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REsSumMO

Clostridium difficileé um agente patogénico comensal do trato gassbinél, que coloniza

0 coOlon quer de individuos saudaveis, quer de dsembspitalizados. Este microrganismo
tem recebido muita atencdo nos ultimos anos desidaumento da incidéncia e severidade
de infe¢cbes causadas na comunidade, extravasasido @ambiente hospitalaClostridium
difficile € um patogénico emergente em animais e relatehtesc evidenciam uma relacéo
clonal significativa entre isolados de bezerrog s@es humanos. Foi também encontrado em
varios alimentos, nomeadamente carne, o que sugerestes podem estar envolvidos na
transmissao d€. difficile de animais aos humanos. Assim, este estudo tewe objetivo
detetar e quantifica€. difficile em carnes comercializadas em estabelecimentosrdércio
tradicional e em grandes superficies, na zona @mder Porto e Lisboa. Foi realizada uma
avaliacado microbiolégica recorrendo a duas metaia$y) uma baseada na contagem direta de
C. difficile e outra baseada na detecdo deste microrganisnwraedo a um pré-
enriquecimento das amostras e a um pré-tratamemnicetanol a 96% antes da inoculacdo em
meio selectivo. Fizeram parte deste estudo 145uppedadquiridos entre janeiro de 2012 e
janeiro de 2013: 60 amostras de carne de vacallfogpvitela e bovino), 20 amostras de carne
picada de porco, 24 amostras de frango (coxas, gsE£0CO, Sobrecoxa, moelas e
hamburgueres), 39 enchidos tradicionais (alhemsicha fresca, paio, morcela, presunto,
fiambre, chourico, linguica e moura) e 2 amostrasrbluscos bivalves. Verificou-se que
todas as amostras foram negativas para a contagitegdo de&. difficile pelos métodos
utilizados. Dada a evidéncia crescente da presdesia agente em varios alimentos, estudos
futuros deverao incluir um maior nimero de amosragluir alimentos de diversas origens.
O desenvolvimento de métodos de detecdo mais eficdavera ainda ser considerado. Este
microrganismo podera tornar-se num importante ageatisador de doenca, sendo por isso
muito importante compreender qual o seu impactsatae publica, devendo ser estudadas

formas de minimizar ou impedir a sua transmissaseatnumano.



ABSTRAT

Clostridium difficileis a pathogen frequently found in the gastroimestract, which either
colonize the colon of hospitalized patients bubdigalthy individuals. This microorganism
has received much attention in recent years dueintreased incidence and severity of
infections caused in the community, thus venting tospital.Clostridium difficile is an
emerging pathogen in animals and recent report& sheignificant clonal relation between
isolates from calves and humans. It has also beendfin various foods including meat,
which suggests that they may be involved in thesimassion ofC. difficile from animals to
humans. This study aimed to detect and quatifgifficile in meat sold in traditional shops
and supermarkets in Porto and Lisbon. Microbiolabevaluation was performed using two
methods, one based on direct countingcoflifficile and other based on the detection of this
microorganism by using a pre-enrichment of the dasnand pre-treatment with 96% ethanol
prior to inoculation in the selective medium. Tlsisidy included 145 products purchased
between January 2012 and January 2013: 60 samiphlesb(veal and beef), 20 samples of
minced pork, 24 samples of chicken (thighs, wingsck, overthighs, gizzards and burgers),
39 traditional sausages (“alheira”, fresh sausgugp”, blood sausage, smoked ham, ham,
“chourico”, “linguica” and “moura”) and two sample$ bivalve molluscs. It was found that
all samples were negative for enumeration and tleteof C. difficile by the methods used.
The prevalence of. difficile in retail meat may not be as high as some rejdisate, yet
its potential presence should not be ignored. Gilengrowing evidence of the presence of
this agent in various foods, future studies shontdude a larger number of samples and
include foods from diverse origins. The developm&nnore effective methods of detection
should still be considered. This microorganism rb@gome an important disease-causing
agent, so it is very important to understand itpaot on public health and ways to minimize

or prevent its transmission to humans should bestigated.
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Introducéo

1.INTRODUCAO

Clostridium difficile foi identificado em 1935, mas s6 a partir de 1fhi8ssociado a
casos em humanos com diagndstico de colite pseudbranosa (Muto et al., 2005;
Sunenshine et al.,, 2006; Freeman et al., 2010; iReeir-Pardo et al., 2013).
Clostridium difficile € um bacilo Gram-positivo, anaerobio, formadoredporos e
toxigénico, comensal do trato gastrointestinal, cpleniza o colon de cerca de 3% dos
adultos saudaveis e de 10 a 30% dos doentes Hspits (Viana, 2013). Em
condicbes normais, a microbiota intestinal inibecrescimento deC. difficile. No
entanto, quando o equilibrio desta microbiota éradto, por exemplo com a toma de
antibidticos, os esporos @ difficile encontram condi¢des propicias a sua germinacao,
colonizacéo e segregacao de toxinas (Rupnik €2@9; Rodriguez-Pardo et al., 2013).
A infecdo porC. difficile € a principal causa de diarreias no mundo inguigado
(Jones et al., 2012).

O conhecimento sobre a sua estrutura, toxinasdéipds esta em expansao. Na ultima
década varias estirpes hipervirulentas surgiranoranf associadas ao aumento da
gravidade da doenca, a sua alta recorréncia e lidade. Embora anteriormente esta
doenca fosse classificada principalmente como umiecdo hospitalar, diretamente
relacionada com os cuidados de salude prestadosyltmass décadas, as infecdes
causadas paC. difficile adquiridas na comunidade tém sido cada vez mp@teglas
(Jones et al., 2012). Os fatores de risco incluemte&rnamento hospitalar, a idade
avancada e o uso de antibidticos. A presenca uérgudeC. difficile no ambiente e a
colonizacéao intestinal assintomatica podem serideralos importantes reservatorios
para a infecdo e para as alteracdes epidemiolédaasecdo pocC. difficile (Jones et
al., 2012).

Apesar de existir atualmente, por exigéncia da Gs@a Europeia, uma vigilancia na
Europa para as infe¢cdes causadadditifficile, a sua comunicagédo néo é feita de uma

forma sistematica nem obrigatdria (Jones et al.2R0

Aproximadamente 25% dos doentes sujeitos a ardilsipia sofrem de diarreia,

especialmente aqueles com idade avancada e codo easalude debilitado. Assim, o
agente patogénico mais frequentemente detectdtlodéficile, responsavel por cerca

de 25% das diarreias associadas a antibioterapiginando quase todas as suas
manifestacbes graves (McFarland, 1998; Wistrom let2801). A infecdo porC.

1
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difficile pode apresentar-se de varias formas: desde poradmtomatico, passando
por uma diarreia autolimitada, até formas mais@&gaomo a colite pseudomembranosa
(Hurley e Nguyen, 2002), colite severa, megacodxico, perfuracdo intestinal com ou
sem sépsis ou mesmo a morte. No estado de doevegacaepitélio do colon € o maior
alvo das toxinas d€. difficile, que causam a rutura da barreira celular abriredo a
junc@es intercelulares. Este efeito aumenta a pitidade do coélon, levando a
diarreia aquosa, a qual € um sintoma caraterigfigodiarreia associada a este
microrganismo. Para além da diarreia, os principaiais e sintomas sao: febre (30 a
50% dos casos), leucocitose (50 a 60%) e dor alvddif#0 a 30%) (Silva et al., 2003).
Surge, entdo, o termo Doenca Associada difficile (DACD) para descrever as suas
manifestacfes sintomaticas (Martins, 2009).

Na ultima década foram observadas algumas altesat@espidemiologia de DACD,
nomeadamente ao nivel da incidéncia e da severideddo sido relatados casos de
DACD na comunidade e em individuos até agora cersibs de baixo risco
(Rodriguez-Palacios et al., 2006; McDonald et 2006; Rodriguez-Palacios et al.,
2007).

Durante as décadas de 80 e 90, a incidéncia de DAGEBentou nos paises
desenvolvidos. Actualmente, tem-se verificado utmento no numero de casos e na
gravidade das infecbes em determinadas zonas dieagra&omo na Ameérica do Norte
e na Europa Ocidental, atribuivel ao uso indisecradd de antibioticos e a
antibioterapia prolongada, assim como a emergé&leciana estirpe hipervirulenta Ge
difficile (rib6tipo NAP1/BI/027) (Bartlett JG, 2005).

Relativamente a transmisséo desta infe¢do, hiajieatar que, a forma de contagio de
exceléncia deste patogénico é a transmissao, emhuspitalar, de um doente a outro
por via fecal-oral. A colonizacdo dos doentes relezse com a duracdo do tempo de
internamento, sendo que em 20% dos casos, estaeowar primeira semana de
hospitalizacdo, e que em 50% esta se d& depoisiatégacgsemana (McFarland et al.,
1998; Jones et al.,, 2012). Os portadores assinimyeahospitalizados sao potenciais

reservatorios, podendo transm(@ir difficile a doentes suscetiveis (Schroeder, 2005).

Recentemente, tém-se estudado animais como fomtesgmis de transmissdo da
doenca, identificando-se animais domesticos (cagst@s) e outros com um contacto

préximo com o Homem (cavalo, porcos e vacas) coeservatorios deC. difficile
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(Hammit et al.,, 2007; Jhung et al., 2008; Gould imdago, 2010; Doyle, 2013;
Sekulovis et al., 2014). Se os animais sao umanpiaiefonte de infecao dé. difficile,
entdo os alimentos de origem animal também podemnsa via de transmisséo deste
microrganismo. Alguns investigadores defendem guaremenca ddC. difficile em
animais possa ter origem na deposigate-mortende esporos do microrganismo no
musculo dos animais ou noutros tecidos, na contagémda carcaga por via ambiental
ou fecal, contaminacdo durante o processamento ocodiaroinacdo nos proprios

supermercados (Moura, 2010).
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1.1. CARATERISTICAS DE Clostridium difficile

C. difficile € um bacilo Gram-positivo, movel e formador deoesp ovais com

localizagéo subterminal quando em culturas jovengerminais quando presente em
culturas envelhecidas. Nao é hemolitico nem priitem] podendo ser gelatinase
positiva. Fermenta varios acucares, tais como eoghj frutose, manitol e manose,
sendo um dos poucos clostrideos que fermenta otohamindo a maltose. Da
fermentacdo resulta um grande numero de produdes,como, acido acético, &cido

isobutirico, acido isovalérico, acido butirico,diisocaproico, isobutanol e etanol.

A maioria das estirpes sao toxigénicas, produziadimxina A e toxina B (ambas
glucosiltransferases), sendo a toxina A uma erdentd e citotoxina e a toxina B uma
citotoxina (Viana, 2013). As toxinas A e B caraizi@m-se pela sua grande dimensao,
posicionando-se entre as maiores toxinas bacteri@oahecidas (Voth e Ballard,
2005),e causam a morte celular pela desorganizdgdactina do citoesqueleto das
células epiteliais colicas (Rupnik et al., 2005).

Ambas as toxinas sd0 normalmente necessarias paasar a colite
pseudomembranosa. A toxina B tem pelo menos 108svemis atividade enzimatica
que a toxina A o0 que sugere que este seja o faterrdinante na diferenca no potencial
citotéxico (Silva et al., 2003).

Se a estirpe for toxigénica, as toxinas A e B s@ulyzidas simultaneamente, mas a
DACD pode ser provocada por estirpes que apenalkipam toxina B, no entanto, a
leséo tecidular existente nos casos tipicos resldtacdo conjunta das duas toxinas
(Songer JG, 2004; Janvilisri et al., 2009).

Poucas moléculas de toxina sdo necessarias padazpresta citdlise. Ambas as
toxinas induzem a libertagcdo, pelos mondcitos e rofagos, de mediadores
inflamatdérios como o fator de necrose tumoral @fBlTa) e interleucinas (IL), que
contribuem para a resposta inflamatéria associadarraacdo da pseudomembrana
(Silva et al., 2003; Yaeger et al., 2007). A libedo de IL-8, IL-1 e FNd pelos
macrofagos e mondocitos, provocam o extravasamemtaedtrofilos e a inflamacéao
tecidular através da geragcdo de um gradiente gtatiso que induz a migracdo dos
neutrofilos para o local de inflamacg&o da mucossstmal (Silva et al., 2003).
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A razéo pela qual os pacientes apresentam diferentducdes sintomaticas da doenca
nao esta ainda clara, mas os efeitos clinicos diepemrovavelmente de outros fatores
de viruléncia ou de fatores intrinsecos do hospedeiomeadamente a imunidade
humoral (Silva et al., 2003; Sunenshine et al.,620& extremamente importante o
nivel de resposta imune em termos de circulacdantieorpos IgG (séricos) ou IgA
(local) contra a toxina A. Pacientes com sinton@a&s tém niveis significativamente
mais baixos de anticorpos séricos do que pacientesapresentam sintomas leves a
moderados. Também foi demonstrado que apds col@uzde um paciente p@.
difficile, existe uma associacdo entre uma resposta sisté@mioxina A (evidenciado
pelo aumento dos niveis de IgA) e portadores assiticos deC. difficile (Silva et al.,
2003).

Uma terceira toxina, menos conheci@a,difficile toxina (CDT), € uma toxina binaria
denominada por toxina ADP-ribosiltransferaseuifficile transferase (Carman et al.,
2011) é formada por 2 subunidades (cdtA e cdtB)std associada a uma maior
toxicidade da estirpe, porgue aumenta a adesividadg difficile e atua ao nivel do

citoesqueleto das células, provocando uma maiatapde liquidos. Desta forma, as
estirpes portadoras de toxina binaria estdo astxia uma maior viruléncia (Viana,
2013).

O mecanismo pelo qual a flora indigena controlaoknizacdo porC. difficile é
conhecida por resisténcia a colonizacédo. Presumessa flora intestinal anaerdbia seja
crucial para a resisténcia a colonizagdo, se bem @i componentes precisos,
envolvidos neste processo, ainda ndo tenham sadancénte definidos. Esta resisténcia
pode ser comprometida por doenca, antibioterapiapou outros procedimentos

terapéuticos, promovendo o desenvolvimento de DABIBndeau JM, 2009).
O diagnostico d€. difficile é feito através de varios métodos nomeadamente:

» detecdo direta das toxinas em amostras de fezesiepes apds a cultura das
mesmas para aumentar a sensibilidade, e ensaieutl@alizacao de citotoxinas,
métodos que demoram 3-4 dias até se obter o résulta

e imunoensaio para a detecdo do antigénio pelo tiestputamato-desidrogenase
(GDH), que tem alta sensibilidade mas nao difeeesstirpes toxigénicas e néo
toxigénicas, e imunoensaio para toxina A e/ou B tpm alta especificidade,

métodos que permitem obter o resultado em minutos;
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e ensaios moleculares para os genes codificadoresntias as toxinas, 0s quais
possuem alta sensibilidade e dao resultados addialgumas horas;

» realizacéo de colonoscopia para a detecdo dirgtaeielomembranas.

A combinagdo dos métodos anteriores permite o d&go preciso da infe¢cdo (Norén,
2010; Hérnadez-Rocha et al., 2012; Rodriguez-Petrdd, 2013Viana, 2013).

A utilizacdo de técnicas moleculares nos estudadespologicos € muito util na
caracterizacdo d€. difficile. Essas técnicas incluem restricdo genémica, aoggdo
por PCR e sequenciacdo de determinados genes. O@danéle referéncia € a
ribotipagem, que permite comparar tamanhos de fagws obtidos por este método,
correspondentes a regifes de Acido Ribonucleicossibmico (ARN). O padrdo de
bandas obtido define um determinado ribétipo, caelrhente é comparado entre
centros de estudo (Rupnik et al., 2009; Cohen.g2@l10; Kachrimanidou et al., 2011,
Rodrigues-Pardo et al., 2013; Viana, 2013).

Atualmente séo conhecidos mais de 150 ribotipobat#éria, mas apenas alguns séo
enteropatogénicos humanos. A amplificacdo por P&€Redidao intergénica ARNr16S-
23S e separacao por electroforese em gel por ddpiie € o método mais utilizado a
nivel europeu na identificagdo dos varios ribétigmmitindo a homologia da técnica
de ribotipagem entre varios laboratérios (Indralet2008; Cardoso et al., 2013).

Do ponto de vista epidemiolégico, tém sido detedaalteracdes importantes desde o
final dos anos 90, tendo-se registado um aumegtufisativo de casos de DACD,
nomeadamente nos Estados Unidos, Canada e algises paropeus. Essas alteracdes
foram atribuidas ao aparecimento e disseminac&stige, referida ja anteriormente,
conhecida por BI/NAP1/027, a qual pertence ao ipo6t027. Esta nova estirpe
apresenta uma maior viruléncia associada a preskng¢axina binaria (CDT) (Viana,
2013). Porem, o aumento das infecdes associad@s difficile, ndo pode ser so
atribuido ao ribétipo 027, mas também a outros,damo o ribo6tipo 001, 017, 053, 078
e 106, que possuem um mecanismo similar de hipup&o de toxinas (Arvand et al.,
2009; Rodrigues-Pardo et al., 20133na, 2013). Na Europa o ribétipo 027 é o mais
comum em casos graves de diarreia Qodifficile, entretanto, outros rib6tipos como
rib6tipo 001 e 017 ja foram identificados em cagos evoluiram para 6bito (Clements
et al., 2010).
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Provavelmente a melhor defesa corfradifficile € uma microbiota intestinal ativa,
prevenindo a colonizacdo desta bactéria. A motkdantestinal normal e a barreira

géastrica também sdo de extrema importancia conooefatde protecdo do hospedeiro

(Silva et al., 2003).
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1.2. FATORES DE RISCO

A taxa de portadores assintomaticosQledifficile na populacdo saudavel € bastante
variavel. Entre os recém-nascidos varia entre I &, enquanto que na populagéo
adulta encontramos uma média de 3% na Europa enbS3@pado. Essa taxa apresenta-
se mais alta nos individuos hospitalizados variamdee 10 a 30% (Viscidi et al., 1981;
McFarland et al., 1989; Brazier, 1998; Mulliganakt 2008, Viana, 2013). Embora a
maioria dos casos de infe¢cdo por difficile ocorra num contexto hospitalar, ndo é
negligenciavel que esta também possa ser adquiad@omunidade. Segundo um
estudo de Riley e seus colaboradores (1995), basemdnalise de 580 isolados de
fezes provenientes da populacdo extra-hospitaktetali-se a presenca de estirpes
toxigénicas deC. difficile em 10,7% das amostras, fazendo deste agente adsegu
patogénico entérico mais prevalente, depoi€ampylobactespp. Um relatério belga
sustenta que 33% dos casos de DACD reportados ndomemm em ambiente
hospitalar (Lambert et al., 2009).

Para a aquisicdo de DACD destacam-se trés fatosesn@ais: perturbacédo da
resisténcia a colonizacdo do intestino, exposic&b difficile e estado imunitario do
hospedeiro debilitado (Martins, 2009).

* Populacbes com risco aumentadadoentes idosos e imunodeprimidos sdo os
principais individuos de risco. No entanto, a ré&fiera a doentes jovens sem
patologia prévia, que nao foram expostos a antilsi®tou a um ambiente
hospitalar, levou o Center for Disease Control Bnelvention (CDC) a alertar
gue, actualmente existe um risco real de infecadCpadalifficile em populacdes
consideradas anteriormente de baixo risco. O (nsco evidente nalguns casos
pediatricos foi 0 contacto préximo com doentes &ACD, realcando assim, a
importancia da transmisséo direta entre pessoa€ (€005);

» Idade: estudos recentes demonstram que a DACD é maig granortal em
pessoas com mais de 65 anos (Pépin et al., 200DoMdd et al., 2005;
Rupnik, 2007 e Jones et al., 2012);

Exposicdo a antibidticos:a antibioterapia € o principal fator de risco para
DACD, estando presente em 96% dos casos. Podeid¢er aos 4-9 dias apos a
descontinuacdo da antibioterapia e surgir até ssnganas (Schroeder, 2005).

Alguns antibidticos aparentam uma maior propensdi@ p aparecimento da
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doenca, especialmente aqueles de largo espetrgdde @ontudo as tendéncias
tém variado ao longo do tempo (Monaghan et al., 9200s mais
frequentemente implicados sdo as fluroquinolonasjamicina, cefalosporinas
e penicilinas. No entanto, praticamente todos dibiaticos podem predispor a
DACD, incluindo o metronidazol e a vancomicina, pseconizados no
tratamento da referida doengca. De modo geral, tibi@icos que estdo mais
associados a DACD sdo os que tém menor absorcawigpooral e maior
excrecao hepatobiliar (Cramer et al., 2008). Oorisglativo de DACD ap0s
antibioterapia aumenta particularmente quando apesté resistente ao
antibiético. Por exemplo, o uso da clindamicinadonsiderado um fator de alto
risco na sequéncia de um surto causado por umgeesesistente a este
antibiotico em varias regides dos Estados Unidesdi@g, 2004);

Periparto: estudos demonstram que a incidéncia de DACD eatargentar em
mulheres no periparto. Em 24 casos reportados, @d8oparturientes tinham
realizado profilaxia com antibiéticos durante otpaou no tratamento de
infecOes bacterianas. Em dois casos identificoa-gstirpe 027, ndo havendo
fatores de risco adicionais. Estes casos demons&ranecessidade de se
considerar a presenca de DACD em mulheres graemasdiarreia, mesmo néo
apresentando os fatores de risco tradicionais (Raelget al., 2008);
Co-Morbilidades: a Agency for Healthcare Reaserch and Quality (AHRQ
detetou que os doentes hospitalizados com DACxtinbm média mais de 10
diagnosticos comorbidos. De acordo com esta agéma#ro dos 20 principais
diagndsticos observados nos doentes com DACD er#etdes onde o
antibiotico € de dificil descontinuacdo (sépsiseymonia, infecdo das vias
urinérias e infecéo da pele) (Martins LF, 2009);

Doentes Transplantadosestudos de casos determinam que a DACD deve ser
tida em conta como causa possivel de diarreia emte® que se submeteram a
um transplante de 6rgdo sdlido, embora esta temistitiido uma complicacéo
rarissima no passado (Stelzmueller et al., 2007);

Pds-cirdrgico: num estudo realizado em 997 hospitais, nos Esthiidos,
entre 2003 e 2005, verificou-se que a taxa de DAGDde 14,9% em
intervengdes cirdrgicas, cujos doentes receberafiigxia antimicrobiana preé-

operatoria, representando assim, um aumento sigtifo em relacdo aos 0,7%
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no periodo entre 1999 e 2002 (Zerey et al., 208#). situacdes em que se
pretenda prevenir infecdes relativamente benignas iofrequentes, e
especialmente em doentes com idade avancada, @ decprofilaxia pré-
operatoria podera, assim ser superior aos seudidieseMesmo em doentes
cirdrgicos sem medicacao, verifica-se um aumentanoaéncia de DACD,
particularmente em doentes submetidos a intervengifi@gicas de urgéncia ou
nas ressecoes intestinais (Zerey et al., 2007);

Doenca Inflamatoria Intestinal: individuos com doenca inflamatdria intestinal
(DII) tém maior risco de desenvolver DACD. A assgéio entre DIl e DACD
pode ser atribuida a fatores como o uso de antibgfpara o tratamento de
outros patogénicos gastrointestinais ou os freg@geinternamentos inerentes a
DIl (Issa et al., 2007).

Muitos dos fatores de risco tém em comum o factanterferirem com a barreira
exercida pela microbiota intestinal normal no deskimento deC. difficile, uma vez

gue esta microbiota compete com este microrgan{(&nitiiths, 2005; Moura, 2010).
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1.3.PATOGENESE

A infecdo porC. difficile inicia-se com a ingestdao do microrganismo na suand
vegetativa ou dos seus esporos. Os esporos sotmed\acidez gastrica, germinam no
colon, onde as estirpes toxigénicas produzem texiAasua secre¢do leva a producéo
do fator de necrose tumoral e de interleucinasirdtamatérias e ao aumento da
permeabilidade vascular, ocorrendo uma diarreiaosau colite e formacdo de
pseudomembranas (Poutanen e Simor, 2004; Yam &,S1005; Mcfarland, 2008). Os
sintomas sistémicos sdo desencadeados pela indecawediadores inflamatdrios por
parte das toxinas. Estima-se, no entanto, que 2Zestirpes d€. difficile ndo sejam

patogénicas (Borriello, 1990).

A doenca causada p@r. difficile acarreta elevados custos para os sistemas de gaude
incidéncia da doenca em Portugal é de 2-16/100006rnamentos/ano,
significativamente mais baixa que em paises comBanada ou Estados Unidos
(An6nimo, 2014).0 desafio do seu diagnostico € aumentado pelas seasentes

incidéncia, severidade, mortalidade e morbilidade.

C. difficile infeta tanto seres humanos como animais, e asedffas e semelhancas
destas infecdes tém sido estudadas. Os ribotiga®prinantes d€. difficile variam de
acordo com as espécies de animais e localizac&pama, tendo sido ja identificada
uma sobreposicao entre as linhagens de animais lreidanos. Alguns isolados de
suinos e bezerros sao indistinguiveis de uma i@pi@testirpe patogénica humana,
ribotipo 078. Cées e gatos com diarreia tambémraie portadores de. difficile e a
sua epidemiologia, tratamento e controle tem sa@nmtemente estudada. Verifica-se
gue, quer os animais de companhia, quer os anjpaagsconsumo humano podem ser

portadores assintomaticos @edifficile (Doyle, 2013).

11



Introducéo

1.4.PREVENCAO E CONTROLO

O controlo e a prevencédo sao fundamentais, basesném duas abordagens: 0 uso
restritivo de antibidticos e a implementacdo atefapa sistematica de medidas de

prevencao.

Um bom programa de controlo, consiste em prescraviidticos por um periodo de
curta duracao, evitar, sempre que possivel, atitbedde amplo espectro, restringir ao

maximo antibidticos intravenosos e executar umanboaitorizacao (Martins, 2009).

Segundo o esclarecimento da Direccao-Geral da Sputieécado em 2009, relativo as
infecbes porC. difficile, o cumprimento das recomendacdes preconizadas pela
comissdes de controlo de infecdo de cada unidadaltte, relativamente a higiene das
maos (quer dos doentes, dos seus familiares antisft, quer dos profissionais de saude
ou cuidadores) e a higiene do ambiente seria sufeipara evitar a contaminacao
cruzada da infec&o por esta bactéria. Na maiosacdsos, as infe¢cdes por esta bactéria
podem ser evitadas ao assegurar-se uma boa piéticgiene no ambiente hospitalar
(Divisédo de Seguranca do Doente, Direc¢do-Ger8alme, 2009).

O uso de luvas aquando do manuseamento dos deeat&s/agem com agua e sabdo
das maos ajuda a eliminar esporos da bactéria sewdentanto, melhor o uso de

toalhetes descartaveis (Anonimo, 2014).

Um estudo desenvolvido por Martins (2009) sugemnaanedida de prevencdo e
controlo da DACD a utilizacao de barreiras de pueéa, onde os doentes infetados sao
colocados em quartos isolados ou, na impossib@idktal acontecer, coloca-los junto
a outros doentes com DACD. O mesmo autor, propOeciaague, dada a elevada
contaminacdo ambiental provocada @ordifficile, o doente infetado deve ter acesso a

casa de banho e loucas privadas (Martins, 2009).

12
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1.5.A EMERGENCIA DE UMA NOVA ESTIRPE HIPERVIRULENTA —NAP1/BI/027

A estirpe deC. difficile, designada por NAP1 ou ribotipo 027, caractere@ar uma
producédo de niveis mais elevados de toxinas Aeed® uma toxina adicional conhecida
como toxina bindria (Cardoso et al., 2013). Paré@maldestas carateristicas
fundamentais, a resisténcia as fluoroquinolonasbéam distingue esta estirpe
emergente das outras estirpesQedifficile (Warny et al., 2005; Martins, 2009). As
estirpes hipervirulentas possuem uma dele¢céo @s plar bases do gene repressdC

0 que leva a um aumento significativo 3-5 vezes migsis de producdo de toxinas,
durante a fase estacionaria, fator este que canfpdra a elevada viruléncia dessas
estirpes (Dupuy et al., 2006; Hernandez-Rocha.et@ll2). A estirpe 027 produz 16
vezes mais toxina A e 23 vezes mais toxina Bitro, comparativamente as estirpes
toxinotipo 0 (Warny et al., 2005). Verifica-se unevado nivel de resisténcia a
gatifloxacina e a moxifloxacina nos isoladosGidifficile 027. Esta resisténcia fornece
uma vantagem competitiva a esta estirpe, nomeadareenambiente hospitalar, onde
as fluoroquinolonas sdo amplamente usadas (Pépah,e2005;Arvand et al., 2009;
(Viana, 2013).

Existem autores, (por exemplo Morgan et al., 208 concluem n&ao haver evidéncia
que o rib6tipo 027 seja mais virulento que outrdsdtipos, havendo por isso

necessidade de mais estudos neste campo.

Cardoso et al. (2013) concluiram num estudo reddizmtre marco de 2010 e agosto de
2011, onde incluiram 20 doentes com uma idade nu&dié3 anos, ndo haver nenhum
ribétipo dominante e também néo verificaram uma@asédo entre a gravidade da
doenca e os ribotipos isolados. O estudo realizadioovador e, embora tenha um
namero reduzido de doentes incluidos, constitui umportante alerta para a
caracterizacdo dos diferentes ribotipos @e difficile e das suas carateristicas
patogénicas, como factor determinante na orientalfdca dos doentes com DACD
(Viana, 2013). Este estudo permitiu ainda a destalge trés novos ribotipos, sem
homologia na base de dados europeia e que aguateiaominacédo, sendo este um

grande contributo em termos cientificos (Cardosa.ef013).
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1.6.METODOS DE DETEGAO E CONTAGEM
1.6.1.MEI0 DE CULTURA

O meio de cultura usado para o isolamento e comtageste microrganismo € o
Clostridium difficile agar base (George et al.,1979, Perry et al.,2BtRert et al.,
2013). Sdo adicionados ao meio base dois suplesjeat@rimeiro constituido por
agentes seletivos D-cycloserina (500ug/ml) e céfaxi(16pg/ml) (George et al., 1979,
Perry et al.,2010, Eckert et al., 2013) que inileerescimento da grande maioria das
bactérias pertencentes a familinterobacteriacea bem como deStreptococcus
faecalis staphylococci, bacilos anaerdbios Gram-negateosdo esporulados e de
algumas espécies de clostrideos. O segundo supteréeid% (v/v) de Sangue de
Cavalo liofilizado (George et al.,1979, Perry ef28110, Eckert et al., 2013) que permite
nao s6 uma melhor recuperacdo de algumas célul& déficile danificadas, mas

também propicia o crescimento de coldnias maiores.

As amostras sao inoculadas diretamente nas plac&eii com o meio de cultura e
incubadas a 35 °C + 2 °C durante 18-24 horas, ploderaté 48 horas, em condi¢des
anaerodbias. As colonias @e difficile apresentam um diametro irregular de 4-6 mm, cor
branco-acinzentado, fluorescéncia amarelo-esveadsad luz ultravioleta e um odor
carateristico a “estrume de cavalo” (George etlalr9, Perry et al.,2010, Eckert et al.,
2013).

Alguns autores sugerem um pré-tratamento das amsostm etanol (Alcohol Shock

Treatment), para eliminar a flora competitiva. Mdetgticnica, misturam-se partes iguais
de etanol e amostra, homogeneiza-se a misturayatex e deixa-se a repousar, a
temperatura ambiente, por uma hora. Terminado tessgo inoculam-se as placas de
Petri que incubam nas mesmas condi¢Oes citadasoamtente (Levett, 1985; George

et al., 1979; Dzink e Bartlett, 1980).

Outros meios de cultura tém sido propostos pareeatana eficdcia na detecédo deste
microrganismo. CClostridium difficile Moxalactam Norfloxacin (CDMN) é o meio de
cultura proposto por Aspinall e Hutchinson (199@pnstituido por 500 pg/ml de
cloridrato de L(+)-cisteina monohidratado que aumersignificativamente o
crescimento das células @e difficile e por dois agentes seletivos, norfloxacina (12,0

14
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pg/ml) e moxalactam (32,0 pg/ml) que reduzem a aoimacdo pela flora

acompanhante em 30%, quando comparado com outros deecultura.

Vérios investigadores (Arroyo et al., 2005; Jobstake, 2010; Boer et al., 2011 e
Limbago et al., 2012) realizaram estudos para @cdetdeC. difficile incluindo na sua
execucdo uma fase de pré-enriguecimento em meioullera seletivo. Este pré-
enriguecimento realiza-se, de uma maneira gerahatemperatura de 37 °C durante 7
dias em anaerobiose. Ap0s esse periodo de inculmaggere-se um pré-tratamento das
amostras com etanol seguido de centrifugacéo,ap8s® esta etapa é que o sedimento
recolhido é colocado em meio de cultura seletimoulbando este a 37 °C por 72 horas
em anaerobiose (Arroyo et al., 2005; JOobst eR@all0; Boer et al., 2011 e Limbago et
al., 2012).

O meétodo de cultura em meio € bastante sensivelndaé muito especifico devido a
possibilidade do isolamento de estirpes ndo toxig8nAs estirpes isoladas devem ser
testadas quanto a sua capacidade de producao idastoXlo entanto, a cultura é um
O0timo meio para a obtencdo de dados concretos esstigacdes epidemioldgicas. As
colonias deC. difficile sdo facilmente reconhecidas nos meios de cultelas psuas
carateristicas peculiares. A cromatografia gasdaanBém uma opc¢ao na detecdo deste
microrganismo, € feita com pedacos de agar resrati proximidade das colonias
suspeitas e é o melhor método para a confirmacasudadentificacaoC. difficile
possui um perfil tipico na cromatografia gasosa alestrando a producdo de grandes

quantidades de acidos butirico e iso-caproico §itval., 2003).
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1.6.2.DETECAO DE TOXINAS

A detecdo das toxinas produzidas por difficile pode ser realizada em culturas
celulares ou através de ensaios imunoenzimatiddSA&. No primeiro caso, 0 método
consiste na inoculagdo de uma amostra filtrada neoltura de células onde,
posteriormente € observado o efeito citopatico caopsequéncia da ruptura do
citoesqueleto. Quase todas as linhagens celulasdenp ser usadas (Vero, Hep2,
fibroblastos, CHO ou HelLa) mas, para a maioria do®res as células Vero sao
consideradas as mais sensiveis. A presenca ouceausi@nefeito citopatico € observada
em 24-48 horas (nos casos mais severos esse péelo surgir apés 4-6 horas). A
confirmacado da especificidade € obtida pela re@etilp teste com a adicdo de um anti-
soro anti€. difficile (Ryan et al., 2004). A ferramenta mais vulgarmemieada para a
detecdo deC. difficile consistia na determinagdo das toxinas por cultetalar e
neutralizacdo da toxina que exigia bom desempenhuvel de sensibilidade e
especificidade. Contudo, a cultura celular ou cgm®ms de citotoxicidade sdo morosos,
requerem equipamento especifico e o tempo atéeagdn de resultados pode estender-
se as 72 horas. Consequentemente, muitos labosatatilizam estes ensaios para
despiste deC. difficile em doentes hospitalizados. Ainda que mais conugsse a
maioria dos kits de ELISA, de detecdo de toxinassgnta uma sensibilidade limitada
(NHS Evaluation report, 2009).

Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para a detdedimxina A e/ou B revelam uma
sensibilidade de 63-99% e uma especificidade d&0886 (Deshpande et al., 2011) e
permitem uma detecdo qualitativa direta em amogtrasnalmente aplicado a fezes

humanas) em uma Unica etapa.

No método de ELISA séo utilizados anticorpos momais anti-Toxina A e anti-
Toxina B revestidos numa microplaca e marcados pemoxidase de rabano no
conjugado. As amostras sdo preparadas por cericdiog(fezes liquidas, semi-solidas
ou solidas) em diluente apropriado. O sobrenadénteansferido para o poc¢o da
microplaca identificado revestido com anticorposi-@ndifficile toxinas A e B. O
conjugado e o sobrenadante da amostra sédo incua&¥%C durante 1 hora nos micro-
pocos bem como Calibrador e Diluente da Amostrap,putilizados como controlo
negativo. As toxinas presentes na amostra saoreapie imobilizadas entre os dois

anticorpos monoclonais especificamente concebilpds uma etapa de lavagem que
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elimina o material néo ligado, é adicionado um sabs cromogénico e incubado a 37
°C durante 30 minutos para demonstrar a presengad®-complexos. A reacdo é
parada utilizando uma solucao de 4cido sulfaricoAitura é realizada utilizando um
espectrofotometro definido para 450/620 nm. A preaede uma cor amarela indica a

presenca das toxinas @e difficile.

A maior vantagem deste método € a possibilidadeederealizado diretamente na
amostra, sem necessidade de periodos de crescjmmentiv os resultados obtidos num
curto espaco de tempo (aproximadamente 1,5 hd?asgdm, este teste deve ser sempre
realizado paralelamente em meio de cultura e quandesultado for negativo e a
cultura for positiva, 0 método deve ser repetiditizando as colonias isoladas no meio
de cultura (Silva et al., 2003; Moura, 2010).

Alguns investigadores, como Cardoso et al. (20d)orrem a outras metodologias
para a determinacdo das diferentes estirpe€.ddifficile, tal como o método de
imunocromatografia, que apresenta uma sensibilidade 87-92%. A
imunocromatografia € uma técnica que comecou dessmvolvida nos anos 60, sendo
primeiro criada para o estudo das proteinas sémcaplicacdo deste método revelou
ser de grande valor em situagcées nas quais ossgimrfais de saude necessitem de
tomar decisdes e assumir condutas imediatas. estende triagem rapido e qualitativo,
econdmico e de facil interpretacdo, que apreseatsilslidade e especificidade

similares ao método de ELISA.

O ensaio é realizado numa matriz constituida paniomana de nitrocelulose ligada a
uma tira de acetato transparente para facilitas@alizacdo do teste. O antigénio ou o
anticorpo é fixado na membrana na forma de linliggomtos e o restante da membrana
€ bloqueado com proteina inerte como nos testesaemzimaticos (ELISA)Para
detecdo de antigénios podem ser utilizados anteoffxados na linha de captura e
como conjugado um segundo anticorpo conjugado aantm Um dos métodos
imunoldgicos desses testes emprega corante insoltorao ouro coloidal (réseo) ou
prata coloidal (azul marinho) como revelador deeratédo antigénio-anticorpo. A
amostra aplicada liga-se ao conjugado coloridods @pmigracdo por cromatografia a
formacdo do imunocomplexo é revelada pelo depdkitocorante coloidal na linha de

captura. Para assegurar a qualidade dos reagentes e aacéaliadequada do
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procedimento, esses testes rapidos utilizam castrahternos, como nos testes

imunoenzimaticos (Vaz et al., 2007).
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1.6.3.TIPIFICACAO : METODOS FENOTIPICOS

Os métodos utilizados inicialmente eram baseadas pnapriedades fenotipicas do
microrganismo. O primeiro a ser utilizado foi oibittigrama, no entanto, este método
tem uma utilidade limitada uma vez que a Conceatrddinima Inibitoria (CMI) dos
antimicrobianos para as diferentes estirpe€ ddifficile era semelhante. Assim, outros
meétodos séo utilizados, tal como, a electroforbasgeados nos padrées das proteinas
celulares e de superficie. Estes incluem a PAGH#Exylamide Gel Electrophoresis),
PAGE combinado com “radio-labbeling” e PAGE combimacom “immunoblotting”.
Um sistema de serotipagem por aglutinacdo foi usato algum sucesso, tendo este
método sido melhorado pela remocédo dos antigéhagelares que apresentavam
reaccdo cruzada. Outro sistema baseado na sudaigddd de C. difficile a
bacteriocinas e a bacteriéfagos, foi também dedeideomas verificou-se que 31% das
estirpes ndo eram tipificaveis, tendo por issocaoh desuso (Gerding et al., 1995;
Brazier, 1998). Muitos investigadores utilizaram auncombinacdo dos meétodos
referidos anteriormente mas rapidamente se veuifite embora estes métodos fossem
adequados para o uso em estudos geograficameritadldsy era necessario outro
método de tipificacdo para que o0s investigadoresleggem compreender a

epidemiologia d€. difficile numa escala mais alargada (Brazier, 1998; MoWH))2
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1.6.4.TIPIFICACAO : METODOS M OLECULARES

Os meétodos moleculares apresentam, geralmenteagearst em relacdo aos meétodos
fenotipicos, relativamente a estabilidade de esgiees ao maior grau de diferenciacéo.
A andlise de acido desoxirribonucleico (ADN) plagitd recorrendo a endonucleases
de restricao foi de alguma utilidade mas nao pedetilizada para tipificar organismos
sem plasmideos. A restricdo do ADN genomico, usandozima de restricaddind Il
provou ser um método com um elevado poder discatdiio e os resultados
apresentam elevada reprodutibilidade. A grandeaseagem é que a comparagdo dos
padrées de fragmentos de ADN requer a comparag¢é® isalados que foram testados
no mesmo gel. Por esse motivo a comparacdo deltsolde diferentes laboratérios
requer a manutencdo de uma grande base de dadescécainda o facto de poder ser
necesséria a restricdio de ADN plasmidico para rdecififerencas em bandas
resultantes da restricdo do ADN gendomico. Para aléstes aspetos, este método €
tecnicamente exigente e bastante trabalhoso qusmdiiliza um elevado numero de
isolados. Outra desvantagem associada a este mé&todacto das enzimas utilizadas
produzirem produtos de digestdo complexos (supare® bandas) cuja comparacgéo a
olho nu é extremamente dificil, criando assim aessidlade de utilizacdo de
equipamentos de analise de imagem. A combinac@&mdienucleases de restricdo com
sondas de acidos nucleicos marcados, cujo objétexdenciar a heterogeneidade dos
locais especificos, simplifica os resultados feililo a sua interpretacdo, porém esta
técnica apresenta um poder discriminatério infetiogstricdo convencional (Gerding et
al., 1995; Brazier, 1998; Moura, 2010).

Uma outra modificacdo da analise por endonucledsesstricdo € a utilizagdo conjunta
de PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) e der&szde restricdo. Esta técnica gera
menos fragmentos de ADN e apresenta uma elevadigielade. No entanto, cerca de
5% dos isolados ndo podem ser tipificados devidegradacdo do ADN (Gerding et
al., 1995; Moura, 2010). As metodologias baseadaseadonucleases de restricdo
foram, substituidas por métodos baseados em PCRnfPase Chain Reaction). A
ribotipagem por PCR utilizarimers especificos, complementares a uma sequéncia de

nucleétidos alvo.
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1.7.Clostridium difficile EM ANIMAIS

Foram identificados animais de diversas espéciem gortadores assintomaticos@e

difficile ou com DACD, nomeadamente cavalos, caes, gat@spssubovinos, patos,

avestruzes, galinhas e até hamsters (Rodriguezi®alet al., 2007; Indra et al., 2008;
Pirs et al., 2008; Hansen et al., 2009).

1.7.1.CAES E GATOS

Vérios estudos foram realizados em caes e gatos cmhjetivo de determinar a

presenca d€. difficile e das suas toxinas nas fezes de animais com olersiemite
(Tabela 1).

Tabela 1 - Registo de alguns estudos realizadasiese gatos

Animal

Autores /

Ano

Objetivo do

estudo

Grupo (s) em estudo / Incidéncia

Caes

Silva, 2011

Detecéo das toxinag
A e B e avaliacdo do
tipos toxigénicos de
C. difficile a partir de

fezes de caes

D

57 amostras de fezes
cées, sendo 35 de

animais aparentemen
saudaveis e 22 de

animais diarreicos

)

Foram detetadas as toxinas A e Bale
¢ difficile em 21 (36,8 %) das amostras d
caes, sendo 16 (28,1 %) de animais
ediarreicos e cinco (8,8 %) de animais n§

diarreicos

Caes

Struble et
al., 2006

Determinar a

presenca d€.

difficile nas fezes dos

caes.

Grupo A: animais
internados no Hospita
veterinario da
Universidade da

Califérnia

18,4 % das amostras foram positivas pa
C. difficile (50 % toxigénicas). 27,6 % do
animais apresentavam diarreia, 16,7 %
quais continhant. difficile sendo que 71,4

% destes eram toxigénicos.

)

\ra

n

jos

P

Grupo B: animais do

canil local

0 % de amostras positivas

Cées e gatos

Erdemoglu
et al., 2005

Determinar a
presenca deste.
difficile e das suas

toxinas nas fezes do

animais em estudo

Grupo de animais con

diagnéstico de enterite

C. difficile foi identificado em 41% do
cées (28% positivos para a Toxina A) e
2 35% dos gatos (23% positivos para
Toxina A)

5

Grupo de animais

saudaveis

A prevaléncia foi de 29% tanto nos c3
como nos gatos, sendo a Toxina A detet

em 20% dos cées e em 29% dos gatos.

es

ada
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O papel de diversos fatores que poderiam influemcigsco de infecdo como a idade do
animal, internamento ou o uso de antibi6ticos antas imunossupressores também foi
avaliado. Verificou-se qu€. difficile foi detetado com a mesma frequéncia nas fezes
dos animais com e sem diarreia, tendo-se obsema@idmnalmente que a diarreia ndo
estava relacionada com a capacidade de productaxidas das estirpes encontradas,
concluindo-se que a presenca do microrganismo staorelacionada com este sintoma.
Observou-se ainda que a utilizagdo de antibiétiods, foi relacionada de qualquer
forma com a detecao d& difficile nem com a capacidade de producéo de toxinas das
estirpes. A utilizacao de farmacos imunossupresgarabém néo foi relacionada com a
presenca do microrganismo. Em relacédo a idaderdosis e a presenca @e difficile,

0s resultados obtidos indiciam um risco acrescala jp colonizagdo do microrganismo

nos animais com mais de dois anos (Struble 2@06; Songer et al., 2009).

1.7.2.SUiNOS, BOVINOS E AVES

As infecBes poL. difficile em suinos foram confirmadas pela primeira vez éeada
de oitenta do século passado. A DACD nestes anine@sacterizada pela presenca de
um elevado numero de células de. difficile nas fezes, diarreia, colite
pseudomembranosa, ascite, edema do mesocoélon adhick. Esta doenca é na sua
maioria, diagnosticada em leitdes com idade infexieete dias e caracteriza-se por ndo
estar associada ao consumo de antibiéticos (So2G€d; Yaeger et al., 2007). A
estimativa precisa da incidéncia e prevaléncia A€D em leitdes néo esta disponivel,
mas a ocorréncia generalizada desta patologia iegiicita pelo seu diagndstico
laboratorial em diferentes zonas de producdo sanoragadamente nos Estados Unidos
da América (EUA). A diarreia neonatal em bezerrasma doenca usual que pode ser
mortal quando em bezerros lactentes. Varios patogerentéricos foram ja apontados
como agentes etiologicos desta patologia, porémai@ria dos casos é considerada
idiopatica.

Relativamente as aves, alguns investigadores delsenam estudos onde se pretendia
demonstrar que a presenca @e difficile em frangos de aviario vendidos em éareas
urbanas, tais como mercados, é preocupante pa lestms se tratarem de focos de
contaminagcdo na populacdo, ja que sao identificadosio reservatérios do

microrganismo. Os resultados obtidos sugerem gquensumo de carne de frango
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contaminada corg. difficile, € um importante foco de exposicéo a este micnisge,
sendo considerado como uma via de transmissao elacaam humanos. Os esporos
produzidos por este microrganismo sédo capazes litevseer por longos periodos no
meio ambiente, tal como, fezes secas de frangdos,sande o0 microrganismo pode
facilmente contaminar outros alimentos existenteneocado (Simango e Mwakurudza,
2008). Vérios estudos foram realizados nos Ultienoss, com o objetivo de detetar a
presenca d€. difficile e suas toxinas (Tabela 2).
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Tabela 2 - Registo de alguns estudos realizadasuémos, bovinos e aves.

Animal

Autores / Ano

Objetivo do estudo

Grupo (s) em estudo / Incidéncia / Observacfes

Suinos

Yaeger et al.,
2007

Estabelecer a relagéo
entre a detecdo de toxin

deC. difficilee um

do célon, tiflite e colite
em leitdes com idade

inferior a sete dias.

conjunto de parametros

como a diarreia, edema

S

clinica de enterite

D

100 Leitdes com diarreia ¢
29 leitbes aparentemente
saudaveis, provenientes d

exploracdes sem historia

Clostridium difficilefoi isolado no

colon dos leitdes em 51% (66/12

e toxinas A e B foram detetadas

50% das andlises do contetdo do
célon mas apenas em 2% das

andlises ao conteldo do intestinp

delgado.

dos casos e no intestino delgado
em 50% (65/129) dos casos. As

A presenca do
microrganismo néo foi
indicativa da doenca
uma vez que €.
D) difficile foi isolado em
18% dos leitdes cuja
detecao de toxinas tevg
em resultado negativo. A
conclusdo mais
surpreendente deste
estudo foi 0 nimero
elevado de leitdes (79%

saudaveis com resultad

de toxinas.

Suinos

leitdes com idade inferio

a sete dias

Detctar a presenca das

toxinas A e B em fezes d
Songer JG, 2004

600 leitdes vivos

D

submetidos ao diagnéstic
de enterite

35% das fezes positivas para

=)

casos detetada apenas uma das toxinas

as toxinas A e B e58mdos

Suinos

Yaeger et al.,
2002

toxinas Ae B

Detecdo da presenca dd

dias de idade

s 100 leitdes vivos com 1-7|

Toxinas detetadas no contetido do célon de 29%«it6s$.

Todos os 29 leitBes apresentavam edema do coluin e f

observada colite em

21 de 29 animais.

Bovinos

Rodriguez-
Palacios et al.,
2006

Detecao de&. difficile e

idade, onde a idade méd
dos animais foi de 14,2

dias

suas toxinas, em bezerrg

com menos de um més ¢

Grupo A constituido por

e

s 144 animais com diarreia|

7,6% amostras positivas para
presenca d€. difficile e as

toxinas A e B foram identificadas suas toxinas, A e B, foram

em 39,6% das fezes

A

Clostridium difficilee as

identificadas

a Grupo B constituido por
134 animais saudaveis
designados por grupo

controlo

7,6% das amostras positivas pa
a presenca deé. difficile e as
toxinas A e B foram identificada|

em 20,9% das fezes

ra concomitantemente em
4,2% do grupo A e em
5 5,2% do grupo B.

Aves

Simango e
Mwakurudza,
2008

Detecao de. difficile em
frangos de aviario
vendidos em mercados d

areas urbanas no

Zimbabwe.

Amostras de seis mercad

diferentes onde foram

dos mercados.

analisadas fezes das jaula

solo das areas circundantes

s
Clostridium difficilefoi isolado em 29,0% das 100 amostras
fezes e em 22,0% das amostras de solo. Algumasstgses

s
deC. difficile isoladas das fezes dos frangos (89,7%) e so
€ dos frangos e amostras de

(95,5%) foram consideradas toxigénicas.

[®]

positivo para a pesquisa
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1.8. Clostridium difficile EM ALIMENTOS

Clostridium difficile tem sido considerado um importante patogénico ackursde
diarreia em Humanos na comunidade, fora de amugidndspitalares. A incidéncia e a
severidade da doenca causada parecem estar a aur(cDonald et al., 2006;
Khanna S e Pardi DS, 2010; Khanna et al., 2011)e Hsicrorganismo foi ja
identificado, em varios estudos, como o0 causadodakncas entéricas em outras
espécies como porcos, bovinos, cédes, gatos e savalpresenca de esporos Ge
difficile nas fezes destes animais indicia a potencial wonégao das carnes dos
mesmos, mas € importante ter em consideracdo qaetaminacdo ndo € sinonimo de

transmissao por via alimentar (Rodriguez-Paladi@d. £2007).

Os alimentos de origem animal sdo uma importantetefade microrganismos
enteropatogénicos que podem incrementar o apaneimrde DACD na populacgéo, pelo

seu generalizado consumo (Simango C e Mwakurud2a(s).

1.8.1.OCORRENCIA EM CARNES E DERIVADOS E OUTROS PRODUTOS

1.8.1.1.Clostridium difficile em carnes, ovos e vegetais na Eslovénia

Zidaric e Rupnik (2012), avaliaram a presenceCddifficile em carnes, produtos de
carne, legumes e ovos na Eslovénia. No total faxaalisadas: 59 amostras de carne
picada e de produtos de carne prontos a comeramitstras de saladas prontas a comer
e legumes frescos e 49 ovos de galinha. A cascavddfoi também analisada por
zaragatoa. As amostras foram adquiridas em 2008, 202012, em varias ocasioes e
provenientes de 27 unidades de producéo, 26 uridade3%) localizadas na Eslovénia
e uma na Austria. Diferentes métodos de culturanfousados para o isolamentoGle
difficile. As colénias deC. difficile obtidas foram identificadas por morfologia, e
confirmadas por detecédo de marcador moleaddB (Zidaric et al., 2008). Os isolados
foram caracterizados por PCR, por ribotipagem e gapacidade de producédo de

toxinas.
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Clostridium difficilendo foi detectado em nenhuma das amostras de e@lm&egetais
testados. Um anico ovo de galinha em 49 (2,0%péaiitivo e quatro colénias foram
obtidas.

Este foi o primeiro estudo que reportou a contag@inade ovos de galinha coth
difficile e, juntamente com relatérios sobre uma prevaléetadivamente alta em aves
de capoeira destacou a importancia das aves cosavatorio deC. difficile e

acrescentou o seu potencial como fonte de infegé@s seres humanos.

1.8.1.2. Prevaléncia d€lostridium difficile em carnes vendidas na Holanda

Boer e seus colaboradores (2010), estudaram al@neia deC. difficile em carnes
picadas vendidas na Holanda. Quinhentas amostrasrde crua de porco, bezerro,
cordeiro e frango foram recolhidas em talhos, dalwo de 2008 a margo de 2009.

Das 500 amostras testadas, apenas oito (1,6%) fpositivas para a presenca Ge
difficile: uma de carne de cordeiro (6,3%) e sete de cartiadgo (2.7%). As estirpes
isoladas apresentam um ribotipo diferente dos deslanais comummente recuperados
de pacientes com DACD, excepto para o ribétipo e foi isolado numa amostra de

carne de frango.

Este estudo revela que outras matrizes para alérmmades podem ser fonte de
transmissao d€. difficile a Humanos.

1.8.1.3.Clostridium difficile em carne picada, Franca

Bouttier e seus colaboradores (2010), realizaranestodo para determinar a presenca
de C. difficile em carnes adquiridas em 20 lojas e supermercddospnas urbanas e
suburbanas de Paris, entre setembro 2007 e julhd088. Foram analisadas 105
embalagens de carne picada (embaladas a vacuoopuS@asalsichas de porco, e 12

embalagens de carne crua destinadas a alimentagiaiak.

Clostridium difficile foi isolado em 1,9% (2/105) das amostras de cpro&da, mas
apenas nas amostras embaladas a vacuo. A atmasfaedbia de embalagem a vacuo
pode facilitar a sobrevivéncia d& difficile e a germinacdo de espor@dostridium
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difficile ndo foi detetado em nenhuma das 59 salsichasrde pem nas 12 embalagens

de comida para gato.

As duas estirpes isoladas pertencem ao ribétipigéaico O e rib6tipo 012. O ribétipo
toxigénico 0 foi ja identificado, noutros estudes) amostras de carne no Canada. Em
relacdo ao ribdtipo 012, este pertence aos 10ipimdmais frequentemente isolados em

humanos.

A prevaléncia de&. difficile em carne picada em Franca, € baixa em comparagéa c
relatada por outros paises. No Canada, Rodrigulezibs et al. (2007) estudaram 60
amostras de carne bovina e encontraram uma preialéa 20% de&. difficile. Estes
mesmos autores, utilizando um sistema de amostragaisr amplo (214 amostras de
carne), obtiveram 6% de isolados de difficile nas 214 amostras em estudo
(Rodriguez-Palacios et al., 2009). Também no Canatkese et al. (2009) relataram
que 12% das amostras de carne de bovino moida re e porco moida se
encontravam contaminadas com este microrganisme.Bdtados Unido<;. difficile

foi isolado de 42% das amostras de carne (bovirinase de peru produtos) (Songer et
al., 2009).

1.8.1.4.Clostridium difficile em produtos crus de origem animal, Austria

Jobstl e seus colaboradores (2010), estudaramsanma deC. difficile em produtos
crus. Para tal, analisaram 100 amostras de camaelgie 50 amostras de leite cru,
adquiridas entre julho de 2007 e fevereiro de 2088, supermercados e talhos
localizados nos arredores de Graz, na Austria.

Trés das amostras de carne picada foram positiwggaato que, nenhuma das 50
amostras de leite cru deu resultado positivo pamesyuisa deC. difficile. Foram
identificados dois ribotipos distintos, sendo unhegd@oxinogénico. 66,7% (2/3) eram
do ribotipo ndo toxinogénico Al-57 e 33.3% (1/3) itentificado como sendo um

rib6tipo humano comum, normalmente isolado nassfezepacientes na Austria.

Pelo facto de ter sido detetada na carne picadaesemca de um ribétipo que
normalmente € isolado em fezes de pacientes austrifica a suspeita de se tratar de
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um potencial agente zoondtico. Porém, existe umde fgossibilidade de a

contaminagao dos alimentos ocorrer durante o smegsamento, pelo manipulador.

Estes investigadores sugerem ainda um estudo nmisfuadado a cadeia de
distribuicdo dos alimentos que consumimos, pardhanetompreender a origem das

infecBes pocL. difficile em humanos.

1.8.1.5. Possivel sazonalidade @dostridium difficile em carnes de retalho, Canada.

Rodrigues-Palacios e seus colaboradores (2009uzoacth um estudo exaustivo para
detetar a presenca deste microrganismo em carmeides no retalho no Canada.
Assim, realizaram uma amostragem mais ampla uitiaadiferentes métodos de
cultura. A prevaléncia do microrganismo foi deteratia usando amostras provenientes
de entidades governamentais, comparando trés n¥ttel@ultura, caracterizando os
isolados e avaliando a variabilidade mensal nacéetdeC. difficile. Foram analisadas
149 amostras de carne de vaca picada e 65 amdstrassteletas de vitela adquiridas
em 210 retalhistas canadianos, entre janeiro et@agles 2006. Estas amostras foram
analisadas utilizando trés métodos diferentes e defes o estudo foi feito em
duplicado, de forma a verificar a reprodutibilidattes resultados. Assim, conseguiram

realizar quatro analises por amostra.

Combinando-se os resultados das quatro analisesicmese queC. difficile foi
identificado em 6,7% (10/149) das amostras de caeneaca picada e em 4,6% (3/65)
das amostras de costeletas de vitela. A prevaléoamdinada deste estudo foi de 6,1%
(13/214). Um total de 28 isolados foram obtidosdipdas 13 amostras de carne (22 de
carne de vaca picada e 6 das costeletas de vikdaam identificados por PCR, 8
ribGtipos distintos, sete dos quais produtoresostéas e presentes em 10 (77%) das

amostras de carne.

A concordéancia dos resultados obtidos nos trésdoétéoi muito baixa. Apenas duas
das amostras de carne de vaca picada foram pgsitimanais do que um método, todas
as outras amostras positivas foram confirmadas pemas um dos trés métodos
utilizados. A semelhanca de outros investigadotess como Songer e seus

colaboradores (2009), os autores deste estudocampla presenca de esporos nas
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amostras através da contaminacédo cruzada no matadorante o processamento ou

pela deposicdante-mortendos esporos nos masculos dos animais.

1.8.1.6. Detecéao e quantificacdo d&ostridium difficile em carnes picadas de vaca e
porco, Canada

Weese e seus colaboradores (2009), realizaram tuichoesom o objetivo de determinar
a prevaléncia d€. difficile em carnes picadas de vaca e de porco. No estalirado
utilizaram métodos qualitativos e métodos quamibat Foram testadas um total de 230
amostras, divididas em dois grupos: grupo A carisliit por 115 amostras de carne de
vaca picada e o grupo B constituido por 115 am®steacarne de porco picada. As
amostras foram adquiridas entre agosto de 2008s@ade 2009 erautletsretalhistas

de quatro provincias canadianas.

Clostridium difficile foi isolado em 12% das amostras totais, sendo d@%rupo A e

12% do grupo B. Tanto no grupo A como no B, 71%/X4pdos isolados positivos
foram observados utilizando o método qualitativd%l (2/14) foram observados
simultaneamente nos métodos qualitativos e quantitae 14% (2/14) foram apenas

observados no método quantitativo.

O facto de 14% das amostras positivas 0 serem sjg&ra 0 método quantitativo é
contra intuitivo, uma vez que 0s meétodos quaniibatisio menos sensiveis do que 0s
qualitativos. No entanto, estes resultados podemegplicados pela distribuicdo
heterogénea do microrganismo nas amostras, particehte devido ao baixo nivel de
contaminagdo das mesmas. Todas as amostras eral @eeriteceu continham apenas
20 esporos/grama, 0 que teoricamente pode suporéar ndo provar a hipotese
apresentada. As amostras positivas identificadagins® o0 método quantitativo,
continham 20 a 240 esporos/grama. Este foi o pramestudo cujo objetivo era a
quantificacdo da contaminacao de carneXdlifficile. O método qualitativo utilizado
neste estudo tem um limite de detecdo de aproximawi@ 10 esporos/grama de
amostra, enquanto que o método quantitativo api@samm limiar de detecdo de 20

esporos/grama.

Em relacéo a ribotipagem, o estudo revelou a pgasee 5 ribétipos toxigénicos, sendo

qgue o ribétipo 078/toxina tipo V foi o predominantendo sido identificado em 78%
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(22/28) dos isolados. O ribétipo 027/toxina tipbfdi identificado em 7.1% (2/28) dos
isolados, assim como o rib6tipo C/toxina tipo IXribtipo E/toxina tipo 0 e o ribotipo
Y/toxina tipo lll foram encontrados na mesma petagem, 3.1% (1/28).

1.8.1.7.Clostridium difficile em produtos de carnes picadas, USA

Songer e seus colaboradores (2009), realizaramstudce para determinar a presenca
de C. difficile em carnes embaladas vendidas no Tucson, EUA. [amie&o e abril de
2007, adquiriram 65 amostras de carne crua (caeneada picada, carne de porco
picada, carne de peru picada, linguica e chouecd® amostras de carne pronta para
consumo (salsichas “braunschweiger” e “beef sumsaersage”). As carnes foram
adquiridas em trés cadeias de supermercados, empdrédos distintos com mais de
um més de intervalo. Todos os produtos tinham efitess prazos de validade o que

indica diferentes datas de producéo.

Clostridium difficile foi isolado m 42% (37/88) das amostras, em que 428&n
amostras de carne de vaca, 41,3% amostras de d@arperco e 44,4% amostras de
carne de peru. Nos produtos prontos para cons@nadiifficile foi identificado em
47.8% (11/23) das amostras analisadas. A maioept&rgem de isolados foi obtida nas

salsichas “braunschweiger” (62,5%) e na carne da paada (50%).

Estes investigadores defendem que a presencd. déifficile possa ter origem na
deposicdoante-mortemde esporos do microrganismo no musculo dos animais
noutros tecidos, na contaminacéo da carcaca pamiaental ou fecal, contaminagéo

durante o processamento ou contaminacao nos pséarpgermercados.

1.8.1.8.Clostridium difficile em carnes picadas, Canada

Rodriguez-Palacios e seus colaboradores (200ujzasam esporos d& difficile em

carne picada vendida a retalho no Canada. Parfotam estudadas 60 amostras de
carne picada embalada, 53 de carne de vaca eafriede vitela, provenientes de cinco
armazeéns de retalhistas localizados no Ontério @wreloja localizada no Quebec. As

amostras foram adquiridas durante um periodo dendses em 2005.
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Clostridium difficile foi isolado em 20% (12/60) do total das amostsasdo 20,8%
(11/53) isolados das amostras de carne de vacdagped4,3% (1/7) das amostras de
carne de vitela picada. Dos 12 isolados recuperddosram produtores de toxinas.

Este foi o primeiro estudo realizado para a ideaifao de esporos d& difficile em
carne picada destinada ao consumo humano. Antendermtinham sido realizados
outros estudos para a pesquisa de esporos destegaiismo mas em alimentos a base
de carne destinados ao consumo de animais de edbmaomeadamente caes, onde
esporadicamente foram encontrados isoladoS.ddifficile (Broda et al., 1996; Weese
et al., 2005)
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1.8.2.0CORRENCIA EM AVES, SEUS PRODUTOS EFRANGOS DE AVIARIO

1.8.2.1. Detecdo e caraterizacdo d€lostridium difficle em frango de aviario,

Canada

Weese e seus colaboradores (2010), avaliaram engaesdeC. difficile em amostras de

frango vendidas a retalho, no Ontario, Canada. &idgon entre novembro de 2008 e
junho de 2009, 203 amostras de frango de ondenglistam 3 grupos, dependendo da
parte do corpo do frango de que se tratava. Pateagalinha, coxas e asas foram

analisadas utilizando métodos qualitativos e qtativos.

Clostridium difficile foi isolado em 12,8% (26/203) das amostras degbar®,0%
(10/111) em coxas, 18% (13/72) em asas e 15% (3@O)ernas. Todos os isolados
foram identificados como rib6tipo 078, uma estipee tem sido associada aos
alimentos para animais, e classificado como paéénesponsavel pela doenca em seres
humanos. Todas as amostras classificadas comavpesiioram analisadas recorrendo

a um protocolo com uma etapa de enriquecimento.

O presumivelmente baixo nivel de contaminacdo dstramio, com todas as amostras
positivas somente em cultura de enriquecimentobéamlevanta questdes. O protocolo
de enriqguecimento tem um limiar de detecdo de pOres/grama, com a metodologia
quantitativa capaz de detectar de forma consisgetntaminacao igual ou superior a
100 UFC/grama (Weese et al., 2009). Enquanto a ihdseiosa ndo for conhecida e
como varia entre individuos, é razoavel suspeita Qs niveis mais baixos de
contaminagcdo sdo uma preocupac¢do menor do quees miais elevados. No entanto,

0s niveis baixos ndo devem ser desprezados.

O papel da carne de frango ou de quaisquer prodiitoenticios em DACD néao é

claro, mas considerando a presenca do patogénicaliementos, a sua tolerancia
durante a cozedura e o aumento da incidéncia deDA@ pessoas, causadas por
estirpes comummente encontrados em alimentos, aindicnecessidade de uma

investigacdo mais aprofundada sobre esta potenaidk infecéo.
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1.8.3.OCORRENCIA EM SALADAS PRONTAS A COMER E VEGETAIS

1.8.3.1. Contaminacédo de saladas prontas a comemnc&lostridium difficile, Franca

O objetivo deste estudo foi avaliar a prevaléna@avedgetais crus prontos a comer
contaminados corg. difficile em Franca. Assim, Eckert e seus colaboradores3]J201
investigaram 104 saladas e legumes prontos a céseamostras foram compradas em
cinco mercados e supermercados, em Paris e arse@oitee setembro de 2010 e margo
de 2011. Especificamente, as amostras analisata®:f@0 saladas prontas a comer e
44 vegetais crus prontos a comer (incluindo cerspuragumelos, rabanetes, brocolos,
aipo, couve roxa, couve-flor, soja, ervilha, coaveeterraba). Os vegetais adquiridos
eram provenientes de 19 fabricantes diferentes.

Foram isoladas estirpes toxigénicas Gledifficile em 3 amostras (2,9%): 2 saladas
prontas a comer (um coracdo de alface e uma sdlddface de cordeiro) e uma
amostra de rebentos de ervilha. As estirpes peat@na trés ribotipos diferentes:

ribGtipo 001, 014/020/077 e 015.

Clostridium difficileé reconhecido como um agente patogénico humaretanmdem é
responsavel pela infecdo de animais e pode serngado em varios produtos
alimentares, incluindo vegetais crus. Esta prespnda reflectir uma contaminacéo do
meio ambiente (solo) ou pode ser ocorrer durammoessamento. A contaminacao de
alimentos porC. difficile pode levantar preocupacfes para a saude publicaie

estudos sdo necessarios para avaliar o impactondancinacdo de alimentos.

1.8.3.2.Clostridium difficile em vegetais, Canada

Metcalf e seus colaboradores (2010), procuraranari€o. difficile a partir de uma
variedade de vegetais obtidos em mercearias leceisaterizar esses isolados. Varios
legumes foram comprados em 11 supermercados diésream Guelph, Ontario,
Canada, entre maio e agosto de 2009, com um tetalld amostras. Foi utilizado o
método de cultura com etapa de enriqguecimentoigotexdos foram caracterizados por
ribotipagem, macrorestricio de ADN e eletroforese @ampo pulsado (PFGE) e

capacidade de producédo de toxinas.
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Clostridium difficile foi isolado em 4,5% (5/111) dos vegetais analisadeoram

identificados dois ribétipos e dois tipos de tosin@rés isolados foram identificados
como ribotipo 078/NAP 7/toxina V, possuindo todas tces genes que codificam a
producdo de toxinas. Os dois outros isolados partilum ribétipo com uma estirpe

toxigénica anteriormente encontrada em humanosi&€D nesta regido.

A contaminacdo de vegetais foi detetada em nid#&ivamente baixos, no entanto,
todos os isolados foram toxigénicos e pertencemt@sdtipos previamente associados
com a DACD. A contaminacdo de vegetais @ordifficile pode ocorrer embora as
implicacbes para as praticas de seguranca alimeefam ainda desconhecidas. A
presenca de isolados toxigénicos sugere que omeypodem ser uma fonte Qe

difficile para os seres humanos.

1.8.3.3.Clostridium difficile em saladas prontas a comer, Escécia (2009)

Bkari e seus colaboradores (2009) examinaram 4(Cakgéns de saladas prontas a
comer, compradas entre maio e junho de 2008, eessgtermercados de Glasgow,
Escécia. Foram utilizadas duas metodologias difesenuma com etapa de

enriguecimento e outra de contagem directa.

Os esporos d€. difficile foram identificados em 7,5% (3/40) das amostras apenas
no meéetodo com enriquecimento, o que sugere um bdwa de contaminacéo (< 3,0
UFC/grama). Os isolados identificados eram todeméménicos, 66,7% (2/3) eram do

ribétipo 001, um ribétipo comum em isolados clisie@ Escocia.

O isolamento destes ribotipos em saladas prontasnar € preocupante e evidéncia o
potencial risco associado com o consumo destadasalprincipalmente por se tratar de
alimentos que ndo sdo cozinhados antes de seresursmos. O consumo destes
alimentos por individuos de risco, podera levarr@pagacao de&. difficile e a um
aumento da presenca assintomatic&ddifficile entre os seres humanos, aumentando
assim o risco de contagio dentro de ambientes taten@s. A presenca de difficile

em saladas prontas a comer pode resultar de covatgsioi do ambiente ou de
transmissao por manipuladores de alimentos. Estesstigadores acreditam que €

necessario desenvolver mais estudos para carateszalimentos como fonte deste
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patogénico e também para avaliar o papel do soldo® animais como seus

reservatorios.
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1.8.4.0CORRENCIA EM MoOLUSCOSBIVALVES COMESTIVEIS

1.8.4.1. Ocorréncia deClostridium difficile em moluscos bivalves comestiveis, Italia

O objetivo do estudo, realizado por Pasquale e sglaboradores (2012), foi avaliar a
ocorréncia deC. difficile em moluscos bivalves marinhos comestiveis, quapditro
natural, sdo capazes de acumular particulas emerss@p na agua, incluindo os
microrganismos. Cinquenta e duas amostrasM$lus galloprovincialis 19 Tapes
philippinarume 1Venus verrucogade origem diferente (22 recolhidas de peixadas,
de centros de depuracado, seis de exploracbes descoe] e quatro adquiridas em
feiras) foram compradas na provincia de Napoldsdgutalia), uma amostra adicional
de M. galloprovincialisfoi recolhida numa peixaria na cidade de Tarastb da Italia).

As amostras foram adquiridas entre outubro de 2Jafeiro de 2011.

Clostridium difficile foi encontrado em 49% das 53 amostras investigddesasseis

isolados foram agrupados em 12 riboétipos conheci@d, 002, 003, 010, 012,
014/020, 018, 045, 070, 078, 106, e 126), enqugnen10 amostras adicionais foram
agrupadas em oito novos ribétipos. Dois tipos dénes (0 e V) foram encontrados.

Cingquenta e oito por cento dos isolados eram toxgs.

Estes resultados indicam que as estirpes toxigewie€. difficile podem ser isoladas
de moluscos bivalves. O estudo demostrou que ossemd bivalves marinhos podem
ser contaminados pelos ribétipos toxigénicos maexuentemente isolados nos
pacientes sintomaticos em hospitais europeus. @dtados estdo de acordo com
Iwamoto et al. (2010), que destacou a forma comonokiscos, que filtram a agua
como meio de alimentacdo, podem concentrar micnisgEs patogénicos
naturalmente presentes na agua do mar ou vindesdevatorios humanos, provenientes
da poluicdo de esgotos. A ingestdo de mariscosconados crus ou mal cozidos, e a
elevada resisténcia dos esporos Qledifficile & temperatura pode representar uma
importante fonte de exposi¢cdo e um sério risco pasaude publica. Mais estudos séo
necessarios para elucidar a prevaléncia de estigpegénicas deC. difficile em

moluscos bivalves comestiveis e sua importancia @aaude publica.
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1.9. Clostridium difficile NO MEIO AMBIENTE

E possivel encontra€. difficile em todo o ambiente - em fezes de solo, ar, agua,
humanos e animais, e produtos alimentares. Porénfegdo porC. difficile € mais
comumente associado com os cuidados de saude,cquera em hospitais e outros
servicos de saude, onde existe uma percentagemo nmior de portadores

assintomaticos.

1.9.1. Isolamento ambiental deClostridium difficile de um hospital de ensino

veterinario

Foi realizado, por Weese e seus colaboradores Y2000 estudo ambiental num
hospital de ensino veterinéario para detetar a pgaseleC. difficile. A colheita foi
realizada utilizando placas de contacto com cicloaecefoxitina-frutose e com 0,1%

de agar de taurocolato de sodio.

Clostridium difficile foi isolado em 24 (6,3%) de 381 locais. O cresaitmdoi obtido
em 4,5% (9/202) dos sitios analisados na Grandec@lAnimal, em 8,1% (13/160) de
locais dentro da Clinica de Pequenos Animais, e28% (2/10) dos pontos de
amostragem em outro lugar. Catorze das 21 estigstadas produziram toxin@s

vitro.

Foi encontrada uma associacdo geogréfica, dosi@olgositivos, com areas na grande
clinica de animais onde anteriormente tinha sidgrmbsticada diarreia nosocomial por
C. difficile em cavalos. Varios outros locais com potencialapar transmissao
nosocomial do microrganismo foram identificadaseasrem qué€. difficile foi isolado
tendem a ser areas com alto trafego de animal, aamento da possibilidade de
contaminacéo fecal, e dificil acesso para limpasuperficies. Este estudo documenta a
prevaléncia deste microrganismo no meio ambierdeseu papel potencial na doenca

nosocomial.
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1.9.2. Distribuicao deClostridium difficile no ambiente de South Wales

Al Saif e Brazier realizaram, em 1996, um estudd®’a&s de Gales com o objetivo de
determinar a prevaléncia @& difficile no ambiente e demonstrar de que forma é que a
populacdo podera estar exposta a este microrganiSaoedo um microrganismo
formador de esporos;. difficile pode, teoricamente, sobreviver indefinidamente no
meio ambiente e consequentemente ser ingeridoHmitem de variadas formas. Para
tal colheram amostras na agua (rios, lagos, camaisar), solo (parques, jardins e
parques infantis), superficies ambientais (hospitelinicas veterinarias, residéncias
estudantis e moradias) e em vegetais crus vendid®snercados de Cardiff (tomate,
batata, couve, alface, cebola, etc). Foi realizagasquisa do microrganismo e detecao

da toxina A.

Os resultados demonstraram a presenda. difficile em 36% (40/110) das amostras de
agua, 21,4% (22/104) no solo, 20% (76/380) em $igpes de hospitais, 16,7% (5/30)

em superficies de clinicas veterinarias e em 2,3M00) de amostras de vegetais. A
percentagem de isolados positivos para a toxinai Ad, respectivamente, 90% (36/40),
40,9% (9/22), 94,7% (72/76), 20% (1/5) e de 71,8%8)(

Os resultados obtidos indicam uma elevada previalém amostras de agua de rios
(81,2%) e de lagos (40%). Apenas foi encontr@ddifficile numa amostra de agua da
rede publica, o que demonstra o potencial de a dedeistribuicdo ser uma fonte de

infecdo, caso o tratamento da agua nao seja adequad
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1.10.0BJETIVO GERAL

O estudo desenvolvido teve como objetivo detetprantificarClostridium difficileem
alimentos vendidos quer em estabelecimentos dorcamtéadicional, quer em grandes

superficies, localizados na zona do Grande do Rdtisboa.
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2.MATERIAIS E METODOS

2.1. AMOSTRAGEM

No ambito deste trabalho foi realizada uma avatiagi&robiolégica, Contagem e Dete¢do de
Clostridium difficile em 145 produtos adquiridos entre janeiro de 20j2neiro de 2013.
Foram analisadas: 60 amostras de carne de vacdh(movitela e bovino), 20 amostras de
carne picada de porco, 24 amostras de frango (c@sas, pescoco, sobrecoxa, moelas e
hamburgueres), 39 enchidos tradicionais (alhemsicha fresca, paio, morcela, presunto,
fiambre, chourigo, linguica e moura) e duas amestla moluscos bivalves. Os produtos
foram comprados quer em estabelecimentos do camnéradicional quer em grandes

hipermercados.

A selecdo das amostras, no momento de compra, fmais heterogénea possivel, no
comércio tradicional foi dada preferéncia as calfaepicadas e expostas para escolha do
consumidor, enquanto que nas grandes superfi@ssaiha variou entre carnes previamente
picadas, marcas proprias embaladas e outras maroasladas a vacuo ou atmosfera
modificada. No caso dos enchidos a compra foi afituseguindo 0 mesmo principio de
heterogeneidade, assim, foram analisados produlgsirelos na charcutaria, produtos
acondicionados em atmosfera modificada, em vaquodutos embalados apenas com ar. O
transporte e acondicionamento das amostras fazaeal em sacos térmicos. As amostras
foram conservadas em frigorifico, por um periodxima de 24 h, até ao momento de inicio

de andlise no laboratério.

2.2.METODOLOGIA DE ANALISE

Foram testadas duas metodologias. Na metodolodgai Aealizada contagem direta d&
difficile baseada em estudos realizados por véarios au@exsde et al.,1979, Perry et al.,
2010, Eckert et al., 2013), utilizando como meiocddura seletivo a Gelosélostridium
difficile (CLO; bioMérieux, Marcy L'Etoile, France) (Tab&dpa
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Tabela 3 - Composicéao da Geld@destridium difficile(CLO):

Ingredientes

Peptona de caseina (bovino) 183 g
Peptona de carne (bovino ou porcino 50
Peptona de coracao (bovino ou porcino) 3g
Amido de milho 19
Cloreto de sédio 5¢
Agar 13,59
Sangue (carneiro) 50 ml
Cicloserina 0,100 g
Cefoxitina 0,008 g
Anfotericina B 0,002 g
Agua 1000 ml
pH 7,3

O meio é comprado pronto a usar, em embalagen8 piaas.

A colheita das amostras foi realizada segundo 43#8:1982. A preparacao das amostras e
respetivas diluicdes foram realizadas segundo @sices descritas na ISO 6887-2:2003.
Retiraram-se asséptica e aleatoriamente pequatief em diversos pontos da amostra para
um saco deStomacheresterilizado, perfazendo 10 g. De seguida, adiciese 90 ml de
solucdo de Ringers (1htrength e procedeu-se a homogeneiza¢do durante 2 mirkdosm
realizadas trés diluicbes decimais em solucéo dgeRi A contagem foi realizada em Gelose
Clostridium difficile (CLO), por sementeira a superficie e incubacdo cemdicbes de
anaerobiose, utilizando jarras de anaerobiose # gekador de anaerobiose Anaerocult A

(Merck). As placas incubaram a 37 °C durante 72 h.

Apo6s incubacdo, foram selecionadas as coldniadecttéicas que apresentaram uma cor
cinzenta e que por vezes se espalham ao longostteasale sementeira, que possuem um

odor a estrume de cavalo e fluorescéncia amargkrasado sob luz UV (360 nm).
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A identificacdo presuntiva foi confirmada por celgiio de Gram e hemdlise em gelose de
sangue e pelas seguintes provas: presenca de gspoobilidade em meio de Nitrato
Mobilidade Agar, reducdo de nitratos, pesquisatilédade das enzimas catalase, lecitinase,

gelatinase e triptofanase.

A metodologia B foi uma adaptacdo das técnicasaqdis por varios autores (Arroyo et al.,
2005; Jbbst et al., 2010; Boer et al., 2011 e Lobet al., 2012) usando o meio de cultura
seletivo Clostridium difficile Moxalactam Norfloxacin (CDMN; Oxoid, Mediaproduks,
Groningen, The Netherlands) (Tabela 5). A dete@G.ddlifficile foi realizada com um pré-
enriguecimento er@lostridium difficileMoxalactam Norfloxacin broth (Tabela 4) e com pré-

tratamento com Etanol antes da inoculacdo em placa.

Tabela 4 - Composicao @Hostridium difficileMoxalactam Norfloxacin broth:

Ingredientes

Protease peptona 40,09
Hidrogenofosfato dissodico 509
Dihidrogenofosfato de potassio 109
Sulfato de magnésio 0,19
Cloreto de sddio 209
Fructose 6,09
Agua 1000 ml
pH 7,0 + 0.2 a 25°C

Apos esterilizacao, € adicionado ao meio de cultura

* 500,0 mg/l de cloridrato de L(+)-cisteina monohiddm;
» 12,0 mg/l de norfloxacina;
* 32,0 mg/l de moxalactam;

* 7% (v/v) de Sangue de cavalo.
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Tabela 5 Composicéo d€lostridium difficileMoxalactam Norfloxacin (CDMN):

Ingredientes

Protease peptona 40,09
Hidrogenofosfato dissodico 50¢9
Dihidrogenofosfato de potassio 10g
Sulfato de magnésio 0,1¢g
Cloreto de sédio 2009
Fructose 6,09
Agar 15,09
Agua 1000 m
pH7,0+0.2a25°C

Apos esterilizacao, é adicionado ao meio de cultura

* 500,0 mg/l de cloridrato de L(+)-cisteina monohiddm;
* 12,0 mg/l de norfloxacina;
e 32,0 mg/l de moxalactam;

e 7% (v/v) de Sangue de cavalo;

Posteriormente o meio € distribuido em placas tie Pe

A colheita das amostras foi realizada segundo al8#8:1982. Porém, todas as amostras
analisadas foram congeladas apos se ter realizadet@dologia A. A descongelagdo das
amostras foi realizadavernight em frigorifico. Seguidamente retirou-se assépteca
aleatoriamente pequenas fracdes em diversos pdatamostra para um saco esterilizado de
Stomacher perfazendo 10 g e adicionou-se 20 ml @estridium difficile Moxalactam
Norfloxacin broth. Procedeu-se a homogeneizacdo Séomacherdurante 2 minutos e
incubou-se os sacos &omacher 37 °C durante 7 dias em condi¢cdes anaerobibzarndo

jarras de anaerobiose e o kit gerador de anaemBinaerocult A (Merck). O Pré-tratamento
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das amostras com etanol (Alcohol Shock Treatmenit)réalizado da seguinte forma:
misturou-se 2 ml de amostra com 2 ml de etanol 9dBéMmogeneizou-se erStomacher
durante5 minutos, deixou-se repousar a temperatura angbipot 1 hora e em seguida
centrifugou-se as amostras a 3800 rpm durante hOtos. Retirou-se o sedimento obtido
paraClostridium difficile Moxalactam Norfloxacin (CDMN) e incubou-se as pg@ 37 °C
em condi¢Bes anaerdbias por 72 horas.

Leitura, interpretacdo e confirmacéo do Clostridium difficile Moxalactam Norfloxacin
(CDMN)

Apos incubacdo observou-se a presenca de colGaratedsticas que apresentam uma cor
opaca branco-acinzentado, que possuem um odorramestde cavalo e fluorescéncia
amarelo-esverdeado sob luz UV (360 nm). A idemtfém presuntiva foi confirmada de

acordo com o descrito na metodologia A.

2.3.CONTROLO PoOSITIVO

Foi utilizado como controlo positivo d€. difficile, um isolado clinico fornecido pelo
Hospital de S. Marcos, Braga, com a referéntidl5639 Foi preparada uma suspensao de
10 g de uma das amostras de carne picada nos trespeatiluentes (90 ml de solucdo de
Ringers (1/4strength e em 20 ml deClostridium difficile Moxalactam Norfloxacin broth),
inoculadas com a cultura pura @e difficile e executadas as metodologias A e B, tal como

descrito anteriormente.

2.3.1. Determinacao de viabilidade d€lostridium difficile

Foi utilizado Brain Heart Infusion agar (BHI agagmo meio ndo seletivo nas contagens
realizadas, para determinacdo de viabilidadeCdedifficile. Foram realizadas diluices
decimais em solugdo de Ringer Bt#engthsegundo as técnicas descritas na ISO 6887-
2:2003. As contagens foram realizadas simultanetamen BHI agar e nos meios de cultura

seletivos (CLO e CDMN) usados nas duas metodolotgatadas. As temperaturas e

44



Material e Métodos

condi¢cdes de incubacdo foram exactamente iguaikesitas na metodologia A e B, bem
como a leitura, interpretacéo e confirmagéo dasnia$ carateristicas.

As contagens foram realizadas em BHI agar, em Cee@ &€DMN, com o controlo positivo

inoculado em 10 g de carne, para perceber qual taga de recuperacao.
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3. RESULTADOS E DISCcUsSsAO

Foram analisados um total de 145 produtos adqusimdozona do Grande Porto e Lisboa, em
estabelecimentos do comeércio tradicional e grandeperficies (supermercados e
hipermercados), tal como registado nas Tabela6,91], 12 e 13, em anexo. De acordo com
as metodologias utilizadas, verificou-se que toamd45 amostras foram negativas para a
contagem e detecao @e difficile.

Todas as amostras foram analisadas pelas duas alogfied descritas, sendo a primeira
metodologia (A) baseada na contagem direta (Gesirgé,1979, Perry et al.,2010, Eckert et
al., 2013). A Gelos€lostridium difficile (CLO) € um meio de isolamento seletivo destinado
ao desenvolvimento de. difficile a partir de fezes. A presencga de sangue de cafaeitita

0 crescimento da espécie a pesquisar. Os antisdtcos antifiUngicos presentes no meio
inibem a maior parte dos contaminantes bacteri@nddngicos (George et al.,1979; Al-
Jumaili e Bint, 1981; Delmee e Wauters, 1981).

A segunda metodologia (B) baseia-se num pré-erviguento de sete dias de incubacéo,
seguido de um pré-tratamento com etanol e isolaonemt placas de meio seletivo p&a
difficile (Arroyo et al., 2005; J6bst et al., 2010; Boerlet2011 e Limbago et al., 2012). O
meio Clostridium difficileMoxalactam Norfloxacin (CDMN) resulta de uma fotenproposta
por Aspinall e Hutchinson (1992) e destina-se amamento deC. difficile em fezes.
Verificou-se que o CDMN é significativamente maiequtivo e que permite o isolamento de
mais 20% de estirpes @& difficile, quando comparado com meios de cultura suplemantad
apenas com D-cicloserina e Cefoxitina (AspinalligdHinson,1992). Verificou-se que o pré-
tratamento com etanol reduzia consideravelmentera tontaminante e em alguns casos
eliminava mesmo todos os outros microrganismoseptes nas amostras, principalmente nas
amostras de carne picada, onde a contaminacaalpos anicrorganismos € vasta e dificulta
a selecdo de coldnias carateristica€ ddifficile.

A baixa prevaléncia d€. difficile em carnes e outros produtos alimentares, do estudo
realizado, estd de acordo com o descrito em oestglos que referem baixo nivel e baixa
ocorréncia deC. difficile em animais de abate destinados a alimentacéoi(8akt., 2009;

Von Abercron et al., 2009; Gould e Limbago de 20ROuttier et al., 2010; Hoffer et al.,
2010; Jobstl et al., 2010; Boer et al., 2011). Porénquanto que alguns autores registaram

apenas 1% de amostras positivas (Zidaric e Rupiik?) outros conseguiram obter valores
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de 51% (Simango e Mwakurudza, 2008) nas mesmasigf@sd de analise (matriz e

metodologias aplicadas), ver Tabela 6.

Tabela 6 — Compilacdo de estudos realizados pasvautores, entre 2012 e 2007

NUmero total

NUmero de amostras

Pais Autores / Ano Matriz .
de amostras positivas (%)
o _ 59 carnes picadas e produtos
_ Zidaric e Rupnik
Eslovénia prontos-a-comer; 8 saladas e 116 1(2)
(2012) _
legumes frescos; 49 ovos de galinha
Carnes cruas (porco, bezerro,
Holanda Boer et al. (2010) ) 500 8(2)
cordeiro e frango)
105 embalagens de carne picada ;
) 59 salsichas de porco; 12
Franca Bouttier et al. (2010) 176 2(D)
embalagens de carne crua de
comida para gato
i _ 100 carnes picadas; 50 amostrag de
Austria Jobstl et al. (2010 , 150 3(2)
leite cru
Canada Weese et al. (2010) Frango 203 (12%
Rodrigues-Palacios 149 carnes de vaca picada; 65
Canada _ 214 13(6)
et al. (2009) costeletas de vitela
i 115 carnes de vaca; 115 carnes|de
Canada Weese et al. (2008) 230 28(12)
porco
65 carnes cruas (vaca, porco, pera,
USA Songer et al. (2009) linguiga e chourigo); 23 carnes 88 37(42)
prontas para consumo (salsichas)
) Simango e Frango de aviario (100 amostras [de
Zimbabwe 200 51(26)
Mwakurudza (2008 fezes e 100 de solo)
i Rodriguez-Palaciog 60 carnes picadas embaladas; $3
Canada 120 44(37)

et al. (2007)

carnes de vaca; 7 carnes de vitg

la
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Relativamente a taxa de recuperacao, concluiu-sequando o nivel de inéculo é superior a
10° ndo existe uma reducdo significativa do nimerocélelas. Nos casos em que a
inoculacéo foi inferior a 300 ufc /g ndo se obtarar contagens (< 10 ufc/g), quando a
enumeracéo foi feita em meio seletivo CLO, (Tab®laMelhores resultados foram obtidos
com o meio CDMN no qual s6 néo foi possivel obtertagens quando o indculo foi inferior

a 30 ufc/ g (CDMN, Tabela 8) — 1 log de diferengree métodos.

Estes resultados revelaram uma melhor sensibilidadgue a descrita para a pesquis&de
difficile em fezes, 85,2% no caso do CLO (Eckert et al.3R68Xe 88,3% no caso do CDMN
(Aspinall et al., 1992 e Bloedt et al., 2009).

Tabela 7 — Resultados obtidos na determinacaoxdadi recuperacao @& difficile, para a

metodologia A*

Nivel de in6culo Resultado em CLO
Amostra
(ufc/ g) (ufc / g de amostra)
1 1,9E+04 1,6E+04
2 2,1E+03 1,0E+03
3 2,9E+02 < 1,0E+01
4 3,0E+01 <1,0E+01

*Método de contagem directa em CLO com 3 dias daliacdo. Quatro amostras de carne
picada, foram inoculadas com diferentes concengsagfd cultura U 315639 e efetuadas

contagens em BHI agar e CLO.
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Tabela 8 - Resultados obtidos na determinacaoxdadrecuperacao @k difficile, para a
metodologia B*

Nivel de in6culo Resultado em CDMN
Amostra
(ufc / g) (ufc / g de amostra)
1 2,0E+04 1,1E+04
2 2,2E+03 1,7E+03
3 2,9E+02 2,0E+02
4 3,0E+01 < 1,0E+00

*Método de detecdo em meio seletivo, com pré-epdomento e pré-tratamento com etanol.
Quatro amostras de carne picada, foram inoculamfasdd@erentes concentragdes da cultura U
315639 e efectuadas contagens em BHI agar e CDMN.

Como todas as amostras se revelaram negativas paesenca d€. difficile, verificada quer

no método quantitativo quer no qualitativo, podsuasr-se que o nivel de contaminacao
tipica nas carnes é muito baixo. Rodriguez-Palaetoal. (2009), defendem que a baixa
sensibilidade dos métodos utilizados se deverialacero reduzido de esporos presentes nas
amostras analisadas, o que esta de acordo comubd®s obtidos no presente trabalho, para
as amostras contaminadas artificialmente com nindraixos. Porém esta baixa
contaminagcdo ndo deve ser desprezada uma vez qiescenhece a relacdo entre a dose

infetante e fatores de risco para as DACD.
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4.CONCLUSOES GERAIS

A infecao porC. difficile € um problema global com varias faces, colocamdaftbs cada vez
mais exigentes, que impdem uma constante actuatizagconsciéncia, com o objetivo de
reduzir o risco de doenca e implementar corretadidas no tratamento dos pacientes. Esta
guestdo tem despertado, junto da comunidade déentifistante interesse, principalmente
pelo facto de as Doencas Associad&s difficile, serem um achado cada vez mais frequente.
Durante anos pensou-se dhedifficile fosse inécuo para o ser humano, apenas manifestand
O Seu caracter patogénico em pessoas que estivesspostas aos fatores de risco,
principalmente a terapia por antibiéticos e aorimeento hospitalar. Esta realidade mudou e
verifica-se 0 aumento da prevaléncia de algumagest usualmente isoladas em animais,
nas DACD fora de ambientes hospitalares. Estasaafies supdem a possibilidade @e
difficile ser um agente zoonotico, transmitido aos humaelasgontacto com os animais, ou

mais grave ainda, pelos alimentos.

Os estudos sobre a prevalénciaGldifficile realizados, em todo o mundo, em carnes e em
outros produtos alimentares, tais como vegetai®leisvos bivalves, reforcam a ideia de se
consideralC. difficile como um patogénico de origem alimentar. No entaréto ha nenhuma
evidéncia epidemioldgica atual (isto €, surtos atitares associados a ingestao de alimentos

contaminados por este microrganismo) para apoiarhgsotese.

N&o ha atualmente uma explicacdo definitiva, gséfijgue os diferentes resultados obtidos
por diferentes investigadores. Especula-se solyaixa contaminacao tipica deste tipo de
matriz, sobre a dispersdo pouco homogénea dassdlalC. difficile nas amostras e ainda
sobre a presenca sazonal deste microrganismo mesnébs. A ndo utilizacdo de métodos

padronizados podera ainda explicar algumas desexsrttas.

Clostridium difficileexemplifica a capacidade de patogénicos ja codbscemergirem com
uma viruléncia aumentada, desafiando os cientistaglicar 0 seu ressurgimento, os clinicos

a repensar as suas praticas, e os peritos de pabtiea a encontrar novas medidas para
limitar a sua disseminacdo (Bartlett JG, 2005).a8&enecessarios mais estudos que
investiguem a transmissao @e difficile do campo a nossa mesa, estudando este problema de
uma forma global, onde veterinarios, engenheinoseaitares, médicos e epidemiologistas se

juntam para determinar €2 difficile € realmente um patogénico de origem alimentar.
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Anexo

ANEXO

Tabela 9 — Sessenta amostras de carne de vac#jopontela e bovino foram analisadas.
Foram adquiridas 16 amostras em grandes super{hij@srmercados e supermercados), 13
amostras no Porto e 3 em Lisboa. No comércio ti@uat foram adquiridas 44 amostras, 25

no Porto e 19 em Lisboa.

Tipo de amostra Local de compra Cidade Tipo de estabelecimento
Carne de vaca picada Supermercado Froiz Porto pGade S. Jodo SUPERMERCADO
Carne de vaca picada Continente Valbom - Gondoma IPER/SUP
Carne de vaca picada JUMBO - Arrabida Vila Novadéa HIPER/SUP
Carne de vaca picada Pingo Doce Gondomar HIPER/SUP
Carne de vaca picada Supermercado Froiz Porto pGade S. Jodo SUPERMERCADO
Carne de vaca picada Supermercado Biguana Mindéla do Conde SUPERMERCADO
Carne de vaca picada Pingo Doce Amial - Porto HISER

Preparado de carne picada  Continente (marca: ]
bovino Continente) Vila do Conde HIPER/SUP
Carne de Vitela Pingo Doce Porto HIPER/SUP
Carne picada de Novilho JUMBO Vila Nova de Gaia ERPSUP
Carne picada de novilho Supermercado Froiz Porto PERMERCADO
Carne picada de novilho Froiz Porto SUPER/HIPER
Carne de novilho picada Froiz Porto SUPER/HIPER
Carne picada de novilho INTERMARCHE Porto Salvo EFBHIPER
Carne picada Novilho JUMBO Alfragide SUPER/HIPER
PINGO DOCE Venda
Carne picada Vitela Nova Amadora SUPER/HIPER
Carne de vaca picada Super Talho da Praia Mindelo radidional
Carne de vaca picada Talho Pereira Mindelo Trad#dio
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Tabela 9 (continuacao)

Tipo de amostra Local de compra Cidade Tipo de estabelecimento
Carne de vaca picada Talho Central Miradouro Valb@ondomar Tradicional
Carne de vaca picada Talho da Giesta Valbom - Guado Tradicional
Carne de vaca picada Talho Alegra Valbom - Gondomatr Tradicional
Carne de vaca picada Talho do Monte Valbom - Gorsdom Tradicional
Carne de vaca picada Talho Vieira Boavista - Porto Tradicional
Carne de vaca picada Talho "O Barroso" Amial - ®ort Tradicional
Carne de vaca picada Carnes Meireles Gondomar Cloadl
Carne de vaca picada Talho Central Gondomar Trathti
Carne de vaca picada Carnes Rendeira Maia Tradicion
Carne de vaca picada Talho da Estacéo Rio TintmndG@mar Tradicional

Carne picada de novilho Talhos Carlos Pintd Porto radiCional
Carne de novilho picada Talhos Boavista Porto Tiadal
Carne picada de novilho INTERMARCHE Vila Nova dei&sa Tradicional
Carne picada de novilho Talhos Regal Vila Nova d&aG Tradicional
Talhos Carnes S& da
Carne picada de novilho Bandeira Vila Nova de Gaia Tradicional
carne picada do dia Novilhd Talhos Pessegueirp oPort Tradicional
Carne de novilho de 22
categoria Talhos Beira Alta Matosinhos Tradicional
Bife da perna Talhos da Boavista Porto Tradicional
Carne picada Talhos Carnes Casal Vila Nova de Gaia Tradicional
Carne picada Talhos Carnes Meirelgs Maia Traditiona
Talhos Multicarnes de
Carne picada Gueifdes Maia Tradicional
Carne picada Talho Novo do Forng Rio Tinto - Gondom Tradicional
Carne picada Talho da Quinta Rio Tinto - Gondomai radicional
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Tabela 9 (continuacao)

Tipo de amostra Local de compra Cidade Tipo de estabelecimento
Carne de vaca picada Talho Luso Francés Lisboa icCloadl
Carne de vaca picada Talhos Lino & Vicente Lisboa radicional

Carne picada de bovino Talhos do Julio Lisboa Tiadal
Carne picada de novilho ) o
) Talhos MAXISANTOS Lisboa Tradicional
nacional
Carne picada de novilho Vitor & Vitor Lisboa Traitioal
Carne picada de vaca Espaco da Carne Almada Toadici
Carne picada de novilho Talho Terminus da Cdrne éd\lg Tradicional
) Talho Truques Especiais o
Carne picada Queluz Tradicional
nas Carnes, Lda
. . Talho Majestade da o
Carne picada de novilho Amadora Tradicional
Amadora
Carne picada de novilho Talho Monumental Amadora aditional
Carne picada de novilho Talho do Tunel Cacém T rauolid
Carne picada de novilho Talhos Extracarnes Cacém adidional
Carne picada de novilho Mercado da Carne Loures didicanal
_ _ Boutique da Carne o
Carne picada de novilho Flamenga Tradicional
Gourmet da Flamenga
Carne picada de novilho Talho Central P. St° Adrido Tradicional
Carne picada de novilho Talhos MAXISANTOS Odivelas Tradicional
Bife da Pa Dianteiro de o
] Mercado da Carne Loures Tradicional
novilho
Carne de novilho Dianteiro Boutique da Carne o
] Flamenga Tradicional
comprido Gourmet da Flamenga
Carne picada de novilho Talho Carlos Lisboa Tradial
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Tabela 10 — Foram analisadas 20 amostras de camp@co adquiridas no Porto. Oito foram

adquiridas em grandes superficies (hipermercadapermercados) e 12 no comércio

tradicional.

Tipo de amostra Local de compra Cidade Tipo de estabelecimento
Carne de porco picada Supermercado Frqiz Portonp@a de S. Joao SUPERMERCADO
Carne de porco picada Continente Valbom - Gondoma HIPER/SUP
Carne de porco picada JUMBO - Arrabida Vila NovaGiea HIPER/SUP
Carne de porco picada Pingo Doce Gondomar HIPER/SUP
Carne de porco picada Supermercado Frqiz Portonp@a de S. Joao SUPERMERCADO
Carne de porco picada Supermercado Biguana Mindelo SUPERMERCADO
Carne de porco picada Pingo Doce Amial - Porto HRFEP

Preparado de carne picadg Continente (marca:

porco Continente) Vila do Conde HIPER/SUP
Carne de porco picada Super Talho da Praia Mindelo Tradicional
Carne de porco picada Talho Pereira Mindelo Tradali

Talho Central

Carne de porco picada Miradouro Valbom - Gondomar Tradicional
Carne de porco picada Talho da Giesta Valbom - Goad Tradicional
Carne de porco picada Talho Alegra Valbom - Gondoma Tradicional
Carne de porco picada Talho do Monte Valbom - Gaorato Tradicional
Carne de porco picada Talho Vieira Boavista - Porto Tradicional
Carne de porco picada Talho "O Barroso' Amial t&or Tradicional
Carne de porco picada Carnes Meireles Gondomar icloadl
Carne de porco picada Talho Central Gondomar Ticatht
Carne de porco picada Carnes Rendeirg Maia Tradikcio
Carne de porco picada Talho da Estacad Rio TiGondomar Tradicional
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Tabela 11 — Foram analisadas 24 amostras de carfnendjo, provenientes de varias partes

do frango. Todas foram adquiridas na zona do grRod®, 7 foram adquiridas em grandes

superficies (hipermercados e supermercados) e t@mércio tradicional.

Tipo de amostra Local de compra Cidade Tipo de estabelecimento
Moelas frango embaladas Supermercado Froiz P&tonpus de S. Joag SUPERMERCADO
Aparas de frango Continente Valbom - Gondomar RSP
Aparas de frango Continente Valbom - Gondomar RSP
Aparas de frango Continente Valbom - Gondomar RSP
Fricasse de frango (cloaca) Continente Valbom -déarar HIPER/SUP
Fricasse de frango (coxa) Continente Valbom - Garato HIPER/SUP
Fricasse de frango (sobrecoxa) Continente Valb@uandomar HIPER/SUP
Aparas de frango (cloaca) Cantina escolar Porto digienal
Aparas de frango (cloaca) Cantina escolar Porto digienal
Aparas de frango (cloaca) Cantina escolar Porto didienal
Aparas de frango (cloaca) Cantina escolar Porto didienal
Aparas de frango (cloaca) Cantina escolar Porto didienal
Hamburger de frango Continente Porto Tradicional
Hamburger de frango Continente Porto Tradicional
Hamburger de frango Continente Porto Tradicional
Hamburger de frango Continente Porto Tradicional
Hamburger de frango Continente Porto Tradicional
Aparas de frango (pescoc¢o Cantina escolar Porto adidional
Aparas de frango (asas) Cantina escolar| Porto dicamdil
Aparas de frango (cloaca) Cantina escolar Porto didienal
Aparas de frango (cloaca) Cantina escolar Porto digienal
Aparas de frango (cloaca) Cantina escolar Porto digienal
Aparas de frango (cloaca) Cantina escolar Porto digienal
Aparas de frango (cloaca) Cantina escolar Porto digienal
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Tabela 12 — Varios tipos de enchidaslicionais foram analisados, num total de 39 a&rass

Foram adquiridos em supermercados na zona do gRortle 12 alheiras, 6 salsichas frescas,

3 chouricos tradicionais, 3 paios, 3 morcelas,e3pntos, 1 pa fumada, 1 fiambre fatiado, 5

enchidos crioulos, 1 linguica e 1 moura.

Tipo de amostra Local de compra Cidade Tipo de estabelecimento
Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Alheira Continente Porto SUPERMERCADO

Salsicha fresca embalada Supermercado Frqiz P@ampus de S. Jodd SUPERMERCADO

Salsicha fresca embalada Supermercado Frqiz P@aopus de S. Jodd SUPERMERCADO

Salsicha fresca embalada Supermercado Frqiz P@aopus de S. Jodd SUPERMERCADO

Salsicha fresca embalada Supermercado Frqiz P@aopus de S. Jodd SUPERMERCADO

Salsicha fresca embalada Supermercado Frgiz PGaopus de S. Joéd SUPERMERCADO

Salsicha fresca embaladg Supermercado Frgiz PGaopus de S. Joéd SUPERMERCADO
Chourico de carne tradicional Continente Vila do Conde SUPERMERCADO
Chourico de carne tradicional Continente Vila do Conde SUPERMERCADO
Chourigco Mouro Continente Vila do Conde SUPERMERQ@AD

Paio Continente Porto SUPERMERCADO

Paio Continente Porto SUPERMERCADO

Paio Continente Porto SUPERMERCADO
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Tabela 12 (continuacao)

Tipo de amostra Local de compra Cidade Tipo de estabelecimento
Morcela Continente Porto SUPERMERCADO
Morcela de arroz Continente Porto SUPERMERCADO
Morcela de arroz Continente Porto SUPERMERCADO
Presunto Supermercado Froiz Porto - Campus dea8. Jp SUPERMERCADO
Presunto Supermercado Froiz Porto - Campus dea8. Jp SUPERMERCADO
Presunto Supermercado Froiz Porto - Campus dea8. Jp SUPERMERCADO
P& fumada Continente Porto SUPERMERCADO
Fiambre fatiado Continente Vila do Conde SUPERMERCA
Enchido crioulo Continente Porto SUPERMERCADO
Enchido crioulo Continente Porto SUPERMERCADO
Enchido crioulo Continente Porto SUPERMERCADO
Enchido crioulo Continente Porto SUPERMERCADO
Enchido crioulo Continente Porto SUPERMERCADO
Linguica do Alvao Continente Porto SUPERMERCADO
Moura do Alvao Continente Porto SUPERMERCADO

Tabela 13 — Duas amostras de moluscos bivalvesnfarsalisadas, adquiridas na zona do

Porto, uma com 2 dias de depuracédo e outra senmad@au

Tipo de amostra Local de compra Cidade Tipo de estabelecimento
Molusco (berbigdo com 2 dias ] o
Depuradora Vila do Conde Tradicional
de depuragéo)
Molusco (berbigdo ndo ] o
Depuradora Vila do Conde Tradicional
depurado)

69




