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RESUMO

As espécies termotolerantes de Campylobacter spp. sao frequentemente
apontadas como o agente etiolégico mais comum nos casos de doengas
veiculadas por alimentos em diversos paises. Ao ser ingerido mesmo em
pequenas quantidades (de 400 a 500 células), esse microrganismo, por meio dos
mecanismos de patogenicidade, desenvolve gastroenterite infecciosa no
hospedeiro, conhecida como campilobacteriose. Esta doencga esta intimamente
relacionada a ingestdo e manipulagdo incorreta de alimentos contaminados,
especialmente carne de frango, sendo as aves o principal reservatoério. Pouco se
sabe sobre o papel desempenhado pelos ovos na transmissdo de
campilobacteriose, tendo como base o consumo anual dessa matriz alimentar,
pesquisas que esclarecam todas as variaveis envolvendo esse alimento sao de
fundamental importancia. Pelo exposto, este estudo teve como objetivo verificar a
ocorréncia de Campylobacter spp., identificar as espécies termotolerantes
circulantes na cidade de Goiania, vinculadas aos estabelecimentos
comercializadores de alimentos, relacionados a alta densidade populacional,
localizados em distritos comerciais e avaliar o nivel de suscetibilidade a
antimicrobianos dos isolados de carcagas de frango e ovos provenientes destes
estabelecimentos. Um total de 100 carcagas de frango e 100 duzias de ovos
foram avaliados utilizando como triagem o ensaio imunoenzimatico miniVIDAS®
com posterior isolamento bacteriano das amostras e identificagdo por meio da
biotipificacdo. Por meio dos métodos empregados observou-se que
Campylobacter termotolerantes foi identificada em 7% (7/100) das carcagas de
frango e em 1% (1/100) das amostras de ovos. A espécie com maior numero de
isolados foi Campylobacter jejuni (50%), seguidos por Campylobacter coli (25%)
e Campylobacter lari (25%). Para a resisténcia a antimicrobianos os resultados
reportaram que 100% dos isolados séo resistentes a eritromicina, assim como a
ciprofloxacina e tetraciclina. Para acido nalidixico e ceftriaxona, os valores de
resisténcia foram da ordem de 91,7%. Cloranfenicol foi resistente em 50% dos
isolados, apresentou sensibilidade a 33,3% e resisténcia intermediaria a 16,7%.
Observou-se ainda que 100% dos isolados apresentaram perfil de
multirresisténcia. Pelos resultados obtidos conclui-se que Campylobacter
termotolerantes estdo presentes em carcagas de frango e ovos comercializados
na cidade de Goiania, cuja distribuicdo torna-se relevante do ponto de vista da
exposicao aos consumidores. Campylobacter jejuni foi a espécie mais frequente.
Os seis distritos pesquisados apresentaram bactérias do género pelo menos em
um estabelecimento. Os isolados quando pesquisados quanto a resposta a
antimicrobianos mostraram-se multirresistentes, denotando a importancia desta
investigacao como forma de respaldar a eleicdo de bases e principios para a
antibioticoterapia para tratamentos prescritos. Os alimentos avicolas pesquisados
neste estudo e considerados positivos para o patdogeno constituem risco ao
consumidor.

Palavras chave: alimentos destinados ao consumo, Campylobacter
termotolerantes, carcagas de frango, multirresisténcia, ovos

comerciais.



ABSTRACT

Thermophilic species of Campylobacter spp. are often cited as the most common
etiologic agent in cases of foodborne ilinesses in several countries. When ingested
even in small quantities (400 to 500 cells) this organism, through the mechanisms
of pathogenicity, the host develops infectious gastroenteritis known as
campylobacteriosis. This disease is closely related to the intake and improper
handling of contaminated food, especially poultry, and birds the main reservoir of
the microorganism. Poor knowledge climbs the role of eggs in the transmission of
campylobacteriosis, based on the annual consumption of the food matrix, research
clarifying all variables involving this food are essential. This study aimed to verify
the occurrence of Campylobacter spp., identify thermophilic species involved and
assess the level of antimicrobial susceptibility of isolates from chicken carcasses
and eggs obtained from commercial establishments in the city of Goiania. A total
of 100 chicken carcasses and 100 dozens of eggs were evaluated using enzyme-
linked immunosorbent assay for screening miniVIDAS ® with subsequent bacterial
isolation and identification of samples by biotyping . By means of the methods
employed observed that Campylobacter spp. was identified in 7% (7 /100) of
chicken carcasses in 1% (1/100 ) of samples of eggs, 100 % of these were
confirmed as belonging to the bacterial genus . The species with the highest
number of isolates were Campylobacter jejuni (50 %), followed by Campylobacter
coli ( 25 % ) and Campylobacter lari ( 25 % ). For antimicrobial resistance results
were that 100% of the isolates were resistant to erythromycin, as well as
ciprofloxacin and tetracyclines. For ceftriaxone and nalidixic acid resistance values
were 91.7 % resistant. Chloramphenicol was 50% of resistant isolates, showed
33.3% sensitivity and 16.7% intermediate resistance. It was also observed that
100% of the isolates showed multidrug profile. Through the results obtained it is
concluded that thermophilic Campylobacter are present in chicken carcasses and
marketed in Goiania eggs, whose distribution becomes relevant from the point of
view of exposure to consumers. Campylobacter jejuni was the most frequent
species. The six districts surveyed had bacteria of the genus in at least one
category. Isolates when screened for response to antimicrobial proved
multiresistant, denoting the importance of research as a way to support the
election of bases and principles for the antibiotic treatment prescribed treatments.
Poultry foods surveyed in this study and considered positive for the pathogen
constitute risk to the consumer.

Keywords: broiler, commercial eggs, food for consumption, multidrug resistance,

thermophilic Campylobacter.



1. INTRODUGAO

Internacionalmente o Brasil € conhecido pelo grande volume de
producdo de alimentos de origem animal e pela grande capacidade de
industrializacdo dos mesmos. Dentre esses, 0s produtos de origem avicola estédo
entre os destaques de producdo. No ano de 2012, a producdo mundial de carne
de carne de frango foi de 82.317 milhdes toneladas, deste total o Brasil ocupou o
terceiro lugar em producdo gerando 12.645 milhdes toneladas. O estado de
Goias, no mesmo ano, foi o quinto produtor do pais, produzindo 205.288 mil
toneladas de carne de frango, representando 5,24% da producdo nacional
destinada tanto para mercado interno, quanto para a exportacao (UBABEF, 2013).

A producédo de ovos, no ano de 2012, foi de 31.775.108.157 unidades,
sendo que 99% foram destinados ao mercado interno. Da producdo total, o
estado de Goias ocupou a posicdo de oitavo maior produtor nacional, sendo
responsavel por 4,35% da producao nacional (UBABEF, 2013).

Tendo como base o volume de producdo anual e os mercados atendidos
que cada vez exigem maior comprovacdo da seguridade dos alimentos, os
sistemas de vigilancia epidemiolégica de diversos paises buscam medidas de
contencédo que visam diminuir os casos de doencas veiculadas por alimentos.

Nos Estados Unidos, acredita-se que um em cada seis americanos sofra
de doencas veiculadas por alimentos (DVA), anualmente. Estima-se que 48
milhdes de pessoas adoecem, 128.000 sdo hospitalizadas e 3.000 morrem em
decorréncia de DVA’s (CDC, 2011).

No Brasil, entre os anos de 2000 e 2011 foram notificados 8.663 surtos de
doencas veiculadas por alimentos, com 163.425 pessoas doentes e 112 Obitos
(BRASIL, 2012), no entanto acredita-se que os dados mencionados estao
subestimados pelas deficiéncias identificadas nos sistemas de investigacéo.

Em diversos paises, assim como no Brasil, os registros de prevaléncia e
ocorréncia de DVA causadas por Campylobacter spp. tem indices variaveis de
acordo com a regido. Quando se € avaliada a situacao do estado de Goias quanto
a inexisténcia de casos registrados as autoridades responsaveis reconhecem que
os dados oficiais ndo representam a atual situacéo, pois acdes epidemiolégicas

efetivas foram implantadas apenas do ano de 2011 e o niumero de municipios



silenciosos e subnotificacdes € significativo (SINAN/GVEDT/SUVISA/SES-GO,
2012).

Dentre os patdgenos causadores de DVA, Campylobacter termotolerantes
ocupam lugar de destaque, sendo os produtos de origem avicola, dentre eles a
carne de frango, a principal matriz alimentar veiculadora (CDC, 2011; EFSA ,
2012). A transmissdo de campilobacteriose pelo consumo de ovos é raramente
estudada, mesmo assim mostra-se de grande importancia um vez que tem papel
significativo dentre os produtos avicolas (SILVA et al., 2007).

As espécies termotolerantes de Campylobacter, principalmente C.
jejuni e C.coli sado reconhecidamente uma das causas mais comuns de
gastroenterites de origem alimentar em humanos. De acordo com relatérios da
Autoridade Européia de Seguranca Alimentar (EFSA), em toda a Unido Européia
das doencas de origem alimentar mais comum é a campilobacteriose com
198.252 casos e taxa de notificagcdo de 45,57 por 100.000 habitantes em 2009
(WIECZOREK et al., 2013).

Este estudo teve como objetivo identificar, caracterizar as espécies e
determinar o perfil de suscetibilidade de isolados de Campylobacter
termotolerantes oriundos de carcacas de frangos e ovos adquiridos em

estabelecimentos do comércio varejista do municipio de Goiania.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Caracterizar Campylobacter spp. em carcacas de frango e ovos

comercializados no municipio de Goiania.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a frequéncia de isolamento de Campylobacter termotolerantes nas
matrizes alimentares avaliadas.

e Realizar identificacdo das espécies termotolerantes.

e Identificar o perfil de suscetibilidade dos isolados frente aos agentes

antimicrobianos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Histoérico, taxonomia e nomenclatura

Desde os primeiros anos do século XX, Campylobacter spp. é associada a
clinica médica veterinaria, sendo denominada nessa época como Vibrio fetus,
estando relacionado a enfermidades que causavam abortos em vacas e ovelhas.
No ano de 1931, foi descrita a espécie Vibrio jejuni, causadora da diarréia de
inverno em bezerros e, em 1946, foram isoladas bactérias semelhantes oriundas
de pacientes com diarréia aguda transmitida pelo consumo de leite contaminado
(ADAMS et al., 1997; JAY, 2005).

A primeira proposta para criacdo do género Campylobacter spp. ocorreu no
ano de 1963, por Sebald e Véron e foi baseada no fato de que as bactérias
isoladas anteriormente possuiam perfis bioquimicos e sorolégicos proprios e que
distinguiam dos microrganismos pertencentes ao género Vibrio spp. (ADAMS et
al., 1997; BUTZLER, 2004).

Na década de 70, com a determinacdo de meios seletivos apropriados e
aperfeicoamento dos procedimentos para isolamento de microrganismos
termotolerantes, foi possivel isolar Campylobacter jejuni e Campylobacter coli
oriundos de fezes humanas, associando esses microrganimos como um dos
principais causadores de diarréia infecciosa em humanos (ADAMS et al., 1997;
BUTZLER, 2004; MOORE et al., 2002).

As obras de BUTZLER et al. (1973) e SKIRROW et al. (1977) foram
precursoras na demonstracdo da importancia de Campylobacter spp. como
causas de doenca gastrointestinal aguda iniciando uma serie de estudos de
investigacdo que percorrem até os dias atuais.

Com os avancos das pesquisas que sugeriam isolamento de bactérias do
género Campylobacter, percebeu-se que as inUmeras novas espécies que vinham
sendo descobertas ndo poderiam ser classificadas em um Unico género
bacteriano, por apresentarem grande heterogeneidade na comparacdo das
sequéncias de rRNA 16S. Baseado em tal descoberta as espécies foram
reclassificadas em géneros Campylobacter, Helicobacter e Arcobacter
(VANDAMME et al., 1991).



Baseada nas relacdes filogenéticas existentes, os géneros Campylobacter,
e Helicobacter sdo pertencentes a mesma superfamilia de rRNA (RNA 1V),
constituida por bacilos Gram-negativos espiralados com baixa relacdo de bases
guanina/citosina do DNA, incapacidade de fermentar ou oxidar carboidratos e
necessidade de ambiente microaerdfilo para crescimento (MURRAY et al., 2009).

Atualmente sd@o descritas mais de 25 espécies pertencentes ao género
Campylobacter (JANEZ et al., 2013), sendo as espécies termotolerantes as mais
importantes relacionadas a alimentos, por serem as principais causadoras de
gastroenterites em humanos, sendo elas Campylobacter jejuni, Campylobacter

coli, Campylobacter lari e Campylobacter upsaliensis (EFSA, 2012).

3.2 Morfologia e motilidade

As espécies do género Campylobacter (do grego: Kampulos, encurvado;
bacter, bactéria) sdo de natureza zoondtica e constituidas de bacilos Gram-
negativos curvos, em forma de S ou espiralados, medindo 0,2 a 0,9um de largura
e 0,5-5 ym de comprimento. Nao sado bactérias formadoras de esporos, sendo
moveis por flagelagdo monotriquea ou anfitriquea (FERNANDEZ, 2008).

As bactérias pertencentes ao género Campylobacter possuem estrutura
tipica de parede celular de microrganismo Gram-negativo. O tamanho pequeno
dos microrganismos também tem sido utilizado para isolar as bactérias por meio
de filtracdo de amostras de fezes, uma vez que as espécies desse género
passam através de filtros de 0,45 um, enquanto outras bactérias ficam retidas
(MURRAY et al., 2009).

Juntamente com a capacidade de adesdo a células, invasdao e
sobrevivéncia em células hospedeiras, bem como a capacidade de produzir
toxinas, a motilidade (mediada pelos genes flaA e flhA) ocupa lugar de destaque
entre os fatores de viruléncia, justamente por permitir por meio dos movimentos
flagelares, a colonizac&o, adesao e invasdo das células intestinais (FERNANDES
et al., 2010).

Estudos que avaliam cepas de Campylobacter spp. mutantes revelam que
quando um dos fatores de viruléncia é suprimido, normalmente essas bactérias
perdem sua capacidade infecciosa, como mostra o estudo realizado por GUERRY

(2007), que conclui que mutantes de C. jejuni com auséncia ou com formagao



incompleta de flagelo perdiam a capacidade de colonizagcdo do trato
gastroinstestinal. Conclusédo semelhante obteve ZIPRIN et al. (2013) ao relatar
que bactérias que nao expressavam o gene associado a invasao CIAB nao eram
capazes de colonizar o ceco de aves.

Quando induzida por fatores estressantes como a escassez de nutrientes,
dentre outros fatores desfavoraveis, Campylobacter spp. pode passar da forma de
bacilo em espiral para forma cocoide. Esta forma é denominada viavel nao
cultivavel (VNC) que representa uma estratégia de sobrevivéncia por parte desses
microrganismos (ROLLINS et al., 1986; JAY, 2005).

3.3 Propriedades bioquimicas e nutricao bacteriana

A determinacdo das caracteristicas fenotipicas de Campylobacter spp. séo
de fundamental importancia para identificacdo do patégeno, porém, sabe-se que
para as bactérias desse género as propriedades bioquimicas utilizadas na
caracterizagdo de estirpes sofrem variagdes, tornando os resultados dos testes
bioquimicos inconsistentes em alguns casos (ON et al., 1996).

Ainda segundo ON et al. (1996), o numero reduzido de testes bioquimicos
empregados para esse género bacteriano dificulta a correta identificacdo das
espécies em amostras clinicas e alimentares, ja que este microrganismo nao
consome carboidratos e ndo é reativo a muitas outras provas bioquimicas
comumente aplicadas a outros microrganismos.

Todas as espécies desse género sdo oxidase-positivas e incapazes de
fermentar ou oxidar os hidratos de carbono, obtendo sua energia de aminoacidos
ou intermediarios do ciclo dos acidos tricarboxilicos que ndo sejam derivados de
hidratos de carbono (FERNANDEZ, 2008), ndo possuem capacidade de
metabolizarem lipideos e possuem uma série de limitagdes na realizacdo de
processos de biossintese (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Como consequéncia da incapacidade de metabolizar carboidratos
Campylobacter necessita de aminoacidos livres especificos, alguns &cidos
organicos e intermediarios do ciclo dos &cidos tricarboxilicos para manter seus
processos metabolicos (KELLY, 2005; LEE et al., 2006; HOFREUTER et al.,
2008).



O principal e mais importante aminoacido livre utilizado por Campylobacter
spp. € o L- serina, uma vez que o microrganismo faz uso da enzima desaminase
presente para a conversdo de serina em piruvato e amoénia. O piruvato gerado
sera utilizado pelo microrganismo por meio do ciclo do acido citrico
(VELAYUDHAN et al., 2004).

As espécies de Campylobacter termotolerantes s&o oxidase positivas,
algumas séo catalase negativas como C. upsaliensis e outras sao catalase
positivas como, por exemplo, Campylobacter coli, Campylobacter jejuni e
Campylobacter lari (JAY, 2005). Além dessas caracteristicas, C.coli, C.jejuni e
C.lari sdo capazes de reduzir nitrato a nitrito, fumarato e selenito e € indol
negativa (DEBRUYNE et al., 2008).

Campylobacter lari é resistente ao acido nalidixico, divergindo de
Campylobacter coli, Campylobacter jejuni. Uma prova bioquimica que torna
possivel a diferenciacdo entre C.coli e C.jejuni € a capacidade de hidrélise de
hipurato onde apenas o primeiro é capaz de tal reacdo (ADAMS et al., 1997).

Dentre os testes bioquimicos empregados, o proposto pela ISO 10.272
(2006) é um dos frequentemente utilizados e se baseia na diferenciacdo das
espécies Campylobacter coli, Campylobacter jejuni e Campylobacter lari por meio
dos resultados obtidos nas reacdes de hidrolise do hipurato. A viabilidade do teste
aplica-se uma vez que apenas Campylobacter jejuni é capaz de hidrolisar o
hipurato.

Relatos comprovaram que existem algumas cepas de Campylobacter jejuni
gue ndo expressam essa caracteristica ou reagem em menor grau a esse teste, o
que levaria a uma incorreta identificacdo da espécie bacteriana
(STEINHAUSEROVA et al., 2001; CANER et al., 2008).

Ainda segundo definicdo da ISO 10.272 (2006), o teste de resisténcia ao
acido nalidixico deve ser empregado em conjunto com o teste de hidrélise do
hipurato, pois dentre as trés espécies bacterianas diferenciadas apenas
Campylobacter lari deveria apresentar-se resistente a essa base quimioterapica,
porém ja existem relatos datados da década de 90 que provam a existéncia de
cepas de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli também resistentes a essa
base (GOMES et al., 2002).



Quanto ao teste de urease, 0s primeiros relatos afirmavam que as espécies
pertencentes ao género Campylobacter apresentavam reacdo negativa a este
teste, porém no ano de 1988 ja havia sido relatado a presenca de termotolerantes
atipicos que resultavam positivos ao teste de urease e posteriormente foram
identificados como variantes bioquimicos de Campylobacter lari (BOLTON et al.,
1984; MEGRAUD et al., 1988).

Alem do método descrito pela ISO 10.272 (2006), outros métodos de
caracterizacao fenotipica sdo frequentemente utilizados em pesquisas, sendo 0s
principais 0 método de LIOR (1984), sistema de Preston (Bolton et al., 1984) e
sistema API-Campy (bioMérieux®, 2010).

3.4 Mecanismo de resposta a ambientes adversos

Patogenos entéricos sdo confrontados por uma série de fatores
estressantes durante a permanéncia em seus hospedeiros naturais e
principalmente quando expostos a condi¢cdes ambientais. Portanto, um patégeno
ter a capacidade de adaptacdo ao ambiente desfavoravel a qual provavelmente
sera exposto é de fundamental importancia para sua sobrevivéncia (MIHALJEVIC
et al., 2007).

As bactérias do género Campylobacter durante toda a cadeia de
transmissdo enfrentam condicbes desfavoravéis para sua perpetuacdo. Quando
comparada a outros patégenos entéricos, Campylobacter spp. € particularmente
mais fragil e muito sensivel a pressfes ambientais, dificultando em grande escala
sua reprodutibilidade fora do hospedeiro (MURPHY et al., 2006).

Sao caracteristicas da fragilidade de Campylobacter spp. a incapacidade
de sobrevivéncia a exposicdo a raios UVB, pressdo hidrostatica, condi¢cdes
inadequadas de pH, incapacidade de resposta ao estresse oxidativo pela
auséncia de expressdo dos genes SoxRS e OxyR, ndo possuir resposta a
pressdo osmotica, auséncia da principal proteina de defesa de choque frio
(CspA), incapacidade de resposta ao choque quente pela auséncia de RpoH, e
incapacidade de permanecer em fase estacionaria, uma vez que O gene
responsavel rpoS nao é expresso (PARK, 2002; MIHALJEVIC et al., 2007).

Em contradicdo as caracteristicas que tornam Campylobacter

termotolerantes bactérias frageis e de dificil sobrevivéncia em ambientes



adversos, esse microrganismo € reconhecidamente uma das principais causas de
infecgbes de origem alimentar, sendo nitida a capacidade desse de sobreviver e
persistir na cadeia alimentar, provavelmente pela capacidade de desenvolvimento
de resposta adaptativa ao meio (MURPHY et al., 2003). A capacidade adquirida
de adaptacdo a condi¢des estressantes ou ambientes desfavoraveis é conhecida
como resposta adaptativa que pode ser especifica ou multipla (XU et al., 2008).

Um dos fatores preponderantes que permitem que microrganismos como
Campylobacter spp. desenvolva respostas adaptativas a condic¢des fastidiosas € a
multiplicidade genotipica, dessa maneira, podem variar sua capacidade de resistir
a condicbes desfavoraveis impostas durante qualquer etapa da cadeia de
transmissdo, como pH inadequado, exposicdo ao oxigénio e temperaturas
extremas (TAKAHASHI et al., 2006; KLEIN et al., 2007; HABIB et al., 2010).

Um mecanismo de evasdo as condi¢cdes adversas desenvolvido por
Campylobacter termotolerante é a formacdo de biofiimes. O biofilme é formado
guando bactérias desenvolvem forte adesédo com determinada superficie por meio
de filamentos, o0 que permite ao patdgeno sobreviver por periodo prolongado de
tempo mesmo exposto a condicbes desfavoraveis, ja que as bactérias nessas
condicbes sdo muito mais resistentes do que as que se encontram livres na
superficie (BAPTISTA, 2003; KUDIRKIENE et al., 2011).

Comum a bactérias Gram-negativas, as chaperones que sdo proteinas
auxiliares, desempenham importante papel na resposta a condicdes adversas,
principalmente em bactérias do género Campylobacter. Essas chaperones fazem
com que mesmo em condicbes estressantes as proteinas periplasmaticas
mantenham seu estado original evitando assim a ocorréncia deinjurias celulares
(BAEK, 2011).

O fato dos relatos de possiveis causas para o numero elevado de casos de
campilobacteriose apresentarem grande variabilidade, sédo consequéncia da atual
dificuldade em tracar as fontes de infec¢cdo desse patdégeno. Dentre tais fatores,
esta a capacidade de mutacdo de Campylobacter termotolerante da sua forma
original espiralada ou encurvada, para uma forma cocoide viavel mas né&o
cultivavel (DYKES et al., 2003).

O estado viavel nao cultivavel (VNC) de Campylobacter spp. foi descrito

pela primeira vez no ano de 1986 pelos pesquisadores Rollins e Colwell, que
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concluiram por meio de pesquisas que as bactérias que se encontravam no
estado VNC néo poderiam ser detectadas por métodos de cultura usando meios
convencionais, porem apresentariam estado potencialmente patogénico em
condicOes favoraveis (FEDERIGHI et al., 1998).

Em estudo CHAISOWWONG et al. (2012) concluiram que as bactérias
mesmo em estado VNC s&o capazes de expressar genes de viruléncia, sendo
assim, o patdégeno mantém sua caracteristica de patogenicidade tendo total
condicBes de por exemplo invadir células epiteliais intestinais humanas.

No género Campylobacter as bactérias responsaveis por ocasionar
doencas em humanos sdo as pertencentes ao grupo termotolerante, essas
espécies bacterianas sdo capazes de crescer em temperaturas que vao dos 30°C
aos 47°C, tendo como 6tima temperatura de crescimento 42°C (ISOHANNI et al.,
2013).

Mesmo a bactéria ndo podendo se multiplicar em temperaturas extremas, a
doenca decorrente, campilobacteriose, normalmente é associada ao consumo de
alimentos que foram submetidos a baixas temperaturas no processo de
estocagem e a elevadas temperaturas no processo de cozimento, sendo assim
fica claro o potencial de Campylobacter termotolerante de sobreviver a condicdes
ndo favoraveis de temperaturas (EIDEH & AL-QADIRI, 2011).

Uma das possiveis causas que desencadeiam a ocorréncia de espécies de
Campylobacter termotolerantes resistentes é a exposicdo dessas ao chamado
estresse sub-letal de temperatura, onde apds as bactérias serem submetidas a
temperaturas fora do seu limiar 6timo de crescimento, porém, que nao Ssao
capazes de inativar a atividade metabdlica celular, o que resulta na expressao de
genes que regulam a resposta a esse fator estressante (ISOHANNI et al., 2013).

A explicagdo para tal fenbmeno esta no fato de que ap6s serem expostas a
temperaturas adversas e/ou exposicdo a choque térmico, as bactérias tém seu
crescimento temporariamente interrompido, seguido por um processo de
recuperacgdo intracelular, permitindo assim que as bactérias reorganizem sua
expressdo génica se adaptando a temperatura de um novo ambiente de
crescimento (MIHALJEVIC et al., 2007)

BIRK et al. (2004) relataram que durante refrigeracdo a carne de frango,

pele e o suco carneo produzido criam condi¢gbes favoraveis na manutencéo de
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principalmente Campylobacter jejuni, evidenciando que 0s componentes
presentes nos meios citados influenciam a adaptacdo dessa espécie a baixas
temperaturas.

Uma estratégia de contencdo do patdégeno frequentemente relatada é a de
congelamento de carcacas, porém, se forem submetidas a congelamento rapido
as células bacterianas podem permanecer viaveis por varios dias (FRANCO &
LANDGRAF, 2008). A afirmacédo anterior pode ser comprovada por EL-SHIBINY
et al. (2009) que isolaram Campylobacter coli e Campylobacter jejuni viaveis em
quantidades consideraveis, da pele de carcacas de frango congeladas até oito
dias.

Outro fator que contribui para o numero crescente de casos de
campilobacteriose € a resisténcia adquirida pelos patdégenos aos biocidas
empregados nos procedimentos de limpeza industriais. Areas internas e externas
de abatedouros, com condigcbes ambientais adversas impdem a selecdo de
microorganismos que criam mecanismos de evasdo aos procedimentos de
higienizacdo, permanecendo ativos e com capacidade de contaminacdo (PEYRAT
et al., 2008; KUDIRKIENE et al., 2011).

Além da multiplicidade genotipica de Campylobacter termotolerante, outro
fator que normalmente desencadeia a resisténcia a desinfetantes é a utilizacdo de
doses insuficientes desses biocidas diminuindo sua eficacia de acdo e criando
uma condicdo de stress sub-letal resultando na adaptacdo de bactérias

inicialmente sensiveis (MAVRI et al., 2013).

3.5 Aspectos epidemiolégicos de Campylobacter spp.

Campilobacteriose tem sido reportada, em paises em desenvolvimento e
desenvolvidos, como a de maior ocorréncia e principal doenca gastroentérica que
acomete seres humanos, com indices crescentes e cada vez mais relevantes
(SCALLAN et al., 2011; SAXENA et al., 2013; MACRITCHIE et al., 2014).

As espécies do género Campylobacter causadoras de gastroenterite, séo
as espécies termotolerantes. Dentre elas as espécies Campylobacter jejuni (80%-

90%) e Campylobacter coli. sdo as que ocorrem com maior frequéncia e com
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menor frequéncia Campylobacter lari e Campylobacter upsaliensis (CDC, 2010;
SILVA et al., 2011; CDC, 2013; JANES et al., 2013).

Relatos da EFSA (2012), que avaliaram as espécies de Campylobacter
termotolerantes isoladas em produtos avicolas, comprovam o fato de
Campylobacter jejuni ser a principal causadora de gastroenterite em humanos,
uma vez que 34,2% dos isolados correspondiam a essa espécie, em 27.3% dos
isolados a espécie detectada foi de Campylobacter coli e 0,2% Campylobacter
lari. Em 38,7% dos isolados apenas foi possivel a determinacdo do género
Campylobacter spp.

Os casos de campilobacteriose sdo de carater esporadico e possuem
indices de ocorréncia variaveis de acordo com cada regido, entretanto tém sido
mais comum e frequente os registros oficiais de surtos dessa enfermidade (EFSA,
2011; CALCIATI et al., 2012).

Sao conhecidos como mais suscetiveis a campilobacteriose, mulheres
gravidas, criancas, idosos e imunocomprometidos (LITTLE et al., 2012).
Normalmente os picos de notificagcdes de campilobacteriose ocorrem nos meses
mais quentes do ano, deixando clara ainfluéncia da sazonalidade em paises de
clima definido, na ocorréncia da enfermidade (EFSA, 2012; KOVALENKO et al.,
2013).

Para HUE et al. (2011), a influéncia direta dos periodos quentes do ano no
aumento de taxa de prevaléncia de Campylobacter termotolerantes deve-se ao
fato desses periodos exigirem um aumento na taxa de ventilacdo dos galpdes, o
que aumentaria 0 contato das aves com a ar circulante, e ainda por nesses
periodos ser caracteristico o aumento de vetores mecanicos circulantes no
ambiente de criacao.

No Brasil, assim como em outros paises em desenvolvimento, ndo existem
modelos oficiais de avaliagdo de risco de Campylobacter termotolerantes que
considerem as condi¢cOes de armazenamento, distribuicdo e padrbes de consumo
de alimentos de origem animal envolvidos como veiculadores de
campilobacteriose, o que dificulta implementacdo de medidas para controle do
risco de se adquirir tal enfermidade.
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3.5.1 Reservatérios e fontes de contaminagéo

Por existir a possibilidade de existéncia em diferentes ambientes, as
bactérias do género Campylobacter sdo consideradas microrganismos
ubiquitarios. Campylobacter coloniza o trato gastrointestinal de uma vasta gama
de animais selvagens e domeésticos, tais como faisdo, frango, peru e suinos
(NOBILE et al., 2013). Porém, segundo a literatura o principal reservatorio sao as
aves, onde coloniza o trato gastrointestinal desses animais de modo a estabelecer
uma relagdo comensal, j& que ndo estimula a resposta imune nos hospedeiros
(ADAMS et al., 1997; KURDIKIENE et al., 2011; GHARST et al., 2013).

Diversos estudos apontam que a prevaléncia de Campylobacter
termotolerantes em diversos pontos da cadeia de producdo avicola é significativa.
Em diversos paises da Europa, a prevaléncia desse microrganismo no ambiente
de criacdo pode chegar a 100% (REICH et al., 2008). Em avaliacdo do contetdo
cecal de aves abatidas na Franca no ano de 2009, contatou-se que 94,4% das
amostras foram positivas para Campylobacter spp. (MALHER et al., 2011).

Relatos divulgados pela EFSA (2012), mostram que a prevaléncia de
Campylobacter spp. em carcacas de frango refrigeradas pode chegar a 75%,
indice esse diretamente relacionado com medidas de biosseguranca adotadas
pelas granjas.

A infeccdo no ser humano pode ocorrer por via orofecal pela ingestao de
agua e alimentos contaminados, ou pelo contato direto com animais e portadores
(FERNANDEZ, 2008).

Os alimentos que podem ser considerados como fontes de infeccéo para
humanos sédo carnes mal cozidas ou crua de aves (FRIEDMAN et al., 2004),
bovinos, suinos (MURRAY et al., 2009) e leite cru ndo pasteurizado (SILVA et al.,
2011; TAYLOR et al., 2013).

Dentre as fontes alimentares, acredita-se que o consumo de carne de aves
€ a principal envolvida nos casos de campilobacteriose (EFSA, 2006; FAO/WHO,
2009(b); CALCIATI et al.,, 2012; MEREDITH et al., 2013). No entanto, a
epidemiologia da campilobacteriose nao foi totalmente esclarecida, com alguns

fatores ainda desconhecidos, como por exemplo, se o consumo de ovos
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comerciais representam risco de infeccdo para os seres humanos (PAULA et al.,
20009).

Uma das mais importantes ferramentas para conhecimento da distribuicdo
de Campylobacter spp. € a prevaléncia, onde por meio dessa destaca-se a
importancia da implementacdo de medidas de controle e analise de risco em toda
a cadeia produtora avicola (HUE et al., 2011)

FREDIANI-WOLF & STEPHAN (2003) na Suica, avaliaram 21 lotes de
frangos e encontraram prevaléncia de 24,3% de Campylobacter spp. para o
periodo compreendido entre janeiro a outubro de 2001. No mesmo ano, 35% dos
frangos oriundos de abatedouros dinamarqueses estavam contaminados por
bactérias do género, conforme descricbes de ROSENQUIST et al. (2006).

No Japéo, foram avaliadas excretas de aves em periodo de terminacéo, do
total de amostras 56,6% mostraram-se positivas para alguma bactéria
pertencente ao género Campylobacter, o que denota a presenca de maneira
comensal da bactéria no trato gastrointestinal das aves. Ainda em referéncia ao
mesmo estudo, foi avaliada a presenca de Campylobacter spp. nas carcacas apés
todas as etapas de abate, a incidéncia foi de 44,2% (TAKAHASHI et al., 2006).

Na Lituania foi avaliado a prevaléncia de Campylobacter spp em frangos
durante todo o periodo que permanecessem na granja. Durante os dias 1, 15 e 24
de criacdo ndo houveram resultados positivos, porém nas amostras coletadas no
dia 35 a prevaléncia encontrada foi de 93,3% (KUDIRKIENE et al., 2011). Tal
achado pode ser explicado pelo fato de que, no momento em que um lote é
infectado, rapidamente a bactéria se espalha, resultando em uma taxa de
contaminacdo final préxima de 100% (ELLERBROEK et al., 2010).

Outro estudo realizado na Franga, avaliou a prevaléncia de Campylobacter
spp. em cecos e carcacgas de frango abatidos em abatedouros distintos, por um
periodo de 12 meses, onde para cecos a prevaléncia encontrada foi de 77,2% e
em carcacas de 87,5% (HUE et al., 2011).

Estudo realizado por CHRISTENSEN et al. (2013), propds avaliar o grau de
seguridade de lotes de carcacas de frango consumidas no territério dinamarqués
entre os anos de 2007 a 2010. Dos lotes de carcacas oriundas da Dinamarca,
0,3% a 1,0% foram consideradas ndo seguras, por apresentarem niveis

significativos de contaminacao por Campylobacter spp., em contrapartida os lotes
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de carcacas de frango oriundos de outros paises alcancaram niveis de
inseguranca que variaram de 0,2% a 7,7%.

Em levantamento realizado pela EFSA (2012), o numero de amostras de
carne de frango positivos para Campylobacter spp. variou muito entre os estados
membros da Unido Européia, com indices de prevaléncia que iam de 3,1% a 90%,
evidenciando que as alteracdes climéticas, regionais e as praticas de manejo
interferem diretamente nos registros de contaminacao.

Ainda sobre a influéncia da sazonalidade, na Franca um estudo revelou
que a prevaléncia de Campylobacter spp. atingiu pico nas estacdes de verao e
primavera, estacfes caracteristicamente mais quentes do ano nesse pais
(MALHER et al., 2011).

No ano de 2005, foi divulgado relatorio sobre tendéncias e origem das
zoonoses na Unido Européia, e um dos dados fornecidos foi a prevaléncia de
Campylobacter spp. nas aves dos estados membros da UE. As menores
prevaléncias foram encontradas na Finlandia (1,0%), Noruega (3,4%) e na Suécia
(13,3%), enquanto as maiores prevaléncias foram observadas na Franca (85,2%),
na Alemanha (50,4%) e na Italia (45,3%) (EFSA, 2006).

Espécies termotolerantes de Campylobacter tém como uma de suas
principais caracteristicas a capacidade de sobrevivéncia na pele do frango e nos
foliculos das penas, o que contribui para a elevada taxa de incidéncia nos
produtos avicolas (DAVIS & CONNER, 2007).

Estudo realizado na Bélgica, que propds avaliar o grau de contaminacgéo na
pele de carcacas de frango apés as operacdes de abate, revelou que 92,9% das
carcacas apresentavam consideravel contaminacdo, principalmente na pele da
regido do peito e coxas (BARE et al., 2013).

O nivel de contaminacdo das carcacas apO0s 0 processamento esta
diretamente ligado a presenca do agente no trato gastrointestinal dos animais,
sendo assim fatores referentes a transporte das aves, depena, escalda,
evisceracao e outras etapas de processamento sao fatores determinantes na
contaminacdo (MIWA et al.,, 2003; GHAFIR et al.,, 2007; SON et al., 2007;
PEYRAT et al., 2008; FAO/WHO, 2009 (b); HUE et al., 2011; KOVALENKO et al,
2013).
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Cuidados no ambiente de criacdo sdo essenciais para diminuir os niveis de
contaminagcdo nas carcagcas poOs-processamento. Ac¢des como seguir
corretamente o periodo de vazio sanitario e desinfeccdo dos galpdes de criacéo,
existéncia de pediltvios, telas de vedacéo de janelas e entradas de ar, tratamento
de &gua fornecida para os animais, cuidado com estocagem da alimentacao,
periodo de permanéncia dos animais nas granjas e controle de vetores, sédo de
suma importancia na obtencdo de lotes de aves com menor grau de
contaminacdo do patégeno em seu trato gastrointestinal (SOMMER et al., 2013;
MACRITCHIE et al., 2014).

3.5.2 Campilobacteriose ho mundo

A campilobacteriose € uma infec¢do de carater zoondético, de distribuicao
mundial, isso faz com que na maior parte do mundo ocorram notaveis problemas
de saude publica, com consideraveis implicacbes socio-econbmicas. Mesmo em
nacdes industrializadas e desenvolvidas, tem se mostrado uma doenga altamente
prevalente (GHARST et al., 2013).

Segundo relatério divulgado pelo Centro de Controle e Prevencdes de
Doencgas (CDC), nos Estados Unidos no ano de 2012, Campylobacter spp. foi
responsavel por 35% das infec¢bes bacterianas que ocorreram nesse pais (CDC,
2013). O déficit econbmico gerado pela campilobacteriose por ano nos Estados
Unidos é de aproximadamente 1,2 bilhdes de délares (HOFFMANN et al., 2012).

Nos paises membros da Unido Européia, a campilobacteriose esta entre as
principais doengas de origem alimentar relatadas pelos sistemas de vigilancia
epidemioldgica, tendo o consumo de carne de frango contaminada como principal
veiculador da enfermidade. Anualmente o total gasto com a enfemidade é de €
2,4 bilhdes (EFSA, 2011; EFSA, 2012).

Contraditoriamente a realidade dos paises do continente Europeu, a
Pol6nia do ano de 2009 apresentou taxa de incidéncia 0,94 com 357 casos
confirmados. Um dos fatores preponderantes para tais valores € o clima
predominantemente frio no pais (WIECZOREK et al., 2013).

Em muitos paises, principalmente os em desenvolvimento, as informacdes

sobre doencas transmitidas por alimentos sdo escassas devido aos dados
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inadequados fornecidos pelos sistemas de vigilancia, além disso as notificacfes
de surtos sdo frequentemente inconsistentes pois as autoridades em saude nao
possuem capacidade e recursos necessarios para a deteccdo de doencas
diarréicas (SIGNORINI et al., 2013). Outro fator que contribui para as
subnotificacdes € o fato de que campilobacteriose € uma doenca de natureza
auto-limitante, que se apresenta como gastroenterite aguda com sintomas
durando em média seis dias (MAN, 2011).

Em alguns paises os surtos de campilobacteriose sdo notificados ha
algumas décadas. No Canada, onde Campylobacter termotolerantes sao
reconhecidos como um dos principais agentes causadores de infeccbes
bacterianas, entre os anos de 1974 e 2001 foram relatados 24 surtos de
campilobacteriose. Nos Estados Unidos, entre os anos de 1971 e 1996 foram
relatados 26 surtos (MAAL-BARED et al., 2012).

Nos paises do continente europeu, os relatos oficiais de campilobacteriose
tornaram-se mais constantes a partir da década de 90, como na Dinamarca, onde
0s registros de casos de campilobacteriose aumentaram significativamente em
1992, alcangando no ano de 1999 uma taxa de incidéncia de 78 casos para cada
100.000 habitantes (CHOWDHURY et al., 2012).

Na Argentina, os casos de campilobacteriose correspondem a uma taxa de
incidéncia de 22,4% em criancas menores que trés anos e 13,6 % em adultos,
alcancando indices mais elevados do que a de outros agentes patogénicos
comuns, tais como Salmonella sp., Shigella spp. e Escherichia coli. No entanto,
ndo ha nenhum estudo epidemiolégico conciso na Argentina, realizado com o
objetivo de avaliar a prevaléncia de Campylobacter spp. em diferentes fases da
cadeia de producédo avicola. Tais informacfes sdo essenciais no estabelecimento
de um programa de salde publica para controle da doenca (SIGNORINI et al.,
2013).

CALCIATI et al. (2012) descreveram um surto de campilobacteriose
ocorrido na cidade de Barcelona, Espanha no dia 27 de setembro de 2010. Na
ocasido foram reconhecidas como afetadas 75 criancas. Das amostras de fezes
coletadas das criangas doentes, 64,4% foram positivas para Campylobacter jejuni.
Amostras de agua e alimentos foram negativas para todos 0s microrganismos

pesquisados. Autoridades de vigilancia epidemiolégica detectaram deficiéncias
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na cozinha da escola e no processo de manipulagdo dos alimentos, como a
utilizacdo da mesma superficie para manipulacdo de alimentos crus e cozidos o
que eleva o risco de ocorréncia de contaminacéo cruzada.

No ano de 2009, foi registrado um surto envolvendo Campylobacter jejuni
em Creta, onde 37 pessoas foram reconhecidas como afetadas. A fonte de
infeccdo relacionada foi o consumo de agua de torneira. Apesar da fonte ter sido
mencionada, em nenhuma das amostras coletadas foi possivel o isolamento do
patogeno (KARAGIANNIS et al., 2010).

Outro surto relatado, ocorreu na cidade de Liverpool, Inglaterra em janeiro
de 2011, onde todos os envolvidos ingeriram alimentos provenientes de um
mesmo restaurante. Das 26 pessoas expostas, 11 pessoas apresentaram
sintomas consistentes que presumissem infec¢céo por Campylobacter spp. Das 11
pessoas com sintomas caracteristicos de campilobacteriose, apenas quatro
forneceram amostras de fezes e tiveram a confirmacédo laboratorial da doenca.
Agentes de vigilancia epidemioldgica detectaram problema no preparo de parfait
de figado de frango no que diz respeito a segregacdo do alimento cru e do ja
preparado e pela utilizacdo de um misturado na preparacdo desse alimento,
fatores que podem ter levado a contaminacéo cruzada (FARMER et al., 2012).

No ano de 2011 o CDC, divulgou um balanco geral sobre uma serie de
dados relacionados as DVA, dentre esses, dados referentes a Campylobacter
termotolerantes que ocuparam a guarta colocacdo nos patdogenos causadores de
DVA com um total de 845.024 pessoas afetadas. Ainda segundo o balanco
realizado, este patdgeno foi o quinto agente que mais causou mortes, com 76
Obitos registrados, e o terceiro que mais gerou hospitalizacbes com 8.463
internacdes. (CDC, 2011).

Um caso de campilobacteriose associado a Campylobacter lari despertou
atencdo da classe cientifica, jA& que essa espécie normalmente ndo esta
associada a essa enfermidade. O paciente afetado era um homem idoso de 81
anos de idade e imunocomprometido, que veio a 6bito (WERNO et al., 2002).

Outro relato clinico trata de uma paciente de 74 anos de idade, que apos
apresentar uma semana de febre, diarréia aquosa, nauseas, dor abdominal,
fraqueza e fadiga procurou ajuda medica por ter dificuldades na articulagdo de

palavras. Durante hospitalizacdo foi notado que a paciente apresentava
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dorméncia perioral, fraqueza facial, pupila ndo reativa. Exames neuroldgicos
revelaram fraqueza muscular bilateral nos bragos e térax que posteriormente
também progrediu para as pernas. No terceiro dia de hospitalizacdo apesar de
apresentar estado mental normalizado a paciente conseguia apenas mover um
dos polegares com bastante dificuldade. Durante investigacdo clinica,
Campylobacter jejuni foi isolado a partir de amostras fecais da paciente
concluindo que tratava-se da sindrome de Guillian-Barré. Apesar do tratamento a
paciente teve perda neuroldgica significativa trés meses apos receber alta medica
(MURRAY et al., 2009).

Os registros de casos e surtos de campilobacteriose no mundo tém
assumido carater crescente. Uma das raz6es pode ser a vigilancia epidemiolégica
de carater mais focado e a crescente preocupacdo com relacdo a
campilobacteriose amparada pelos recentes descobertas da area cientifica e
ainda pela diminuicdo dos casos de salmonelose em relacdo a incidéncia de
campilobacteriose (EFSA, 2012).

Outra razdo para esta tendéncia crescente de notificacdo é o grau de
seguranca alimentar exigido pelos principais mercados consumidores do mundo,
como na Unido Européia, onde estd previsto no artigo 14 da sua legislacédo
alimentar que prevé que os alimentos ndo devem ser colocados a venda se nao
se enquadrarem em todos os aspectos de alimento seguro, dentre eles, niveis
aceitaveis de contaminacao microbiana. Esta disposi¢cao permite que cada estado
membro da UE possa fazer uma avaliacdo de risco especifico de um lote de
alimentos, e decidir se este lote representa um risco inaceitadvel para a
consumidores (CHRISTENSEN et al., 2013).

3.5.3 Campylobacter spp. e campilobacteriose no Brasil

Os relatos sobre a campilobacteriose e prevaléncia do patégeno ainda sao
escassos no Brasil. No ano de 2007, QUETZ et al. (2010) propuseram avaliar a
prevaléncia de Campylobacter spp. em criancas da regido nordeste do pais.
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli foram detectadas respectivamente em
9,6% e 6,0% de 83 criangas que apresentavam quadro diarréico caracteristico.

Ainda no mesmo estudo Campylobacter jejuni e Campylobacter coli foram
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isoladas das fezes de 7,2% e 1,2% de 83 criancas que nado apresentavam quadro
de gastroenterite.

KUANA et al. (2008) verificaram a correlacdo entre a contaminacdo dos
animais no ambiente de criacdo e das carcacas correspondentes apds as
operacdes de abate. Foram analisados 110 conteudos cecais e 96 carcacas em
pontos diferentes do abate, sendo 38 ap6s a depenadeira e 58 apds o ultimo
chiller. Das amostras cecais 81,8% estavam contaminadas. Das carcagas apoés a
operacao de depena o nivel de contaminacao foi de 97,4% e apdés o chiller 98,3%,
deixando clara a problematica de contaminacado cruzada entre lotes contaminados
e nao contaminados.

Para realizagdo de estudo que objetivava comparar isolados de
Campylobacter termotolerantes de humanos e de origem animal, pesquisadores
isolararam essa bactéria de 20 pacientes que apresentaram sintoma de
gastroenterite clinicamente confirmada durante o periodo de 12 meses na cidade
do Rio de janeiro. Campylobacter jejuni foi isolada em 60% dos pacientes e
Campylobacter coli em 40% (AQUINO et al., 2010).

MORENO et al. (2010), pesquisaram o0s principais agentes etiolégicos de
gastroenterite em criancas atendidas na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba.
Segundo os resultados, Campylobacter termotolerante foi isolada nas fezes de
2,4% de criancas com gastroenterite clinicamente confirmada.

No Brasil Campylobacter spp. ndo € oficialmente monitorada pelas
agéncias de vigilancia em saude. No ano de 2004 foi desenvolvido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (ANVISA), o PREBAF (Programa Nacional
de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango) que foi
inicialmente definido como programa de monitoramento da prevaléncia e do perfil
de suscetibilidade aos antimicrobianos em Enterococcus sp. e Salmonella spp.
isolados de carcacas de frango congeladas comercializadas no Brasil. Em uma
segunda fase de desenvolvimento do programa o PREBAF pretende incluir mais
dois géneros bacterianos ao seu escopo de avaliacdo, que sdao Campylobacter
spp. e Escherichia coli (BRASIL, 2003).

Na ultima analise epidemiolégica para DVA realizada no Brasil, avaliando
os periodos entre os anos de 2000 e 2011 foram registrados 8.663 surtos de

doenca de origem alimentar, com 163.425 pessoas doentes e 112 Obitos. Dos
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agentes etiologicos responsaveis Campylobacter termotolerantes foram um dos
microrganismos menos relacionados, sendo identificado em trés casos no periodo
de 11 anos (BRASIL, 2012).

Entre os anos de 2007-2011 no estado de Goias, foram registrados 75
casos de surtos de DVA, sendo que 69 deles foram notificados apenas no ano de
2011. Baseado em tais dados, fica claro o problema de subnotificdo de casos,
uma vez que as autoridades responsaveis pela vigilancia em saude no estado
assumem que acoes epidemiologicas mais efetivas foram implementadas apenas
no ano de 2011. Mesmo assim as autoridades concordam que o namero de 69
casos ainda nao reflete a real situacdo do estado, uma vez que o namero de
municipios “silenciosos” ainda é significativo (SINAN/GVEDT/SUVISA/SES-GO,
2012).

O Brasil € um dos paises o0 qual ndo possuem legislacao e/ou critérios de
incidéncia e prevaléncia definidos para Campylobacter spp., o que torna dificil o
reconhecimento da real situacdo desse patdégeno no pais. Aliado a esses fatores,
estd a dificuldade de isolamento das bactérias pertencentes a esse género,
auséncia de metodologias para a deteccdo nos laboratorios de analise e a
sensibilidade ao ambiente (BRASIL, 2003).

3.6 Patogenia

Apesar de ser uma forma grave de diarréia, a campilobacteriose é de
carater auto-limitante, onde na maioria dos casos as pessoas afetadas por essa
enfermidade ser recuperam com um prazo médio de 10 dias. Na minoria dos
casos Campylobacter termotolerantes resultam em consequéncias que
permanecem por longo prazo (JAY et al., 2005; WHO, 2011).

A campilobacteriose pode variar na apresentacdo dos sintomas, podendo
esses serem leves ou até graves. Entre os sintomas caracteristicos estédo
incluidos febre, dor abdominal e diarréia que pode apresentar-se como moderada
até como diarréia sanguinolenta (BUTZLER et al., 2004). A sintomatologia
descrita € comum a diversos outros patdgenos entericos, porém Campylobacter
termotolerante difere pela baixa dose infectante necessaria para desencadear a

doenca, de 500-800 células o que é comparavel com a dose infecciosa de
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patdgenos como Shigella sp., Salmonella Typhi e Escherichia coli O157:H7
(MAAL-BARED et al., 2012).

Em alguns casos infecgcbes por Campylobacter termotolerantes podem
desencadear enfermidades secundarias como a Sindrome de Guillian-Barré. A
sindrome de Guillian-Barré € uma doenca de carater auto-imune que ocorre apos
casos de gastroenterite aguda causada por Campylobacter spp. Apds picos de
infeccdo sdo produzidos auto-anticorpos que atacam a bainha de mielina dos
nervos periféricos, tendo como conseqiiéncia o surgimento de uma polineuropatia
desmielinizante aguda, que resulta na paralisia de membros, pesco¢o e musculos
respiratérios (JACOBS et al., 2008).

Ao invadir o organismo de uma pessoa, Campylobacter jejuni ativa uma
série de mecanismos componentes da resposta imune, sendo um deles a
producdo de anticorpos especificos para a estrutura dos microrganismos que
contém lipo-oligossacarideos. Porém, a membrana celular das células nervosas
humanas possui em sua estrutura 0s mesmos lipo-oligossacarideos presentes no
microrganimos, assim 0s anticorpos produzidos em reacdo a membrana da célula
de C. jejuni também reagem contra a membrana das células nervosas, originando
uma doenca auto-imune conhecida como Sindrome de Guillian-Barré (REES,
1995).

Outras complicacfes ou enfermidades secundarias que podem vir a ocorrer
apos quadros classicos de campilobacteriose sédo, artrites reativas (Sindrome de
Reiter), problemas pulmonares, sindrome urémica hemolitica, meningite,
septicemia e infec¢des generalizadas (BROIDES et al., 2010; FDA, 2012).

3.7 Métodos de detecgao de Campylobacter termotolerantes

Ao longo dos anos, com o0s avancos de técnicas e conceitos de
microbiologia aliada a preocupacéao crescente de obtencéo de alimentos seguros,
foram desenvolvidas e aprimoradas diversas metodologias para isolamento,
identificacdo e deteccdo de microorganismos oriundos de matrizes alimentares.
As técnicas empregadas variam de acordo com o principio da detec¢cdo e séo

divididas em isolamento convencional e métodos rapidos.
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Pela falta de legislagdo especifica para a pesquisa e controle de
Campylobacter spp., os laboratérios oficiais nacionais ndo possuem rotinas de
analises que contemplem esse patdogeno (KUANA et al., 2008).

Campylobacyter spp. sdo considerados por inUmeros pesquisadores como
bactérias de dificil cultivo, seja por suas necessidades nutritivas que sao
especialmente complexas ou pela sua sensibilidade a concentragdes de oxigénio
em atmosfera normal o que exige condicbes ambientais e laboratoriais
especificas, como condicdo de microaerofilia e temperatura de armazenamento
(ADAMS et al., 1997; STERN et al., 2001; SILVA et al., 2007).

Outro fator que dificulta o isolamento de Campylobacter spp. € que quando
submetido a condi¢cdes adversas, como exposi¢cao a concentracdes inadequadas
de oxigénio, falta de nutrientes, exposicdo a temperaturas inapropriadas, as
bactérias desse género adotam um mecanismo de evasado para mantenca de sua
viabilidade, modificando sua morfologia de bacilos para formas cocoides,
entrando em um estado viavel, porém nao cultivavel, conhecido como estado
VNC (LEE et al., 2006; GANGAIAH et al., 2009).

O principal método convencional para pesquisa e isolamento de
Campylobacter spp. adotado € o descrito na ISO 10272-1 (2006). Outros métodos
sdo descritos pelo Bacteriological Analitical Manual Online de Food and Drug
Administration (BAM/FDA) e o Food Safety and Inspection Service, United States
Departament of Agriculture , ndo apresentando diferencas significativas quando
comparados com a metodologia descrita pela ISO 10272-1 (SILVA et al., 2007).

Aliados ao método convencional, os métodos bioquimicos de deteccdo sao
importantes ferramentas empregadas pelos laboratérios de andlises e pesquisa.
Esses métodos interferem positivamente no tempo empregado em analises
convencionais, otimizacdo de equipamentos e méo de obra aplicada e diminuicédo
de erro de procedimentos e interpretacdo de resultados. Os métodos bioquimicos
sdo subdivididos em imunoldgicos, bioquimicos e moleculares (STERN et al.,
2001; BONJOCH, et al., 2010).

Os métodos imunolégicos tém como principio reacdes entre 0s antigenos e
anticorpos especificos do microrganismo. Um exemplo € o método analitico
miniVIDAS® Campylobacter (bioMérieux®, Franca) que se caracteriza por ser um

teste imunoenzimatico automatico, acoplado a um equipamento especifico que
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realiza os procedimentos analiticos, interpretacdo dos resultados e emissédo dos
mesmos (LANDGRAF, 2008; LIU et al., 2009). O método miniVIDAS® é validado
como oficial pela AOAC (Association Francaise de Normalisation) e pelo instituto
AFNOR (Association of Official Analytical Chemists) para analise em alimento
como técnica de triagem.

Os meétodos bioquimicos sdo baseados na capacidade do microrganismo
de produzir metabdlitos previamente determinados e/ou utilizacdo de sustratos.
Estdo disponiveis no mercado “Kits” que oferecem um rapido perfil bioquimico,
economizando espaco, trabalho e tempo. Como exemplos deste grupo o API
campy (bioMerieux®, Franca) e Vitek (bioMerieux®, Franca) (ON, 1996).

Baseando-se nas caracteristicas genotipicas dos microrganismos
pertencentes ao género Campylobacter, os métodos moleculares aplicam-se a
identificagdo e tipificacdo das estirpes bacterianas, possibilitando estabelecer
ligacbes taxonOmicas entre os isolados fornecendo relevantes dados as
investigacdes epidemioldgicas. O principal representante desse método é a
técnica da reacdo de polimerase em cadeia (PCR) (WASSENAAR & NEWELL,
2000).

3.7.1 Isolamento Bacterioldgico Convencional

O método convencional para identificacdo de bactérias do género
Campylobacter seguem alguns critérios especificos, como composi¢cdo dos meios
de cultura seletivos a serem utilizados, condicGes de desenvolvimento que
obedecam aos padrdes de microaerofilia (5 % 02, 10 % de CO2, e 85 % de N2) e
pH do meio que deve ser maior do que 4,9 (HUMPHREY, 2007; GHARST et al.,
2013).

As espécies termotolerantes sdo conhecidas por se desenvolverem melhor
a temperatura de 41+1°C, essa temperatura inibe o crescimento de alguns
microrganismos concorrentes presentes em amostras de alimentos e permite o
isolamento seletivo de C. jejuni, C. coli ,C. lari e C. upsaliensis. No entanto, ndo
sdo organismos termorresistentes e sao facilmente destruidos pela pasteurizagéo
ou pelas temperaturas de cozimento a qual os alimentos séo submetidos (STERN
et al., 2001).
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Varios tipos de caldo de enriguecimento foram desenvolvidos para
isolamento de Campylobacter spp de alimentos, sendo que o caldo Bolton
continua a ser uma das melhores alternativas para o enriguecimento (BAYLIS et
al., 2000). Originalmente além da suplementacdo de antibioticos, esse caldo de
enriqguecimento era adicionado com sangue desfibrinado de eqlinos ou ovinos,
porem tal utilizacdo ndo se mostra mais necessaria (LIU et al., 2009).

Concluida a etapa de enriquecimento, 0 passo seguinte no isolamento
bacteriano convencional € o plaqueamento, que segundo as recomendacdes da
ISO 10272-1, deve ser realizado em dois meios seletivos diferenciais incubados a
41,5 + 0,5°C por 44 + 4 horas. Os meios comumente usados sdo o CCDA
(Charcoal cefoperazone deoxycholate) e um &agar adicionado de sangue
desfibrinado (agar Brucella ou agar Columbia) (GHARST et al., 2013). Posterior
ao periodo de incubacdo das placas realiza-se selecédo inicial das culturas puras
para confirmacdo do género, sendo opcional a diferenciacdo entre as espécies
(SILVA et al., 2007).

A composicdo natural dos meios seletivos utilizados no isolamento de
Campylobacter spp. por si reduzem o desenvolvimento de microbiota
acompanhante presente nas amostras, porém a suplementacdo desses com
diversos antibidticos se faz necesséaria uma vez que facilitam a multiplicacdo de
Campylobacter, por impedir o desenvolvimento de bactérias competidoras
(KUANA et al., 2008).

Nas placas de CCDA incubadas a 42°C durante 36-48 h, as col6nias de
Campylobacter spp. geralmente aparecem com coloracdo cinza, sendo essas
planas. Pesquisadores consideram este agar como uma das melhores escolhas
baseadas na sua simplicidade de preparo, praticidade e baixo custo (POTTURI -
VENKATA et al., 2007).

Pela fragilidade e particularidades do agente em questdo, é importante
obedecer as condi¢bes de transporte, armazenamento e processamento das
amostras com intuito de obtencdo de um maior nimero de isolados viaveis. E
recomendado o ndo congelamento de amostras, ja que essa € mencionada por
muitos como uma medida de contencdo ao patdogeno, porém se necessario, o
congelamento deve ocorrer aliado ao uso de crioprotetores. As condi¢des ideais

de estocagem compreendem temperaturas de 4 + 2°C, por um periodo de duas a
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quatro semanas. Apesar da reducdo populacional com o congelamento, as
bactérias sobreviventes podem ser recuperadas ap6s mais de cinco meses
(SILVA et al., 2007).

De acordo com a ISO 10272 (2006), para a confirmacdo de género sao
necessarios cinco testes, sendo estes, morfologia, arranjo e motilidade tipicos;
teste de oxidase positivo; crescimento negativo a 25°C em condi¢cdes de

microaerofilia e a 41,5°C em condicdes de aerobiose.

3.7.2 Ensaio Imunuenzimatico miniVIDAS®

O VIDAS® Campylobacter é um teste imunoenzimatico, qualitativo
automatizado que permite a deteccdo de antigenos de Campylobacter pelo
método ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) com o aparelho miniVIDAS®.
Trata-se de um dispositivo desenvolvido com o intuito de realizar a triagem, de
forma rapida, das bactérias do género Campylobacter. O método € capaz de
detectar em aproximadamente 50 horas as espécies C.coli, C.jejuni e C.lari. Este
periodo contempla a fase de enriquecimento em caldo seletivo incubado em
condicéo de microaerofilia, e o ensaio que dura cerca de 70 minutos (bioMérieux®,
VIDAS® Campylobacter, REF 30111-07999 H - pt — 2010/10).

O teste VIDAS® é um método analitico que vem sendo utilizado por muitos
paises por um periodo consideravel de tempo, além de ser um método que
passou por inumeras validacdes (REITER et al.,, 2010). Sdo exemplos de
associacfes quem validaram esse método a AFNOR e AOAC, com a codificacao
AFNOR/ISO 16140 BIO 12/29-05/10 (bioMérieux®, 2011).

A reacdo imunoenzimatica ELFA na qual se baseia o VIDAS® é constituida
de duas etapas com uma deteccédo final por fluorescéncia. A reacdo antigeno-
anticorpo € marcada com um anticorpo associado a enzima fosfatase alcalina,
que reage com determinado substrato, desta reacdo obtém-se um composto
fluorescente. A emissao de fluorescéncia € proporcional a quantidade de antigeno
ou (anticorpo) presente na amostra (bioMérieux®, VIDAS® Campylobacter, REF
30111-07999 H - pt - 2010/10).

O ensaio imunoenzimatico enquadra-se entre as técnicas de triagem,

sendo que para as amostras em que a analise apresenta resultado negativo, ndo
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€ necessario que se continue com as analises por meio do método convencional
(bioMérieux®, VIDAS® Campylobacter, REF 30111-07999 H -pt - 2010/10).

Por outro lado esse teste por si s6 ndo € suficiente para resultados de
confirmacédo de género bacteriano, sendo assim o0s resultados positivos devem
passar por andlises de isolamento por métodos de cultura convencionais
(GHARST, et al., 2013).

O kit VIDAS® é composto por cones, cobertos em seu interior com
anticorpos anti-Campylobacter adsorvidos na sua superficie e por barretes,
compostos por 10 pocos que contém reagentes para reacado imunoldgica. Uma
aliquota do caldo de enriquecimento previamente aquecido € dispensada no poco
do barrete, o patébgeno de interesse, quando presente, é fixado aos anticorpos
especificos presentes no cone. As etapas de lavagem eliminam os elementos nao
fixados. Todas as fases do ensaio sdo executadas automaticamente inclusive a
leitura e interpretacdo dos resultados, sendo que cada resultado € interpretado
como positivo ou negativo. Este teste €, portanto, bastante sensivel uma vez que
a minima formacdo do hidrolisado produz sinais de fluorescéncia detectaveis
(bioMérieux®, VIDAS® Campylobacter, REF 30111-07999 H - pt - 2010/10).

Pesquisadores que buscaram avaliar a eficiéncia do miniVIDAS® para
detectar Campylobacter spp. em carne de frango, apdés o enriqguecimento em
caldo Bolton, em dois tempos diferentes (24 horas e em 48 horas), concluiram
qgue o periodo ideal de incubacao pré-teste é o de 48 horas uma vez que com
esse periodo de tempo o numero de resultados positivos foi maior, evitando
resultados falso negativos. Outra conclusdo foi de que o sistema obteve
resultados semelhantes aos meios seletivos convencionais em um menor periodo
de tempo (LIU et al., 2009).

Concluséo semelhante encontraram NESBAKKEN et al. (2003), que assim
como LIU et al. (2009), ndo detectaram diferencas significativas de eficacia entre
o método de isolamento convencional e o imunoenzimatico VIDAS® para

deteccdo de Campylobacter spp..
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3.7.3 Sistema APl CAMPY

O API CAMPY é um sistema padronizado que se baseia na identificacao
bioquimica e enzimética, utilizando mini-testes e uma base de dados especifica.
Esse sistema € constituido por uma galeria que permite obter para cada
microrganismo testado um conjunto de resultados, ou seja, o perfil bioquimico
proprio o qual sua interpretagdo é referente a uma base de dados a qual é
constituida pelo conjunto de taxons (que pode ser espécie, biotipo ou grupo de
espécie) e das porcentagens de positividade de cada teste (bioMérieux®, 2010).

A galeria APl Campy comporta 20 microtubos que contém substratos
desidratados, divididos em duas galerias diferentes. A primeira parte da galeria
que possui os testes enziméticos e convencionais: urease (URE), reducdo dos
nitratos (NIT), esterase (EST), reducdo de hipurato (HIP), gama glutamil
transferase (GGT), reducdo do cloreto de trifenil-tetrazolium (TTC), pirrolidonil
arilamilase (PyrA), L-arginina arilamidase (ArgA), L-aspartato arilamidase (AspA),
fosfatase alcalina (PAL) € inoculada com suspensdo do microrganismo densa que
reidrata os substratos. As reacdes produzidas durante o periodo de incubacéo
(em aerobiose) traduzem-se pelas mudancas de cor espontaneas ou reveladas
através da adicdo de reagentes (bioMérieux®, 2010).

A segunda parte da galeria com testes de assimilagdo ou inibicéao:
producdo de H2S (H2S), assimilacdo de D-glucose (GLU), de succinato de sédio
(SUT), de acetato de sodio (ACE), de propionato (PROP), de malato (MLT) e de
citrato trissodico (CIT); sensibilidade a eritromicina (ERO), resisténcia ao acido
nalidixico (NAL) e a cefazolina de sédio (CFZ) é inoculada com meio menos
denso, pois o primeiro foi repassado para outro tubo para diluicdo, exceto o teste
de H2S que é realizado com 0 mesmo meio anterior, a segunda galeria entdo é
incubada em atmosfera de microaerofilia. As bactérias multiplicam-se se forem
capazes de utlizar o substrato correspondente ou se forem resistentes ao

antibidtico testado. O 21° teste constitui o teste de catalase (bioMérieux®, 2010).

3.7.4 Teste de suscetibilidade antimicrobiana

Apesar dos primeiros estudos de Campylobacter spp. datarem de 1986,

sendo reconhecido como um importante patbgeno humano em 1972, apenas no
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ano de 2004 surgiram padrdes especificos de suscetibilidade antimicrobiana
dessa bactéria (McDERMOTT et al., 2004).

Os testes de suscetibilidade antimicrobiana desempenham papel
fundamental na orientacéo terapéutica de casos de campilobacteriose e vigilancia
epidemiologica. O surgimento de resisténcia aos antimicrobianos por
Campylobacter termotolerantes sdo de grande preocupacdo para as autoridades
em saude, principalmente no caso das fluorquinolonas, que véem apresentando
indices crescentes de resisténcia frente a esse patogeno (GE et al., 2013).

As fluorquinolonas séo frequentemente utilizadas para tratamento de
doencas diarréicas onde o agente etioldgico ndo foi diagnosticado, a conhecida
“diarréia dos viajantes” (ARESTRUP et al., 2008). Por outro lado quando
Campylobacter termotolerantes sao diagnosticadas como sendo 0 agente
etioldgico de gastroenterites e existe a indicacdo da terapia com antimicrobianos,
os macrolideos, principalmente eritromicina, normalmente sdo as bases de
primeira escolha para o tratamento (BLASER & ENGBERG, 2008).

As tetraciclinas e ciprofloxacina sdo normalmente sugeridos como
medicamentos alternativos no tratamento de campilobacteriose clinica.
Cloranfenicol € uma base que pode ser usada, mesmo que de maneira ilicita, na
promocao do crescimento em animais de producado, que resulta no surgimento e
disseminacéao de bactérias resistentes (ZENDEHBAD et al., 2013). Cefalosporinas
de terceira geracdo, como a ceftriaxona, sdao amplamente utilizados como
alternativa as fluoroquinolonas para o tratamento empirico de diarréia infecciosa
de origem bacteriana (GE et al., 2013).

Ainda segundo GE et al. (2013), a técnica de difusdo em disco é
frequentemente empregada em estudos que objetivam dentre outras variaveis, a
determinacao da suscetibilidade frente a agentes antimicrobianos, por se tratar de
uma técnica simples, de grande flexibilidade, agilidade e de baixo custo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

Foram analisadas 100 carcacas de frangos e 100 duzias ovos,
provenientes de 20 unidades de comercio varejista, localizados no municipio de
Goiania, subdivididos em sete distritos sanitarios, sendo eles, Centro-campinas,
Noroeste, Oeste, Sudoeste, Norte, Leste e Sul, conforme Figura 1. Vale ressaltar
gue todos os estabelecimentos continham alvara de funcionamento expedido pelo

Departamento de Vigilancia Sanitaria Municipal (VISA).

Figura 1- Distritos sanitéarios da cidade de Goiania/Goias

Notoeste Nerte

Campinas Coentro
Oeste

Sudoeste

Fonte: VISA — Goiania.

As amostras foram obtidas nas gondolas de exposicdo de produtos por
profissionais do Departamento de Vigilancia Sanitaria Municipal, em seguida
foram dispostas em sacos plasticos individuais, identificadas, lacradas e
encaminhadas em ambiente refrigerado, entre 2 e 8°C, ao Laboratério
Multiusuario de Pesquisa em Microbiologia de Alimentos do Centro de Pesquisa
em Alimentos. As coletas compreenderam o periodo entre os meses de agosto a
novembro de 2013.

Todas as amostras foram submetidas ao ensaio imunoenzimatico
miniVIDAS® como método de triagem, sendo que para amostras positivas, foi

realizado procedimentos de isolamento bacteriano convencional e posterior
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caracterizagdo fenotipica, com a utilizacdo de testes bioquimicos, enziméticos e

antimicrobianos, para identificacdo de espécies e subespécies.

4.2 Ensaios analiticos

Para as 100 carcacas de frango, apos sua chegada em laboratoério, tiveram
sua condicdo de apresentacdo avaliada (avaria na embalagem, data de
fabricacdo e validade, presenca de matéria organica e aspecto geral).
Posteriormente foram retiradas das embalagens e submetidas a esfregaco por
suabes em toda a superficie da carcaca, interna e externamente, com atencéo as
regibes do pescoco, asas, peito, dorso e cloaca. Atendendo as especificacdes do
protocolo analitico para ensaios imunoenzimaticos VIDAS (bioMérieux®, 2010), os
suabes foram obtidos de forma asséptica e individualmente dispostos em tubos
contendo 9,0 mL de caldo Bolton sem sangue, suplementado com antibidticos.

Para as 100 duzias de ovos analisadas, apés sua chegada no laborat6rio,
assim como as carcacas amostradas, foram avaliados aspectos como avarias na
embalagem, data de fabricacdo e validade, presenca de matéria organica, trincas,
rachaduras dentre outros aspectos. Em sequéncia cada duzia de ovos foi retirada
da cartela, higienizada e submetida a quebra em embalagem asséptica, formando
um pool de uma duzia de ovos. De cada pool foi retirada uma aliquota de 1,0 mL
de amostra e disposta em tubo contendo 9,0 mL de caldo seletivo Bolton sem
sangue, suplementado com antibiéticos, conforme determinacfes do protocolo
analitico para ensaios imunoenzimaticos VIDAS (bioMérieux®, 2010).

Todos os tubos foram incubados em atmosfera de microaerofilia com a
utilizacdo de jarras de anaerobiose e geradores de microaerofilia Genbox®, onde
inicialmente ficaram sob uma temperatura de 37°C por um periodo de 4 horas
para fase de pré-enriquecimento e posteriormente sob temperatura de 41,5 + 1°C
por 44 + 4 horas para fase de enriquecimento.

Apbés o periodo de incubacdo, seguindo o protocolo VIDAS®, foram
retirados aliquotas de 2 mL do caldo de enriquecimento de cada tubo e
submetidos a temperaturas de 100°C por um periodo de 15 minutos, o que
possibilita e facilita a exposicdo do antigeno ao anticorpo presente nos barretes
do teste. Apds essa etapa os tubos eram dispostos de maneira apropriada em

bancada para a diminuicéo de temperatura.
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Em sequéncia a queda gradual da temperatura dos tubos, eram extraidos
desses 0,5 mL do caldo de enriquecimento e transferidos para o barrete do kit
VIDAS® Campylobacter onde a partir desse, se procedeu a avaliacdo da amostra
por meio da técnica ELFA no aparelho miniVIDAS®.

Tendo como base um limiar de detecc&o ou valor do teste (VT) 20,1 para
positivos e < 0,1 para negativos, 0s resultados eram obtidos apds
aproximadamente 70 minutos de analise automatizada (bioMérieux®, 2010).

As aliquotas restantes dos caldos de enriquecimento que ndo foram
submetidas a aquecimento, foram estocadas a 4°C, pelo periodo de no maximo
24 horas, vedadas por filme plastico para a confirmacdo dos positivos pelo
meétodo de isolamento bacteriolégico convencional. A metodologia adotada para
confirmacédo dos positivos foi a descrita na 1ISO 10272-1 (2006), que tem como
objetivo obtencéo de isolados e colbnias puras.

ApoGs atingirem temperatura ambiente, aliquotas de cada caldo das
amostras positivas na triagem foram semeadas, por esgotamento, utilizando alcas
descartaveis, na superficie de agar CCDA (OXOID®) suplementado com
antibiéticos e em &gar Columbia sangue (DIFCO®). Todas as placas foram
incubadas em microaerofilia a 41,5+1°C/ 44+4 horas.

Ao fim do periodo de incubacgdo das placas, as col6nias que apresentavam
caracteristicas compativeis com as caracteristicas de Campylobacter spp. eram
selecionadas. No agar mCCDA as colbnias apresentavam-se acinzentadas,
geralmente com brilho metalico, planas e Umidas, com tendéncia ao
espalhamento. No &gar Columbia sangue as coldnias tipicas sdo de aparéncia
mucdides de pequena a média dimensdo, normalmente com uma coloracédo
acinzentada, planas com extremidades irregulares e ndo hemoliticas. Uma outra
morfologia das coldnias que parece estar relacionada com as estirpes é composta
por colonias redondas, com 1 a 2 mm de diametro, convexas, completas e
brilhantes.

Na auséncia de obtencdo de colbnias isoladas o0 processo de
plagueamento era repetido, seguindo os mesmos padrées metodoldgicos, com o
intuito de crescimento de col6nias isoladas e puras.

De cada amostra, dos dois agares utilizados, foram selecionadas de uma a

cinco unidades formadoras de colonias caracteristicas de Campylobacter spp.
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para a realizacdo do teste de catalase, a mesma colonia foi semeada em &gar
sangue e as placas incubadas em microaerofilia a 41,5+ 0,5°C/ 44+4 horas.

As andlises bioquimicas ndo foram realizadas imediatamente, sendo assim
as colonias selecionadas foram estocadas em eppendorfes contendo 1,5 mL de
leite desnatado esterilizado e submetidas a congelamento, por um periodo que
variou de duas semanas a trés meses.

O armazenamento em leite foi embasado nas informacfes de CODY et al.,
(2008), por terem afirmado que esse é um meio avaliado como apropriado para a
manutencgao da viabilidade bacteriana, com o intuito de aumentar a viabilidade da
célula a longo prazo e proteger contra a morte celular durante posteriores
periodos de elevada temperatura.

Para descongelamento os eppendorfes foram submetidos a temperatura de
refrigeracdo por um periodo de oito horas em microaerofilia, em seguida, uma
aliquota de 1mL foi adicionada a tubo contendo 9,0 mL de caldo Bolton sem
sangue, suplementado com antibioticos. Os tubos foram incubados em atmosfera
de microaerofilia com a utilizacdo de jarras de anaerobiose e geradores de
microaerofilia Genbox®, onde inicialmente ficaram sob uma temperatura de 37°C
por um periodo de 4 horas para fase de pré-enriquecimento e posteriormente sob
temperatura de 41,5 £ 1°C por 44 + 4 horas para fase de enriquecimento. Em
seguida cada amostra, foi semeada em agar sangue. As placas foram incubadas
a 41,5+1°C/ por 24 a 48 horas em ambiente microaerdfilo.

As colonias isoladas foram submetidas ao teste de KOH, prova de
motilidade em caldo Brucella, sendo possivel a verificagdo da morfologia em
espiral e motilidade do tipo saca rolha tipicos de Campylobacter spp.

4.3 Identificagao bioquimica e enzimatica das coldnias sugestivas de
Campylobacter spp. pelo sistema APl Campy

A estratificagdo do perfil enzimatico e bioquimico foi realizada por meio do
sistema API Campy (bioMérieux®), onde apés a interpretacédo de seus resultados
era possivel a identificacdo das cepas sugestivas de Campylobacter spp. Para a
preparacao do indcuo, com auxilio de suabe esterilizado, as colonias isoladas no
agar sangue foram transferidas para diluente proprio do sistema API Campy

(bioMérieux®) a base de cloreto de sédio e 4gua desmineralizada, com intuito de
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criar uma suspensdo com densidade similar ao numero seis da escala de
McFarland (BaSOa).

Logo apds a preparacdo da suspensdo do inécuo, a primeira parte da
galeria foi preenchida juntamente com o teste H2S da segunda parte da galeria.
Atendendo a necessidade particular de anaerobiose do teste URE, o mesmo ser&a
coberto com Oleo de parafina criando um ligeiro menisco convexo. Apos tais
procedimentos a primeira parte da galeria foi incubada por 24 horas a 36°C + 2°C
em atmosfera aerobia.

Para realizacdo dos testes de inibicdo ou assimilacdo, a segunda parte da
galeria foi inoculada utilizando-se meio diluido. A preparacdo do segundo meio
diluido foi feita com a adicdo volume restante de solucdo bacteriana preparada
anteriormente na solucdo fornecida no tubo API AUX Medium. Apos
homogeneizacdo, a nova suspensdo formada foi distribuida nas cupulas da
segunda parte da galeria que foi incubada por 24 horas (£ 2 horas) a 35 = 2°C em
atmosfera microaerofila.

Para a leitura da primeira parte, adicionou-se reagentes especificos,
descritos pelo fabricante. As reacdes produzidas durante o periodo de incubacéo,
traduzem-se pelas mudancas de cor espontéaneas ou reveladas quando feita a
adicdo de reagentes. Segundo orientacdes do fabricante, aguardou-se cinco
minutos apés adicdo dos reagentes para realizacdo da leitura dos resultados.
Foram consideradas positivas, qualquer reacdo, mesmo que essa fosse em
menor intensidade.

A leitura da segunda parte da galeria apenas foi realizada se constatada a
positividade do teste SUT, caso contrario, incubacao foi feita por mais 24 horas.
As bactérias que utilizavam o substrato correspondente ou que eram resistentes
ao antibiotico testado cresceram visivelmente. Assim como o critério adotado para
avaliacdo da primeira parte, foram consideradas positivas, qualquer reacéo,
mesmo que fossem fracas.

Os resultados das reacdes foram anotados em ficha propria de resultados
e foram interpretadas com auxilio do programa Apiweb que expressava o0s
resultados identificando a cepa avaliada por meio da avaliagcdo em conjunto das

reacoes.
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4.4 Resisténcia a antimicrobianos

Para este estudo, o ensaio destinado a avaliacdo da suscetibilidade dos
isolados de Campylobacter spp., frente a agentes antimicrobianos foi a de difusdo
em disco. A selecdo das bases a serem submetidas ao teste levou em
consideracdo os recentes estudos e ainda a importancia das mesmas nas areas
meédicas e da ciéncia animal. As bases foram eritromicina, ciprofloxacina, acido
nalidixico, tetraciclina, ceftriaxona e cloranfenicol.

Com auxilio de suabe esterilizado, as coldnias caracteristicas foram
transferidas do agar sangue para tubo contendo 1mL de solucédo salina a 1,0%,
onde permaneceram por um periodo médio de cinco minutos. Apos esse periodo
utilizando o mesmo suabe, agora Uumido, foi realizado estriamento das placas
contendo agar Muller Hilton adicionado de 5% de sangue desfibrinado de
carneiro. O estriamento das placas foi realizado em quatro sentidos diferentes
com o intuito de cobrir toda a superficie do agar com a aliguota amostral. As
placas permaneciam tempo médio de cinco minutos para fixacdo da amostra na
superficie do agar.

Apos fixacdo, com o auxilio de pinca esterilizada, cada disco era afixado na
superficie do agar, com espacos satisfatorios entre si. Ao final cada placa, de
cada amostra foi afixada com seis discos com base de antimicrobianos distintas.
Terminada essa etapa as placas foram incubadas a 41,5+1°C/ por 24 horas em
ambiente microaerofilo.

Terminado o periodo de incubacdo a leitura dos resultados poderia ser
realizada. Nesse estudo os padrdes utilizados para interpretacdo dos resultados
obtidos tiveram como fonte os valores fornecidos pela Comissdo Européia de
Suscetibilidade a Antimicrobianos (EUCAST), (Quadro 1).

Quadro 1- Padroes EUCAST de susceptibilidade de antimicrobianos por base.

Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente
Eritromicina 220mm - < 20mm

Ciprofloxacina 226mm - < 26mm

Acido Nalidixico >20mm - <19mm
Tetraciclina 230mm - < 30mm
Ceftriaxona 228mm 24-27mm <23mm
Clorofenicol 217mm 15-16mm < 14mm
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 100 amostras de carcacas de frango avaliadas, 14 foram positivas
segundo o método de triagem miniVIDAS® para Campylobacter, o que
representou 14% de positividade. Deste total, 11% foram confirmadas como
pertencentes ao género por meio do isolamento bacteriano convencional.
Referente aos ovos comerciais, em 1% foi possivel o isolamento do patdégeno.
(Tabela 1).

Tabela 1 - Campylobacter termotolerantes em carcagas de frango e ovos
comerciais comercializados na cidade de Goiania.

Carcacas de frango

Resultado* miniVIDAS® MiniVIDAS + IBC**
Positivo Negativo
Carcacas positivas 14/100 (14%) 11/14 (78,6%) 3/14 (21,4%)
Carcacas negativas 86/100 (86%) N&o avaliadas
Total carcacas 100 (100%) 11/100 (11%)
Ovos comerciais
Resultado* MiniVIDAS® __MiniVIDAS + [BC™
Positivo Negativo
Ovos positivos 0/100 (0%) 1 (1%) -
Ovos negativos 100/100 (99%) 99 nao avaliadas
Total ovos 1 (1%) 1/100 (1%)

* Resultado considerando o género
** |BC - isolamento bacteriano convencional

Estes resultados reportam que a bactéria estd presente em alimentos de
origem avicola destinados a comercializacdo na cidade de Goiania. Este dado
contrasta com o0s critérios para inocuidade de alimentos, uma vez que
Campylobacter compde a lista de microrganismos potencialmente patogénicos a
humanos, causadores de doencas e até mesmo casos de Obito.

N&o se pode afirmar imperativamente que a contaminac¢ao deriva dos lotes,
pelo fato de que ndo houve verificacdo de plantéis em granjas de corte ou
postura. No entanto, pode-se considerar provavel contaminacdo em granjas, em

abatedouros (lotes de mesma origem e de origens diferentes) e até mesmo em
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gondolas de supermercados. Diversos fatores podem subsidiar esta suposicéo,
COmo 0s apresentados a seqguir.

Acredita-se que o jejum pré-abate inadequado, as operacfes de abate e o
processamento das carcacas em abatedouros pode favorecer a disseminacao da
bactéria durante o abate, conforme constatacdo de SON et al. (2007), SOMMER
et al. (2012), conferindo as carcacas a possibilidade de contaminacdo (EFSA,
2012), situacdo que perpetua ap6s o resfriamento e/ou congelamento, em
estabelecimentos comerciais.

CHRISTENSEN et al. (2013), na Dinamarca, observaram variabilidade de
sete a 17%, quanto a presenca de Campylobacter em carcacas resfriadas de
origem nacional e de 17 a 39% para carcacas de frango de origem estrangeira.

NOBILE et al. (2013) propuseram avaliar a prevaléncia desse patégeno em
carcacas de frango e de perus, ambos resfriados e disponibilizados para consumo
no comercio varejista constatando 20,7% e 23,1% respectivamente.

Este dado denota grande importancia quando acrescido da informacéo de
que a viabilidade do patégeno € variavel, porém alta em carne avicola. Esta
viabilidade pode estar relacionada a adaptacbes das diferentes espécies
termotolerantes.

No presente estudo, em relacdo aos ovos, pode-se afirmar que houve
menor frequéncia de observacédo (1%) o que ndo exclui o risco a populacdo. Cabe
salientar que uma das amostras teve reacdo sugestiva para a presenca de
Campylobacter, porém classificada como negativa ao limiar de deteccédo do teste
imunoenzimatico. Assim sendo, deu-se sequéncia ao protocolo analitico, havendo
portanto o isolamento da bactéria.

Este resultado permite inferir sobre o risco da intencédo do uso de ovos crus
em preparacbes domesticas. Existem relatos sobre a menor incidéncia de
Campylobacter em gemas e claras, como os citados por FONSECA et al. (2006) e
PAULA et al. (2009).

Ainda assim, em outro estudo FONSECA et al. (2011) observaram a
capacidade da bactéria permanecer viavel no contetdo interno de ovos, mesmo
estudos anteriores apontando que o isolamento desse género bacteriano era

restrito ao exterior.
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Segundo PAULA et al. (2009), fatores que poderiam explicar o baixo indice
de isolados em conteddo interno de ovos, sdo os fatores intrinsecos
caracteristicos dessa matriz alimentar como enzimas presentes na clara dos ovos,
tais como lisozima, avidina, proteina inibidora de ovo, ovotransferrina
flavoproteina que possui agdo antimicrobiana direta ou indireta contra diferentes
microorganismos. Somado a isto, o albumen apresenta um teor de ferro reduzido
(aproximadamente 0.4mg/100g), que desfavorece o metabolismo bacteriano.
Além disso, o pH do albumen, que é de aproximadamente 9,0, ndo representa um
ambiente favoravel ao Campylobacter jejuni.

Apébs o emprego do isolamento bacteriano convencional (IBC), 11 das 14
amostras positivas (78,6%) evidenciaram colbnias caracteristicas, sugestivas do
género, nos dois agares eleitos. No entanto, ap6s o0 emprego das provas
referéncia para assimilacdo e bioquimicas pelo sistema API, observou-se que
sete amostras (7%), dentre carcacas e ovos, foram reportadas como bactérias do
género, com isolados selecionados dos dois &gares. As demais foram
classificadas como perfil inaceitavel, como pode ser identificado na Tabela 2.

No presente estudo, a frequéncia de 7% de identificacdo da bactéria, atesta
que carne de frango distribuida nos distritos do municipio de Goiania, com
excecao do distrito oeste onde ndo houve deteccdo, ao ser consumida podera
expor a populacao a risco evidente, caso a preparacado do alimento ndo obedeca
as condicdes ideais de higiene, eliminando-a pelos processos de preparacao.

GUNTHER IV & CHEN (2009) revelaram a alta probabilidade da bactéria
formar biolflme em utensilios, perpetuando e disseminando-se ao longo do
tempo. Ndo cabe nesta situacdo, ponderar a minimizacdo de contaminacdo de
carne de frango ou ovos, pois isso ndo exclui a bactéria das matrizes alimentares.
Como mencionado por WASSENAAR (2011) a simples presenca do patdégeno é
suficiente para modelagem de risco a exposigéo.

Neste estudo optou-se pela realizagdo do isolamento bacteriano
convencional de amostras resultantes como negativas, somente com valor do
teste (VT) proximo ao limiar minimo de deteccéo. Isto para que fosse investigada
a presenca do patdgeno na amostra que poderia induzir a um resultado falso

negativo.
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Uma das possiveis justificativas para amostras positivas no ensaio
imunoenzimético ndo gerarem isolados pelo método convencional € que esse
teste de triagem tem a capacidade de deteccdo de bactérias do género
Campylobacter que podem ter alterado seu estado de cultivo, em virtude do
estresse fisiologico dos isolados, dependente da espécie frente aos fatores
ambientais adversos como temperatura, pH, atividade de agua, fonte insuficiente
de nutrientes, estando assim em estado ndo cultivavel em culturas convencionais
(ON, 2013).

O fato da nédo adicdo de sangue ao caldo de enriqguecimemnto, ndo pode
ser considerado como hipétese para a diferenca entre os percentuais de positivos
no ensaio imunoenzimatico e método convencional. Em estudo realizado por LIU
et al. (2009) que avaliaram a eficacia do ensaio imunoenzimatico VIDAS® na
deteccdo de Campylobacter em carne de frango inoculada em caldo Bolton
suplementado com sangue ou ndo, concluiram diante dos valores encontrados
que a adicdo ou ndo de sangue no caldo de enriquecimento nao interfere
significativamente na diferenca do percentual de positivos entre o método de
triagem e o método convencional.

Outro fator que explica a diferenca encontrada entre positivos no método
de triagem e de real isolados, sdo as caracteristicas naturais do patdgeno, que
sdo reconhecidamente fastidiosos, a capacidade limitada de crescimento em
temperaturas menores que 30°C e a grande tensdo causada pelo oxigénio
ambiental (SILVA et al., 2007).

Ressalta-se que para as seis amostras ndo caracterizadas, identificou-se
isolados nédo reconhecidos pelo sistema API, porém provenientes de colénias

caracteristicas ao isolamento bacteriano convencional.
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Tabela 2 — Caracterizacdo de Campylobacter termotolerantes ou perfil inaceitavel

de isolados, pelo sistema API, de 11 amostras positivas ao ensaio

MiniVIDAS
Distrito L L

Amostra sanitario Espécie/Subespécie

Carcaca 1 Campylobacter jejuni sub. jejuni |

Carcacga 2 Campylobacter coli
Campylobacter lari

Carcaca 3 Campylobacter coli

Carcaca 4 Campylobacter lari
Campylobacter jejuni sub. jejuni Il (2 isolados)

Carcaca 5 _
Campylobacter lari

Carcaca 6 Campylobacter jejuni sub. jejuni ll

Pool ovos* Campylobacter jejuni sub. jejuni Il

Colbnias caracteristicas ao IBC sem classificacdo para Campylobacter

termotolerante pelo sistema API

Carcaca 1 Coldnias caracteristicas - perfil inaceitavel
Carcaca 7 Colbnias caracteristicas - perfil inaceitavel
Carcaca 8 Colbnias sugestivas - perfil inaceitavel
Carcaca 9 Colbnias sugestivas - perfil inaceitavel
Carcaca 10 Coldnias sugestivas - perfil inaceitavel
Pool ovos Colbnias caracteristicas - perfil inaceitavel

*Amostra negativa ao VIDAS, mas com alto valor de deteccdo, investigada pelo IBC e com
colbnias caracteristicas, posteriormente classificada como positiva para Campylobacter jejuni.
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Pelos resultados, observa-se que as espécies circulantes sdo aquelas
denominadas como as de maior potencial patogénico para humanos,
concordando com as afirmacdes de GHARST et al. (2013).

Nos paises em desenvolvimento, os relatos que associam casos de
gastroenterite infecciosa as bactérias Campylobacter upsaliensis e Campylobacter
lari sdo cada vez mais frequentes (JANEZ et al., 2013).

Buscando identificar espécies de 24 isolados de Campylobacter por meio
do teste APl Campy, FERRO (2012) caracterizou 37,5% como pertencentes a
espécie Campylobacter jejuni subespécie jejuni 2, 29,2% Campylobacter jejuni
subespécie jejuni 1, 25% Campylobacter jejuni subespécie doylei, 4,2%
Campylobacter coli e 4,2% a Campylobacter lari, afirmando que as alteragbes
geograficas e climaticas também podem definir o perfil de espécies circulantes.
Observou-se certa similaridade aos achados do presente estudo.

ZENDEHBAD et al. (2013) propuseram avaliar a prevaléncia de
Campylobacter em carcacas de aves, dentre elas as de frango, disponibilizadas
para o comercio em Mashhad, Ird. Dentre as carcacas positivas, as espécies
identificadas foram Campylobacter jejuni (80,8%) e Campylobacter coli (19,3%),
explicitando coeréncia as demais observacdes feitas em outros paises, variando-
se a frequéncia de observacdo, dependente de fatores que envolvem desde o
ciclo de producéo até a exposicado para 0 comercio.

Acrescenta-se que estas espécies apresentam grande poder de adaptacéo
fisiologica as situacdes hostis do ambiente (BHADURI & COTTRELL, 2004;
CHAN et al., 2011), contrariando as declaracbes de que Campylobacter
termotolerantes sdo altamente suscetiveis ao estresse pelas alteracdes que
podem ocorrer quando do seu resfriamento culminando em declinio das
populacbes bacterianas (GEORGSSON et al., 2006; GARENAUX et al., 2009),
principalmente quando efetuado nas primeiras cinco horas de armazenamento.
Esta afirmacdo é contraria aos achados deste estudo, uma vez que as amostras
estavam estocadas em refrigeradores e congeladores dos estabelecimentos
comerciais por periodos maiores que 24 horas.

Estudo sobre exposicdo ao risco pela presenca de Campylobacter
termotolerantes em alimentos, preconizavam o congelamento para eliminagéo do

patbgeno, bem como caracterizam a etapa de refrigeragcdo como um ponto de
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controle (FAO/WHO, 2009[a]) a ser mensurado em funcdo do tempo e
temperatura, associados ao tipo de embalagem. Atualmente, apesar de
transcorridos apenas cinco anos, identificou-se que estas bactérias se adaptam
facilmente as duas situacdes e mantém a viabilidade (WASSENAAR, 2011),
porém ndo podem ser cultivadas em laboratdrio, mas expressam reacfes de
cunho enziméatico e/ou imunoldgico, o que reforca os achados deste estudo para
amostras positivas ao método de triagem e negativas ao isolamento convencional.

Analisando a Tabela 2, pode-se verificar que dos isolados identificados,
50% referiu-se a Campylobacter jejuni, 30% a Campylobacter lari e 20% a
Campylobacter coli. MOORE et al. (2002), em seu artigo de revisdo, declararam
que Campylobacter jejuni foi a espécie de maior frequéncia de isolamento,
seguida de Campylobacter coli, na Europa e Estados Unidos a partir da década
de 90, o que pode ser evidenciado, parcialmente, neste estudo. No entanto, os
mesmos autores mencionaram que Campylobacter lari é classificada como de
ocorréncia rara, 0 que nao se observou.

Considerando a ocorréncia de Campylobacter jejuni, sabe-se que a
subespécie Il é a de maior frequéncia (FERNANDEZ & TORRES, 2000), em
varios paises do mundo, fato similar ao das regides pesquisadas na cidade de
Goiania.

A partir da frequéncia de Campylobacter encontrados em carcacas de
frango e ovos comerciais, observa-se que dos 20 mercados visitados, 12 (60%)
apresentaram pelo menos uma amostra contaminada. Desses 12 mercados,
83,3% apresentavam nao conformidade, dentre as quais mais comuns podem ser
citadas, amostras com temperatura fora do limiar caracteristico de produtos
resfriados (0°C - 5°C), gbndola sem indicacdo de temperatura, sangue residual
nas gondolas, produtos dispostos de maneira desorganizada, gondolas mal
higienizadas, carcacas de frango em contato direto com outras matrizes
alimentares e gbndola de exposi¢cdo de ovos em areas com temperatura impropria
para este tipo de alimento.

Estratificando os resultados por distritos sanitarios, no quais se localizavam
as unidades comerciais no municipio de Goiania (Tabela 3), percebe-se que a
maior ocorréncia do patdégeno relaciona-se ao distrito Centro-Campinas (41,6%),

regido caracterizada pela grande concentracdo populacional, pela presenca de
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grandes unidades de comércio varejista de alimentos e pelo alto grau de atividade

comercial.

Tabela 3 - Frequéncia de incidéncia de Campylobacter spp. por distrito sanitario
do municipio de Goiania, Goias

Distritos sanitarios Incidéncia g:;gnpylobacter Espécies identificadas
Centro-campinas 41,6% C.jejuni; C.coli; C.lari
Oeste - -
Leste 25% C.jejuni; C.lari
Norte 8,3% C.lari
Noroeste 8,3% -
Sudoeste 8,3% C.coli
Sul 8,3% C.jejuni
Total 100%

Outro dado relevante, refere-se ao fato de que de sete carcacas positivas
para Campylobacter spp., todas (100%) apresentaram nao conformidades por
embalagem rompida e/ou estriada. Ainda para carcacas, seis delas (85,7%)
apresentavam quantidade excessiva de exsudado que pode ser avaliado com um
indicativo de que a carcaca foi submetida a oscilac6es de temperatura prejudiciais
para a qualidade e estocagem correta do produto.

Pela avaliacdo dos dados da Tabela 3, é possivel inferir que a distribuicdo
das espécies teve maior variabilidade nos distritos onde a ocorréncia do patégeno
ocorreu em maiores propor¢cdes, como no distrito Centro-campinas onde
observou-se a distincédo de trés espécies de Campylobacter e distrito Leste com
duas espécies identificadas.

Para a duzia de ovos considerada positiva, durante a inspecdo da amostra,
notou-se que a mesma apresentava resquicios de matéria organica em sua casca
(sangue, fezes ou penas) e grande quantidade de trincas, o que corrobora com as
descricdes de FONSECA (2011).

Um fator interessante refere-se a variabilidade as provas bioquimicas
observadas para a subespécie, como pode ser visualizado na Tabela 4. Estas
variacdes relacionam-se a hidrolise do hipurato e a assimilacdo da arginina,
conferindo diferenciacdo para invasividade, em uma mesma subespécie.

Por sua vez, Campylobacter lari era mais frequentemente associada a

gaivotas, agua e a mariscos, na Europa e no Jap&o. No entanto, MATSUDA &
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MOORE (2011) reportaram que nas trés Ultimas décadas esta espécie tem
demonstrado distribuicAo mundial e vinculada as mais diferentes espécies e
animais domeésticos e de producdo, 0 que aumentou sua associacdo a surtos
alimentares.

Outro dado importante € seu perfil bioquimico, classificado como
divergente da maioria das espécies termotolerantes, uma vez que Ss&o
denominadas urease positiva (UPTC — urease positivo Campylobacter
termotolerantes). No presente estudo, os trés isolados classificados como
Campylobacter lari apresentaram resposta negativa a prova da urease.

Observando a Tabela 4, pode-se afirmar que espécies identificadas e ndo
identificadas apresentam respostas variaveis para 0 género, aos testes do
sistema API. Isso permite afirmar o grau de variabilidade fenotipica dos isolados
caracterizados, situagdo comum para 0 género e por tal motivo, tdo representativa
para 0 mapeamento e rastreabilidade dos isolados identificados em granjas e nos
alimentos, por consequéncia.

Pelos dados expostos, pode-se reafirmar a concordancia aos achados de
KUANA et al. (2009), quando mencionaram a possivel variabilidade numa mesma
espécie e a ocorréncia de mutantes para o género, como mencionado por ON, em
1996; ocasido em que iniciaram-se as observacfes de reemergéncia do
patdgeno.

As descricbes de VAN PUTTEN et al. (2009), fazem ressurgir a discussao
pertinente ao estudo, por haver detalhamento do alto grau de diversidade
fenotipica prépria de Campylobacter jejuni. Observando a Tabela 4, pode-se
verificar a variabilidade de resposta a prova referente a glutamina, derivada da
variacao alélica para gene que codifica a gamaglutamiltranspeptidase (GGT), em
sintese esta variacdo influencia a colonizacao intestinal bacteriana e a resposta

imunoldgica do hospedeiro.
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Tabela 4 - Perfil bioquimico e suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados, caracterizados ou néo, pelo sistema API

Campylobacter jejuni

Amostra URE NIT EST HIP GGT TTC PryA ArgA AspA PAL H,S GLU SUT NAL CFZ ACE PROP MLT CIT ERO CAT

Carcaca 1 - + + - - + - - - + - - R R + + N T T - T
Carcaga 5 - + + - + + - - - + - - + - + - - + R _ +
Carcaga 5 - + + - - + - - - + - - + - + - - + + _ +
Carcaca 6 - + + - + - - - + - - + - + - - - - - +
Pool ovos B + + + + = - - + = - + - + + - + - - +

Sv* SV SV Cv** Ccv SV SV Ccv SV SV SV SV Ccv SV SV Ccv SV Cv Ccv SV SV

Campylobacter coli

Amostra URE NIT EST HIP  GGT TTC PryA ArgA AspA PAL H,S GLU SUT NAL CFZ ACE PROP MLT CIT ERO CAT
Carcaca 2 - + + - - + - + - + - - - - + - - R B - T
Carcaca 3 - + + - - + - + - + - - + - - - - - - - +

SV SV SV. SV SV SV SV SV SV SV SV SV Cv SV Cv SV SV SV SV SV SV

Campylobacter lari

Amostra URE NIT EST HIP GGT TTC PryA ArgA AspA PAL H,S GLU SUT NAL CFZ ACE PROP MLT CIT ERO CAT

Carcaca 2 - + + - + + - + - + + - - - - - - R B B T
Carcaca 4 - + + - + + - + - + + - - - - - - - - - +
Carcaca 5 - + + - + + - + - + - - - - - - - - - - +

SV SV SV. SV SV SV SV SV SV SV Cv SV SV SV SV SV SV SV SV SV SV

Perfil inaceitavel

Amostra URE NIT EST HIP GGT TTC PryA ArgA  AspA PAL  H,S GLU SUT NAL CFZ ACE PROP MLT CIT ERO CAT
- +

Carcaca 1l + + + - + + + - + - - + + - - R + + +
Carcaca 6 + - - - + + - + + + + + + - + + - + + + +
Carcaca 7 - + + - + + - + - + - + - - - - - - - - +
Carcaca 8 + + + - + + - + - + + - + + + - - + + + +
Carcaca 9 + + + - + + - + - + + - + - + - - - - - +
Carcaca + + + - + + - + + + + + - - - - - - - - +
10

Carcaca 8 + + + - + + - + + + + + + + + + + + + + +
Carcaca + + - + + + + + + + + + - + - - - + + +
11

Pool ovos - + + - + + - + + + + + + - - - - - + - +

* SV = sem variagdo; ** CV = com variagdo; URE = Ureia; NIT = Nitrato de potassio; EST = 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-acetato; HIP = Hipurato de sédio; GGT = &cido yL-glutamico-B-naftilamina;
TTC = Cloreto de trifeniltetrazolium; PyrA = &cido piroglutamico- nafitilamido; ArgA = L-arginina-4-metoxi-f3 nafitilamido; AspA = acido aspartato-f nafitilamido; PAL = 2-natftil fosfato; H,S =
Sulfeto de hidrogénio; GLU = D-glucose; SUT = Sucinato de s6dio; NAL = acido nalidixico; CFZ = Cefazolina de sddio; ACE = acetato de s6dio; PROP = &cido propionico; MLT = &cido mélico;

CIT = citrato de tris6dio; ERRO = eritromicina
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Estudo realizado com o objetivo de comparar o sistema APl Campy
com o método bioquimico tradicional, mostrou que entre os métodos néo ha
diferenca significativa de eficacia uma vez que a concordancia obtida entre as
técnicas para determinacdo do género Campylobacter foi de 100% e para
Campylobacter jejuni de 96% e 97% para Campylobacter coli (SHIH, 2000).

Quando comparadas aos méetodos genotipicos de identificacdo, como
a reacdo em cadeia pela polimerase, o metodo API Campy € menos eficaz,
principalmente no que diz respeito aos perfis indeterminados comuns no
método bioquimico. MARINOU et al. (2012), submeteram 16 isolados ao
teste APl Campy e a reacdo em cadeia pela polimerase, identificando-se sete
dos 16 isolados e todos os isolados, respectivamente.

KUANA et al. (2009), detectaram a presenca do patégeno por métodos
convencionais e 0 mesmo nao ocorreu quando as amostras foram testadas
no APl Campy, isso comprova que existe a presenca do microrganimos na
amostra, porem a mesma nao pode ser confirmada.

Ainda assim, avaliando o perfil inaceitavel que pode ser denominado
também por indefinido, ndo se pode afirmar que os isolados ndo sejam
pertencentes ao género, isto partindo-se do pressuposto que pode ter
ocorrido o isolamento de bactéria do género, mas que suas caracteristicas
bioguimicas denotem variabilidade néo prevista no rol de microrganismos
catalogados. Ainda, permite-se avaliar que para a elaboracédo das provas, as
colénias devem ser ressuspendidas e podem ter assumido o carater de
bactérias viaveis e nao cultivaveis, alterando a resposta ao isolamento e ao
perfil bioquimico (ON, 2013).

Também, cabe ressaltar, que a definicdo para espécie e subespécie,
deriva do banco de dados registrado para o sistema API, de grande utilidade
clinica, mas que pode ndo acompanhar as possiveis variagcbes em
sequéncias proteicas e de genes, observadas em Campylobacter
termotolerantes em fungao da alta variabilidade descrita por pesquisadores,
como a hipervariabilidade de proteinas de membrana e por variagdo
genética, em resposta a adaptacéo, descrita por Van Putten et al. (2009).

Outro fator avaliado referiu-se a suscetibilidade a antimicrobianos, que
pode ser verificado na Tabela 5. Foram avaliados 10 isolados classificados,

provenientes das sete amostras positivas, validadas pelo sistema API
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Campy. Os resultados encontrados, sustentam que 100% dos isolados
apresentaram perfil de resisténcia a eritromicina, assim como para
ciprofloxacina e tetraciclina.

Para &acido nalidixico, um isolado de Campylobacter lari foi
considerado sensivel, havendo 91,7% de isolados resistentes para as trés
espécies identificadas. Em relacdo e ceftriaxona, identificou-se que 91,7%
dos isolados foram resistentes e apenas um isolado mostrou-se com
sensibilidade intermediaria, relacionando-se a Campylobacter coli.

Cloranfenicol, com uso proibido na terapéutica veterinaria, apresentou
ser mais eficaz para tratamento humano, sendo sensivel em 33,3%, com
sensibilidade intermediaria para 16,7% e 50% de resisténcia para 0s
isolados. Estes dados reforcam a preocupacdo dos 6rgdos de saude, pela
baixa expectativa de éxito para o tratamento da campilobacteriose, quando
da necessidade de eleicdo de antimicrobianos. Vale ressaltar que as bases
avaliadas neste estudo, sdo aquelas preconizadas para o tratamento e
intervencao, inclusive dos quadros de campilobacteriose que decorrem em
Sindrome de Guillian Barré.

Outro dado preocupante obtido por meio deste estudo foi que 100%
dos isolados apresentaram perfil de multiressisténcia a antibiéticos, que é
guando o mesmo isolado apresenta resisténcia simultanea a duas ou mais
bases de antibioticos. Dos dez isolados testados, quatro (40%) apresentaram
resisténcia as seis bases testadas, 5 (50%) apresentaram resisténcia a cinco
bases de antibiticos e uma (10%) apresentou resisténcia a quatro
antibiéticos testados (Tabela 5).

Estudo que buscou avaliar a resisténcia a antimicrobianos de isolados
originados de carcagas avicolas disponibilizadas para comércio no Ird,

~

constatou que apenas 0,7% dos isolados eram resistentes a eritromicina,
81,9% resistentes a ciprofloxacina, 73,3% ao &cido nalidixico, 67,8%
resistentes a tetraciclina e 4,7% resistentes ao cloranfenicol. Ainda sobre este
trabalho, obteve-se que em 59,1% dos isolados a multirresisténcia foi
percebida (ZENDEHBAD et al.,, 2013). Observa-se que as mesmas bases
empregadas no presente estudo subsidiaram a pesquisa iraniana, uma vez

que esta tem sido a recomendacgdo recente, pelos organismos de saude,
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como forma de informar quais as que devem ser eleitas quando da
necessidade de tratamento para humanos.

Situacéo e estudo similar foi desenvolvido por DYKES et al. (2013), na
Italia, quando avaliaram a resisténcia de Campylobacter isolados de carcacas
de frangos e perus comercializadas no sul do pais, regido considerada como
de alta ocorréncia de surtos. Os autores observaram que 72,1% dos isolados
eram resistentes a eritromicina, 48,8% para ciprofloxacina, acido nalidixico foi
resistente a 79,1% dos isolados testados, 90,7% resistentes a tetraciclina e
32,3% resistentes ao cloranfenicol, havendo parcial concordancia com o
presente estudo.

Pesquisa realizada por WIECZOREK et al. (2013), elucidou que os
valores de resisténcia sdo caracteristicos e particulares de cada regiao
geografica avaliada. Ao avaliarem a suscetibilidade a antimicrobianos na
Australia, Polbnia e Malasia concluiram que os perfis genéticos de cada pais
influenciavam diretamente no perfil de suscetibilidade encontrados. Na
Australia, os isolados foram suscetiveis a quase todas as bases testadas
onde uma Unica estirpe foi resistente ao acido nalidixico e outra a tetraciclina.
Ja na Polbnia, os isolados foram comumente resistentes & ciprofloxacina,
acido nalidixico e tetraciclina. A maior frequéncia de resisténcia e/ou
multiresisténcia foi encontrada na Malasia, onde mais de 60% dos isolados
foram resistentes aos antimicrobianos testados. Esta informacdo é
preponderante para as constatacoes feitas.

BENOIT et al. (2013), realizaram avaliagdo da resisténcia de
Campylobacter spp. isolados de amostras fecais com gastroenterite
infecciosa e o0s resultados revelaram que o patdgeno explicitou maior
resisténcia a eritomicina, ciprofloxacina e &cido nalidixico e menor valor de
resisténcia ao cloranfenicol. Mesmo os isolados sendo obtidos de amostras
distintas, os resultados encontrados mostram similaridade com os resultados
deste estudo.

O elevado indice de resisténcia encontrado nesse estudo tem diversas
hipoteses, dentre elas a principal € a multiplicidade genotipica desenvolvida
pelos patdogenos e selecdo dessas caracteristicas mediada pela exposicao
inadequada as bases de antimicrobianos, seja nos casos onde esses Sao

usados como promotores de crescimento nos sistemas intensivos de criacdo
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gue assim o permitem ou pela terapéutica incorreta na clinica veterinaria e
humana.

Varios mecanismos de resisténcia de Campylobacter termotolerantes a
antibiéticos sdo relatados, que incluem mutacdo dos genes alvo e de
sistemas de bomba de efluxo ativos. As quinolonas tem como alvo na célula
bacteriana a DNA girase, quando a resisténcia € adquirida normalmente nota-
se que ocorre substituicdo de aminoacidos na subunidade gyrA, alterando a
codificacdo da DNA girase criando uma regido determinante de resisténcia
(QRDR) (BOLTON et al., 2013). Por esta informacéo, constata-se o perfil
preocupante de resisténcia observado nos isolados avaliados.

Ainda segundo BOLTON et al. (2013), dois mecanismos de resisténcia
séo relatados, a modificagdo do alvo antibidtico e remocao do principio ativo
da droga por meio de bomba de efluxo. Os macrolideos agem se ligando ao
ribossomo bacteriano interferindo na sintese proteica, interrompendo assim o
crescimento bacteriano. O primeiro mecanismo de evasdo normalmente é
mediado por mutacdes resultando em fenétipos resistentes ao principio ativo
da droga. O segundo mecanismo € mediado por uma proteina de membrana
externa, uma de membrana interna transportadora e uma proteina de fusao,
onde por meio desse conjunto a extrusdo do principio ativo antimicrobiano é
possivel. Assim sendo, em situacbes de reconhecimento pela variabilidade
genética pode ocorrer o perfil de resisténcia, o que pode explicar os

resultados registrados na pesquisa em discussao.
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Tabela 5 — Perfil de suscetibilidade dos isolados a antimicrobianos, (R) resistente, (S), sensivel e (l) sensibilidade intermediéria

Eritromicina Ciprofloxacina Ac.Nalidixico Tetraciclina Ceftriaxona Cloranfenicol
Amostras S 220mm S 226mm S 220mm S 230mm S 228mm S 217mm
R <20mm R <26mm R <19mm R <30mm | 24-27mm [ 15-16mm
R <23mm R <14mm
Carcaca 1 (R) (R) (R) (R) (R) (R)
C. jejuni
Carcaca 2 (R) (R) (R) (R) (R) (S)
C. lari
Carcaca 2 (R) (R) (R) (R) (R) (R)
C. coli
Carcaca 3 (R) (R) (R) (R) Q) (S)
C. coli
Carcaca 4 (R) (R) (R) (R) (R) (R)
C. lari
Carcaca 5 (R) (R) (R) (R) (R) 0)
C.jejuni
Carcaca 5 (R) (R) (R) (R) (R) (R)
C.jejuni
Carcaca 5 (R) (R) S) (R) (R) (R)
C.lari
Carcaca 6 (R) (R) (R) (R) (R) (S)
C. jejuni
Pool ovos (R) (R) (R) (R) (R) ()

C.jejuni




52

Para ZENDEHBAD et al. (2013), a alta resisténcia de Campylobacter
termotolerantes a ciprofloxacina, tetraciclina, ocorreu pelo fato de que no Ird na
ultima década a tetraciclina e a enrofloxacina, intimamente ligada a ciprofloxacina,
terem sido usadas indiscriminadamente na terapéutica veterinaria, tanto na
prevencdo e controle de doencas aviarias. O uso de antibidticos em animais
destinados ao consumo humano também foi apontado por WIECZORECK et al.
(2013), como uma das principais causas para o0s indices de resisténcia
encontrados em diversos paises. Esta mesma situacao foi registrada quando da
producdo dos plantéis avicolas brasileiros.

Mesmo que as gastroenterites infecciosas causadas por Campylobacter
termotolerantes sejam de carater auto-limitante, pacientes com infeccbes graves
ou que pertencam a algum grupo de risco como idosos, mulheres gestantes,
imunocomprometidos, criangas menores que cinco anos, podem requerer 0 USO
de tratamento antimicrobiano, sendo assim o grande numero de estirpes
resistentes as bases comumente utilizadas, diminui em grande escala o0 sucesso

da terapéutica, vindo a se tornar um grave problema de saude publica.
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6. CONCLUSOES

1.

2.

Espécies termotolerantes de Campylobacter estdo presentes em
carcacas de frangos e ovos destinadas ao comércio varejista no
municipio de Goiania;

A espécie caracterizada como a de maior incidéncia foi
Campylobacter jejuni subespécie jejuni 2. Também foram
identificadas =~ Campylobacter coli, Campylobacter lari e
Campylobacter jejuni subespécie jejuni 1;

Isolados apresentaram expressiva resisténcia as bases de
antimicrobianos testados e perfil de multirresisténcia;

O monitoramento oficial de Campylobacter termotolerantes em
matrizes alimentares deve fazer parte do plano estratégico de

reducdo de patégenos em produtos avicolas.
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FICHA DE IDENTIFICACAO DE ESTABELECIMENTO COMERCIAL

Mercado

Nome:

Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia Animal

EXPOSICAO AO RISCO POR Campylobacter spp. EM
CARCACAS DE FRANGO E OVOS COMERCIAIS.
ISOLAMENTO E IDENTIFICA(;AO DO PERFIL DE

SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Endereco:

Distrito:

Data da coleta:

Mercado

Nome:

Endereco:

Distrito:

Data da coleta:

Mercado

Nome:

Endereco:

Distrito:

Data da coleta:
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Programa de Pdés-Graduagao em Ciéncia Animal

“ EXPOSICAO AO RISCO POR Campylobacter spp. EM
““ CARCACAS DE FRANGO E OVOS COMERCIAIS.
U FG ISOLAMENTO E IDENTIFICA(;AO DO PERFIL DE

SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Check-list amostras

CARCACAS DE FRANGO Datadacoleta_/ /  Mercado:
1. Temperatura gondola
2. Temperatura amostra: n°1 ne2 n°3 n°4 n°s
3. Procedéncia (S.I.LF/S.1.E): n°1 ne2 n°3 n°4 n°s
4. Disposic¢ao dos produtos na gondola

5. Integridade da embalagem:

6. CondicOes higiénicas das gondolas

7. Data de fabricagao: n°1 ne2 n°3 n°4 n°5
8. Data de Validade: n°1 ne2 n°3 n°4 n°5
9. Presenca de aspersores no ambiente? () SIM () NAO
10.Observacdes:

OVOS COMERCIAIS Datadacoleta [/ [/ Mercado:

1. Localizagdo do palet:

2. Procedéncia (S.I.LF/S..LE): n°1 n°2 n°3 n°4

n°s
3. Data de fabricag&o: n°1 n°2 n°3 n°4 n°s

4. Data de Validade: n°1 n°2 n°3 n°4 n°s

5. Integridade da embalagem

6. Condicbes de empilhamento

7. Integridade da amostra

8. Presenca de aspersores no ambiente? ()SIM ()NAO
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= TERMO DE COLETA PARA ANALISE
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1- LOCAL DA COLETA
Razfio Scad:

N Crmemin: I Hishca:
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Egcectiza;dc ds el cado:

Ficam coeladas para fins de Andlise unidade(s) do produto
acima identificada, distribuidos em_____________invélucros, aeeim discriminados:
INVOLUCRD 01 LACRE N* Lncxes DESTIND  LA2ORATORIO
INYOLUCRO D2 LAGRE N 5 Undaas OFSTING - LAZORATORIO
INVOLUCRO 03 |  LACSE W* i Undsdes | DESTINO CONTRA PROVA
[Tces=mivots: St =

APENAS FARA AICSTRAS COM CONTRA PROVA ¢
Recebi o INVOLUCRO N® 03 conlerda emestras do produto idenlificado para cfeito de possive! pericia de contra-prova
obrigando me a man'é 1a e coneerve-la adequadements, conforms o recamendado, na condlgdo ce fiel depositdrio.
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