NEWELL, 1997; OLIVEIRA et al., 1999; VAN DRIESSCHE et al., 2003).

No presente trabalho foram analisadas amostras de carcagas, fezes e
musculos suinos provenientes de dois abatedouros do Estado de Sao Paulo, as
coletas foram realizadas mensalmente no periodo de Fevereiro a Julho de 2008.

Nos abatedouros 1 e 2, os resultados obtidos para a prevaléncia em carcacas
foi, respectivamente, 75% e 68,3%. Nos dois abatedouros, a espécie mais
encontrada foi A. butzleri, com a frequéncia de 53,6% e 60,2%. Nao houve diferenca
significativa entre a frequiéncia do agente nos dois abatedouros; a pequena diferenca
entre eles pode ser relacionada ao status sanitario dos animais abatidos ou a fatores
ligados aos processos de higienizagcdo de equipamentos, agua utilizada no abate,

entre outros.
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A prevaléncia geral nas carcagas foi de 71,6%, sendo que A. butzleri foi a
espécie mais isolada, 56,5% das cepas, seguido pela espécie A. cryaerophilus com
40,3% das cepas e outras espécies com 3,1% dos isolados.

A frequéncia de isolamento observada é superior a descrita por Oliveira et al.
(2003), que analisaram 224 carcagas apos a evisceragao, sendo 30,8% (69/224)
destas positivas para Arcobacter spp., € todos isolados caracterizados como A.
butzleri pela PCR. Estes pesquisadores foram os primeiros a relatar a prevaléncia
desse agente em carcagas suinas no Brasil, e o abatedouro estudado localiza-se no
Estado do Rio Grande do Sul.

Tanto no estudo conduzido por Oliveira et al. (2003), como no presente, a
coleta de amostra das carcacas foi realizada imediatamente apds a evisceracgao,
com o objetivo de estimar a frequéncia de Arcobacter spp. antes que ocorresse
maior contaminagao por manuseio posterior no préprio frigorifico. No entanto, no
estudo conduzido por Oliveira et al. (2003), o meio de cultura utilizado foi o EMJH
(Ellinghausen, MacCullough,Johnson & Harris), enquanto que no presente o meio
utilizado foi o de Johnson-Murano (JM). Como ainda ndo ha um método padrao para
o isolamento e cultivo de Arcobacter spp.,deve se levar em conta que diferencas nas
prevaléncias encontradas em trabalhos similares podem ser, em parte, decorrentes
do uso de diferentes meios de cultivo.

Ohlendorf et al. (2002), nos Estados Unidos, compararam a taxa de
isolamento de Arcobacter spp. usando os meios de cultivo EMJH e o JM e
concluiram que o método de cultivo que utilizou o JM foi mais eficiente, pois
detectou um maior numero de amostras positivas. Porém, & necessario ressaltar,
gue as amostras analisadas foram pecgas de carnes ja manipuladas e cortadas.

Além da metodologia empregada para o isolamento, as diferencas
observadas entre os dois estudos nacionais podem ter sido consequéncia de varios
fatores como a variagdo na localizagdo geografica dos abatedouros, condi¢des
climaticas, idade dos animais avaliados e uma possivel contaminag¢ao cruzada entre
as carcacas na linha de abate, ou até mesmo durante o transporte dos animais.

Em relagdo a espécie mais isolada nas carcagas, os resultados aqui descritos
estdo de acordo com os encontrados na literatura. Segundo Phillips (1999), dentre
as espécies do género, A. butzleri € a mais encontrada em produtos de origem

animal, bem como carcagas de aves e suinos.
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Atabay et al.,, (1998) em estudo realizado na Dinamarca, analisaram 25
carcacas de aves, e todas foram positivas para A. butzleri, 10 dessas carcagas
também foram positivas para A. cryaerophilus e duas para A. skirrowii. Os mesmos
autores, em 2006, analisaram 30 carcagas de aves e novamente todas elas foram
positivas para A. butzleri, seis delas também foram positivas para A. cryaerophilus.

A segunda espécie mais isolada das carcagas foi A. cryaerophilus, o que
também é similar aos resultados descritos na literatura. No entanto, as informacdes
disponiveis sobre A. cryaerophilus sao referentes as carcagas de aves.

A baixissima frequéncia de isolamento das outras espécies como A. skirrowii
aqui descrita também é comum a outros trabalhos citados anteriormente.
Atanassova et al., (2008) acreditam que a baixa taxa de isolamento dessa espécie
seja decorrente da pouca sensibilidade aos métodos de cultivo, e por isso, sua
prevaléncia possa ser subestimada.

Kabeya et al.,, (2004) citam a susceptibilidade de A. cryaerophilus e A.
skirrowii a cefoperazone, antibiético utilizado no meio JM, o que poderia justificar um
menor isolamento dessas espécies. Ainda assim, o autor acredita que existam duas
possibilidades para justificar a baixa prevaléncia de A. skirrowii: ou sua prevaléncia
real é efetivamente muito baixa, ou seu isolamento é dificultado na presenca de
outros microrganismos. Deve se considerar ainda o baixo isolamento desta espécie
nos estudos que utilizam outros protocolos de isolamento.

Tal discussao sobre o maior crescimento de uma espécie sobre a outra
também pode ser um fator para justificar as maiores taxas de isolamento de A.
butzleri. Sabe-se que essa espécie possui crescimento menos fastidioso do que A.
cryaerophilus e A. skirrowii (KABEYA et al., 2004) e que o uso de meio de
enriquecimento favorece o seu crescimento sobre as outras duas espécies. (HOUF
et al.,, 2003). Os animais podem ser colonizados simultaneamente por até trés
espéecies de Arcobacter spp.; no entanto, umas delas pode desaparecer durante o
enriquecimento ou durante a inoculacdo de colbnias a partir de caldos seletivos.
(PEJCHALOVA et al., 2008).

Das 86 carcacas positivas, 13 foram positivas para A. butzleri e A.
cryaerophilus. simultaneamente. Tal fato também ocorreu em estudos ja

anteriormente citados.
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A prevaléncia de isolamento de Arcobacter spp. nas fezes nos abatedouros 1
e 2 foi de 5% e 3,3%, respectivamente. No total, a frequéncia foi de 4,16%. A
espécie mais isolada foi A. cryaerophilus seguida de A. butzleri.

Estes resultados se assemelham aos de Golla et al., (2002), que, utilizando o
meio JM encontraram uma prevaléncia de 4,5% de Arcobacter spp. em 200 suabes
retais de bovinos, nos Estados Unidos. No entanto, no mesmo trabalho, a
prevaléncia para as mesmas amostras diminuiu ao utilizar outra metodologia de
cultivo, os autores obtiveram 2,5% de amostras positivas utilizando o método
descrito por Collins (1996).

De Boer et al. (1996), analisando amostras de fezes de suinos em abatedouro
obtiveram uma prevaléncia de 10%, ja Van Driessche et al. (2003), na Bélgica,
encontraram uma prevaléncia de 44% (36/82) em amostras de fezes suinas,
utilizando um protocolo de isolamento baseado em um caldo de enriquecimento
seletivo especifico para Arcobacter spp. (CM 965-Oxoid, Basingstoke, R.U.). Mais
uma vez, as diferentes prevaléncias encontradas pelos diversos autores remetem a
discussao anterior sobre a interferéncia do tipo de meio de cultura utilizado em cada
grupo de estudo.

Em relagao ao isolamento a partir das fezes cabe dizer ainda que o intestino é
colonizado por grande numero de bactérias e fungos, o que pode dificultar o
crescimento de Arcobacter mesmo em meios suplementados com antibidticos. O
procedimento adotado na pré-inoculacado pode alterar os resultados, como a falta de
homogeneidade das amostras antes do enriquecimento.

O local de coleta parece influenciar os resultados, no caso de Campylobacter,
por exemplo, o ceco e a cloaca, nas aves, sao os locais primarios de colonizagao.
Ainda nao foi estabelecido qual o local preferencial de colonizacido do Arcobacter,
mas o ileo, nas aves, seria preferido ao ceco, ja que € um sitio que abriga
microrganismos aerotolerante (HO et al., 2006).

A idade dos animais pode ser significativa para o isolamento do agente nas
fezes. Hume et al., (2001), nos Estados Unidos, analisaram as fezes de marras,
suas leitegadas, leitbes em crescimento e terminagdo, e constataram que a
incidéncia de Arcobacter spp. na granja estudada aumentou de acordo com a idade
dos animais. Dos 200 leitdes amostrados, apenas quatro foram positivos para o

microrganismo, enquanto 23 de 79 marras foram positivas. Tal situagdo sugere que
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a progressiva incidéncia de eliminagao de Arcobacter ocorra a partir da prolongada
exposicao e reinfecgdes subseqlientes.

Outra questdo a ser considerada é a possivel eliminacdo intermitente da
bactéria, que estaria associada a fatores estressantes durante o processo de criacao
per si e consequentes mudangas na resposta imune do trato intestinal (HUME et al.,
2001).

No presente estudo, a espécie mais isolada foi A. cryaerophilus, enquanto
Hume (2001) e Van Driessche (2003) descrevem como a espécie mais prevalente
A. butzleri. O numero de amostras de fezes positivas para o género nesse estudo
foi baixo e pode nao representar fidedignamente a real distribuicdo das espécies nas
fezes. Serdo necessarias maiores pesquisas do género para se determinar a
distribuicdo deste agente nas fezes de suinos no Brasil.

As frequéncias de isolamento nos dois abatedouros e no total de amostras de
musculo foram iguais: 8,3%, e os isolados foram caracterizados como A. butzleri
(2/3) e A. cryaerophilus (1/3). Os resultados aqui obtidos sdo semelhantes aos de
Kabeya et al. (2004), que analisaram 100 amostras de carne suina e encontraram
uma prevaléncia de 7% para Arcobacter spp, sendo as espécies A. butzleri (4%) e A.
cryaerophilus (3%), em pesquisa conduzida no Japao.

Ohlendorf e Murano (2002), também utilizando meio JM em amostras de
carne, obtiveram uma prevaléncia de 32% (64/200) para Arcobacter spp, no entanto,
quando analisaram as mesmas amostras pelo método descrito por Collins et al.
(1996) e o descrito por De Boer et al. (1996), as prevaléncias diminuiram para 3,5%
e 4%, respectivamente.

Villarruel-Lopez et al. (2003), utilizaram a meio JM, e analisou 45 amostras de
cortes de carne suina processada, encontrando o agente em 51,1% das amostras,
sendo que dos 39 isolados selecionados, 33 foram caracterizados como A. butzleri,
4 como A. cryaerophilus e 2 como A. skirrowii.

Rivas et al. (2004), na Australia, utilizaram o meio comercial Arcobacter broth
(Oxoid; Basingstoke, R.U.; CM 965) e o suplemento CAT (Oxoid; SR174E) em
amostras de carne de aves e suinos, observaram uma freqiéncia de isolamento de
29% (6/21) nas amostras de suino, sendo os isolados caracterizados como A.

butzleri.
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Nos casos de carne suina, a discusséo sobre a disparidade das prevaléncias
obtidas por outros autores € ainda mais interessante, pois 0 mesmo tipo de meio foi
utilizado em dois trabalhos, além do presente projeto, mas as frequéncias foram bem
diferentes.

Alguns fatores podem contribuir para que haja um acréscimo no numero de
isolados em carnes. Villarruel-Lopez et al. (2003) descrevem em seu estudo que o
local onde coletaram as amostras mantinha a carne fora do refrigerador durante o
periodo de compras, 0 que propiciou um aumento no numero de microrganismos por
peca de carne e também colaborou para a contaminacao cruzada entre as pecas de
carne expostas. Ha de se considerar ainda que a manipulagdo da carne fresca,
desde o abatedouro até o agougue pode aumentar a contaminagao da mesma.

Considerando-se a carne suina processada, Zanetti et al. (1996) analisaram
41 salsichas suinas provenientes de estabelecimentos na Italia e ndo houve
isolamento.

Em todas as pesquisas citadas anteriormente, n&o ha relato de contaminagao
das carnes por mais de uma espécie de Arcobacter spp. Nao é possivel afirmar que
tal fato ndo ocorra primeiro pelo pequeno numero de amostras analisadas no
presente estudo, e em segundo lugar, porque ndo ha dados suficientes nos outros
relatos sobre o numero de isolados selecionados e caracterizados em cada peca
amostrada.

Além da caracterizagao das diferentes espécies varias técnicas moleculares
tém sido utilizadas na subtipagem de amostras de Arcobacter spp. A escolha do
método a ser utilizado na caracterizagdo de agentes bacterianos depende de varios
fatores relacionados a espécie estudada e a proximidade genética das amostras
utilizadas, assim como fatores relacionados a caracteristicas intrinsecas ao método
tais como poder discriminatério e reprodutibilidade. E necessario levar em
consideragao ainda os custos do teste, a estrutura do laboratério em que a analise
sera realizada, assim como a capacitacdo das pessoas que executardo a prova
(BEAN; OLIVE,1999).

Para a diferenciacao de amostras, o presente estudo optou pela metodologia
considerada padrao ouro (gold standard) na epidemiologia molecular (GOERING,

1993). A PFGE é uma técnica confiavel na analise do DNA genémico bacteriano e
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foi utilizada para cepas de Arcobacter spp. por outros autores com resultados
satisfatorios. (HUME et al., 2001; RIVAS et al., 2004; HO et al., 2006;).

Hume et al. (2001) analisaram cepas provenientes de fezes de marras, leitdes
e fezes coletadas em abatedouros e Ho et al. (2006) analisaram suabes retais de
marras examinadas em criagdes de suinos. Rivas et al. (2004) estudaram amostras
isoladas de carne suina de agougues e supermercados.

No presente estudo a PFGE empregando a enzima Smal foi aplicada na
caracterizacao de amostras de Arcobacter spp. de carcacas, fezes e musculo suinos
com o objetivo de avaliar a diversidade genética entre amostras provenientes do
estado de Sao Paulo de acordo com o abatedouro, més de coleta e espécie.

Os isolados selecionados para a PFGE apresentaram uma grande
variabilidade de perfis genotipicos, 0 que estd em plena concordancia com os
resultados encontrados pelos autores citados acima.

Em um trabalho conduzido nos Estados Unidos, Hume et al. (2001),
analisando granjas com movimentacéo de animais entre si, ndo encontraram cepas
de A. butzleri provenientes de fezes de marrds com perfis idénticos em uma das
granjas estudadas, bem como obtiveram perfis diferentes de isolados de A.
cryaerophilus de fezes numa mesma granja. Os autores também encontraram perfis
diferentes em isolados obtidos de um mesmo animal.

Ho et al. (2006) também citam a heterogeneidade de perfis de A.
cryaerophilus de isolados de leitdes neonatos da mesma ninhada em relagdo ao
isolados da marra, e entre os isolados de A. butzleri obtidos das marras e dos leitdes
da mesma granja. Esta grande diversidade sugere que existem multiplos gendtipos
parentais para isolados de A. butzleri e A. cryaerophilus.

As bactérias do género Campylobacter possuem habilidade para transformar
DNA genbmico enddégeno a partir da incorporagdo de DNA exdgeno e rearranjo
gendmico. (ON et al., 1998). Wassenaar et al. (1998) afirmam que bactérias com
genomas pequenos como Campylobacter e Helicobacter utilizam o rearranjo
gendmico como meio de aumentar a sobrevivéncia ao ambiente.

Dessa forma, é provavel que ocorra 0 mesmo para as bactérias do género
Arcobacter, ou seja, que haja alto nivel de recombinagéo gendmica entre a progénie

de um numero limitado de gendtipos parentais.
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As 65 amostras foram agrupadas em 51 perfis, divididas em dois grandes
grupamentos, os quais foram subdivididos em quatro subgrupos.

O grupamento | foi composto por trés subgrupos, A, B e C.

O subgrupo A possui o menor numero de perfis (7) e de amostras (9). A.
cryaerophilus é a espécie mais prevalente nesse subgrupo, 8 das 9 amostras. Houve
também a prevaléncia de isolados da coleta de Margo em relagdo as outras coletas,
e todas as amostras eram de carcagas. Nesse subgrupo, um mesmo perfil
correspondeu a amostras de diferentes coletas, mas de um mesmo abatedouro, o
que pode sugerir que o abatedouro possa ser responsavel pela contaminagédo das
carcagas, ja que no abatedouro 1, os animais sao de origens diversas.

Rivas et al. (2004) estudaram carnes de diversas espécies animais obtidas de
acougues e estabelecimentos comerciais na Australia, e encontraram perfis
idénticos em duas amostras de carne suina provenientes do mesmo
estabelecimento, porém compradas em dias diferentes. Os dois isolados sé&o
geneticamente relacionados, 0 que sugere ou uma possivel contaminagao ao abate,
ou uma contaminagéo durante o manuseio no estabelecimento em questao.

O subgrupo B foi o maior dos subgrupos composto por 24 perfis, quase
metade de todos os perfis, e por 29 amostras. Aqui, a espécie mais prevalente foi A.
butzleri, com mais de 80% dos isolados. Apenas a coleta de Margo ficou de fora
desse conjunto; os sitios de isolamento foram carcagas, fezes e musculo, com
predominio de carcacas.

O subgrupo C é formado por 13 perfis e 15 amostras, mais de 90% dos
isolados foram A. cryaerophilus com predominio de amostras do abatedouro 1. Dois
isolados de carcaga com o mesmo perfil sdo de animais diferentes, na mesma coleta
e mesmo abatedouro.

O subgrupo D é o mais homogéneo de todos, com sete perfis e 12 amostras,
todas caracterizadas como A. butzleri, provenientes de carcagas e apenas uma
amostra da coleta de Junho, o restante da coleta de Abril, do abatedouro 1.

Analisando-se os perfis isoladamente observa-se que o sitio de isolamento
prevalente nos quatro subgrupos foi carcaca, no subgrupo A e D eles sao unicos, e
nos subgrupos restantes, eles aparecem em conjunto com fezes e musculo. Isso
ocorreu porque dentre os sitios, as carcacas que obtiveram maior numero de

isolados positivos.
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Em relagao as espécies, houve uma distribuicdo quase uniforme das espécies
dentro dos subgrupos, no minimo 80% dos isolados de um determinado grupo
correspondiam a uma espécie apenas.

Nao encontramos isolados de diferentes abatedouros com perfil idéntico, nem
isolados idénticos em diferentes sitios de isolamento, e ainda, perfis idénticos em
isolados de espécies distintas.

Nao houve entre as amostras de carcacas e as de musculos perfis idénticos,
no entanto, um dos isolados de musculo possui 70% de similaridade com um isolado
de carcaca.

Estudos ainda devem ser realizados a fim de identificar as possiveis fontes de
contaminagdo dos produtos de origem animal por Arcobacter spp. Para tanto, é
necessario em primeiro lugar estabelecer uma metodologia padrédo de isolamento e
cultivo das diferentes espécies, para que os dados dos trabalhos de diferentes
autores possam ser mais facilmente comparados.

Ha muitas perguntas ndo respondidas sobre a cadeia epidemioldgica desse
agente e seu potencial zoonético para o homem. O presente estudo identificou o
sitio de isolamento mais freqluente para a bactéria, utilizando a metodologia de
Johnson e Murano, e obteve resultados satisfatérios para a caracterizagcéo

genotipica dos isolados através do PFGE.
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6 CONCLUSOES

<\

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

As carcacas foram o sitio de isolamento mais frequente do agente.

A. butzleri foi a espécie mais frequente nas carcacas suinas.

O isolamento de mais de uma espécie de Arcobacter spp. € possivel em
carcagas suinas.

Arcobacter spp. apresentou alta diversidade genética através da PFGE.

O PFGE apresentou resultados satisfatérios em relacdo ao indice
discriminatério e em relagao a utilizacdo da enzima de restricdo Sma | para
analise de amostras de Arcobacter spp.

O PFGE pode ser utilizado para a caracterizacao e discriminacdo de amostras

de Arcobacter spp.
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