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RESUMO

0 consumo da carne de frango é comum no Brasil por ser um alimento proteico de alto
valor bioldgico e baixo custo, sendo acessivel a toda populacdo. Uma causa comum de
infeccoes alimentares tem sido a ingestdo de produtos avicolas contaminados, crus ou
insuficientemente cozidos, fazendo da contaminacao de cortes de frango fontes potenciais
de Campylobacter spp. para o homem. O objetivo deste estudo foi detectar a presenca
de Campylobacter e verificar a possivel veiculacdo da campilobacteriose através de
cortes e mitdos de frangos resfriados e comercializados para consumo em supermercados
de grande porte no estado do Rio de Janeiro. Para isso, foram coletadas 40 amostras
resfriadas de frango, das quais 19 foram embaladas pela indUstria e 21 manipuladas pelos
supermercados, submetendo-as a trés metodologias distintas denominadas: in natura,
enriquecimento e incubacdo da agua de lavagem. Os resultados obtidos revelaram a
presenca de espécies de Campylobacter zoonoticas resistentes a antimicrobianos em
cortes de frango comercializados para consumo humano, indicando que pedacos e mitidos
de frango crus ou insuficientemente cozidos sao fontes potenciais de campilobacteriose
para a populacao.

PALAVRAS-CHAVE: Campylobacter spp.; Frangos comercializados; Microbiologia de
alimentos; Saude publica; Doencas transmitidas por alimentos

ABSTRACT

The consumption of chicken meat is common in Brazil because this protein-rich food is
low cost, has high nutritional value, and is accessible to the entire population. Acommon
cause of foodborne illness has been the ingestion of contaminated, raw, or undercooked
poultry products, making contaminated chicken meat a potential source of Campylobacter
spp. to humans. The objective of this study was to detect the presence of Campylobacter
and assess the potential transmission of campylobacteriosis through refrigerated chicken
meat and organs sold for consumption in large supermarkets in the state of Rio de Janeiro.
For this purpose, 40 samples of refrigerated chicken were collected; 19 of these were
industrially packed and 21 were manipulated in the supermarkets. The samples were
subjected to analysis using three different methodologies: in natura, by enrichment,
and by incubation of the rinse water. The results revealed the presence of zoonotic,
antimicrobial-resistant Campylobacter species in chicken meat marketed for human
consumption, indicating that raw or undercooked chicken pieces and organs are potential
sources of human campylobacteriosis.

KEYWORDS: Campylobacter spp.; Chickens; Food microbiology; Public health; Foodborne
diseases
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INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) constituem um
grande problema de salde pUblica no mundo, especialmente em
paises industrializados, onde espécies de Campylobacter tém
sido responsabilizadas como um dos mais importantes agentes
etioldgicos dessas enteropatias'.

Dados da Organizacao Mundial de Saude estimam que as doencas
veiculadas pelo consumo de alimentos e aquelas veiculadas pela
agua matam 1,8 milhdes de pessoas anualmente?.

A campilobacteriose, causada por bactérias do género Campylo-
bacter, é uma das principais doencas bacterianas transmitidas
por alimentos em diversos paises, alguns dos quais notificam nd-
meros superiores aos casos de salmonelose?.

A gastrenterite decorrente da infeccao por Campylobacter é
autolimitada, causando diarréia, dor abdominal e febre, com
curso de 5 a 7 dias. A doenca geralmente se manifesta de
2 a 5 dias apos a ingestao de agua ou alimentos contaminados.
Na maioria das vezes, ndo é necessario o uso de antibioticos para
o tratamento da infeccao. No entanto, quando os sintomas sao
severos ou prolongados, o uso de eritromicina (macrolideos) re-
duz o tempo de eliminacao dessas bactérias pelas fezes*.

A ocorréncia de complicacdes é rara, entretanto esses casos po-
dem desencadear sepse; a sindrome de Guillain-Barré (GBS); a
sindrome de Miller Fisher, uma variante da GBS; e a sindrome de
Reiter, caracterizada pela ocorréncia de artrite reativa®.

As principais causas de campilobacteriose estao associadas nao so
ao consumo da carne de frango contaminada e inadequadamente
cozida, como também a praticas incorretas de manipulacéo de
alimentos na cozinha doméstica, gerando contaminacao cruzada
com outros alimentos consumidos crus, como as saladas®.

Sabe-se que Campylobacter spp. sao capazes de sobreviver por
mais de 1 hora nas bancadas e em panos de cozinha, sendo pos-
sivel contaminar outros alimentos que entrem em contato com
estas superficies’.

Na deteccao de Campylobacter em alimentos, geralmente é en-
contrado um baixo nimero de células, principalmente se este
alimento for congelado. Por outro lado, como a sua dose infec-
tante é muito baixa, sendo necessarias apenas 500 células para
que ocorra a infeccao, a carne de frango congelada pode ser
veiculo de transmissao da campilobacteriose®.

A prevaléncia dessa doenca em humanos vem aumentando, sen-
do considerada uma das causas mais frequentes de infeccao de
origem alimentar, se tornando uma preocupacdo para a salde
publica. Porém, infelizmente, o Brasil ainda ndo possui legisla-
cao especifica para deteccao de Campylobacter em alimentos.

Em 2010, a producao brasileira de frangos foi de mais de 12 milhoes
de toneladas, sendo desse total 69% para o consumo interno e
31% para o externo. De acordo com esses dados, o Brasil alcancou
o posto de segundo maior produtor mundial de frangos®.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

A importéncia do estudo da contaminacdo da carne de frango
é ressaltada por esta ser uma importante fonte de proteina de
alta qualidade, rica em aminoacidos essenciais, vitaminas e sais
minerais, sendo consumida em larga escala no Brasil e em todo
o mundo. Além do seu sabor agradavel, sua preparacao exige
pouco tempo e é um alimento economicamente acessivel a toda
populacdo, uma vez que é uma das carnes de mais baixo custo.

O objetivo deste estudo foi detectar a presenca de Campylobac-
ter e verificar a possivel veiculagdo da campilobacteriose atra-
vés de cortes e mildos de frangos resfriados e comercializados
para consumo, em supermercados de grande porte no estado do
Rio de Janeiro.

METODOLOGIA

Foram realizadas duas coletas, sendo a primeira realizada em
janeiro de 2010, no verao, e a segunda realizada em julho de
2011, no inverno, em cinco estabelecimentos comerciais de
grande porte, nos municipios de Duque de Caxias e Rio de Janei-
ro, ambos no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Cada coleta foi constituida de vinte amostras resfriadas de fran-
go, totalizando quarenta amostras, sendo: 10 coxas, 10 asas,
10 figados e 10 moelas. Destas, vinte e uma foram manipuladas
nas proprias redes de supermercados e dezenove estavam na em-
balagem original (bandejas de isopor) proveniente da industria.

Os supermercados foram denominados A, B, C, D e E, sendo A
localizado no municipio de Duque de Caxias e B, C, D e E loca-
lizados no municipio do Rio de Janeiro, ambos no Estado do Rio
de Janeiro.

As amostras coletadas foram processadas no Setor de Campylo-
bacter, do Laboratério de Zoonoses Bacterianas (LABZ0OO), situ-
ado no I0C/ FIOCRUZ/RJ. O processamento sempre foi realizado
no mesmo dia da coleta.

Em cada coleta, as amostras foram lavadas em 100 mL de agua
peptonada estéril, com friccdo de toda superficie durante um
minuto, sendo submetidas em seguida a trés metodologias dis-
tintas (Figura 1).

12 “in natura” - Foi realizada a semeadura direta em placas
de Agar Colimbia (Difco) acrescido de carvao ativado (0,4 g%),
adicionado de solucao FBP (Sulfato Ferroso + Bissulfito de Sddio +
Piruvato de Sddio, 5 mL) e solucdo de antimicrobianos (0,5 mL)™.

A solucédo de antimicrobianos utilizada nas trés metodologias foi
composta pelas substancias: cefalotina (Sigma), lactato de tri-
metoprim (Roche), vancomicina (Sigma), acti-dione (Upjohn) e
colistina (Sigma).

2? “enriquecimento” - Consistiu na adicdo da agua de lavagem
da amostra (25 mL) ao Caldo Brucella (225 mL) acrescido de san-
gue estéril desfibrinado de carneiro (12,5 mL), FBP (12,5 mL) e
solucao de antimicrobianos (1,25 mL) dentro de baldes, os quais
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[Coleta de amostras de frango]

Lavagem dos pedacos e miudos de frango
em agua peptonada

I
In natura

Agua de lavagem

|

[Incubagdo em atmosfera de microaerofilia (42°C/48h)|

|Incubagéo em atmosfera de microaerofilia (42°C/48h)

Coloracao de Gram
Teste fenotipico
Teste genotipico

[Sensibilidade a antimicrobianos |

Figura 1. Fluxograma resumido da metodologia utilizada para o
isolamento de Campylobacter na amostragem e para a caracterizacao
dos isolados.

foram incubados em microaerofilia. Apds o periodo de incuba-
céo, foram retirados 100 yL para a semeadura em placas de Agar
ColUmbia, acrescido de carvao ativado, FBP e solucao de antimi-
crobianos, como descrito anteriormente.

32 “incubagdo da agua de lavagem” - Uma aliquota da agua de
lavagem (3 mL) foi transferida para tubos de ensaio, incubados
em microaerofilia. Posteriormente, 100 pL foram semeados em
placas contendo Agar Colimbia acrescido de carvao ativado, FBP
e da solucao de antimicrobianos.

Todas as placas, baldes e tubos foram incubados a 42°C, em at-
mosfera de microaerofilia, e apds 48 horas foi confirmada a mor-
fologia celular tipica de Campylobacter nas col6nias suspeitas,
através da coloracao de Gram'™.

Para a biotipificacao das amostras, foi pesquisada a presenca da
enzima desoxirribonuclease (DNAse), utilizando-se o meio para
teste de DNAse (Difco). Foram feitos “spots” das culturas a se-
rem testadas no meio, depois incubado a 37°C por 48h, em at-
mosfera de microaerofilia. A interpretacao dos resultados levou
em consideracdo a presenca ou auséncia de um halo de tonalida-
de rdsea, ao redor do crescimento. Nesse teste, utilizou-se uma
cepa de Staphylococcus aureus como controle positivo.

Para caracterizacdo fenotipica de C. coli e C. jejuni, foi reali-
zado o teste de hidrdlise do hipurato de sodio, pois C. jejuni é
capaz de hidrolisar o hipurato de sodio, enquanto que C. coli e
as outras espécies do género Campylobacter, nao sio capazes''.

Para a identificacao molecular dos isolados, realizou-se a extracao
do DNA usando Tiocianato de Guanidina™. A diferenciacao simul-
tanea de C. coli e C. jejuni foi realizada pela Multiplex-PCR, utili-
zando os iniciadores C1 (5’-CAAATAAAG TTAGAG GTAGAATGT-3’)

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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e C4 (5’-GGA TAA GCA CTA GCT AGC TGA T-3’) para ampli-
ficacdo de um fragmento de 160 pb presente em C. jejuni
e os iniciadores Pg3 (5’-GAA CTT GAA CCG ATT TG-3’) e Pg50
(5’-ATG GGATTT CGT ATT AAC-3’) para amplificar regides conser-
vadas do gene flaA (460 pb) presentes em C. jejuni e C. coli."",

O volume final em cada tubo de reacdao de amplificacao foi
de 50 pL, composto por 5 pL de DNA bacteriano, 20 picomo-
les de C1 e de C4, 40 picomoles de Pg3 e Pg50 e pelos seguin-
tes reagentes: 10 mM de Tris-HCL, 50 mM de KC, 200 pM de
cada deoxinucleotideo trifosfatado (DNTP), 5,5 mM de MgCL,
além de 1,25 U da enzima Taq DNA polimerase. As amostras
CCAMP 419 (C. jejuni) e CCAMP 1003 (C. coli), cedidas pela Cole-
cao de Campylobacter (Fiocruz-CCAMP), foram utilizadas como
controles em todas as reacoes de amplificacao.

Os microtubos contendo os componentes da reacao foram am-
plificados no termociclador Mastercycler PRO (Eppendorf), uti-
lizando a seguinte programacao: 1 ciclo inicial de desnaturacao
a 94°C por 4 minutos; 25 ciclos de amplificacdo, cada qual cons-
tituidos de 3 etapas: desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, ane-
lamento a 45°C por 1 minuto e extensdao a 72°C por 1 minuto;
completando com mais 1 ciclo de extensao final do iniciador a
72°C por 7 minutos. Ap6s a amplificacao, os produtos da PCR fo-
ram mantidos a -20°C, até a realizacdo da eletroforese.

Avisualizacao dos produtos amplificados pela Multiplex-PCR foi rea-
lizada através de eletroforese em gel de agarose a 1% e utilizando
o tampao de corrida TBE 0,5 X. Como padrao de peso molecular,
foi utilizado o marcador de 100 pb (100 bp DNA Ladder, Invitrogen).

Para a confirmacdo da espécie C. jejuni, também foi empre-
gada a técnica de PCR para deteccdo do gene hip, codifican-
te da enzima hipuricase, caracteristica da espécie C. jejuni.
As estirpes de Campylobacter spp. isoladas tiveram seu DNA
extraido, conforme descrito anteriormente, o qual foi subme-
tido a amplificacdo pela PCR utilizando-se o par de iniciado-
res Hip400F (5’- GAA GAG GGT TTG GGT GGT-3’) e Hip1134R
(5’- AGC TAG CTT CGC ATA ATA ACT TG-3’) da regiao conservada
do gene hip, que corresponde a um fragmento de 735 pb™.

Para o volume final de reacao de 25 pL, foi empregado tam-
pao PCR 10 X, 25 mM de MgCl2, 2 mM de dNTPs, 10 pmol de
cada primer (HIP400F e HIP1134R), 5 U de Tag DNA polimera-
se (Invitrogen) e 2,5 puL do DNA extraido. No termociclador, o
ciclo de amplificacdo foi precedido de desnaturacao inicial
a 94°C por 1 minuto; seguido de 25 ciclos de desnaturacao a
94°C por 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensao a
72°C por 1 minuto. Como controle positivo, foi utilizada a estirpe
padrao de Campylobacter jejuni ATCC 33291.

A analise do produto amplificado do gene hip foi realizada por
eletroforese em gel de agarose, como descrito anteriormente.

Realizou-se a avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana através da
técnica de difusdo de discos. Uma suspensao densa do crescimento
de 48 horas de cada cultura (tubo 3 da escala de McFarland, aproxi-
madamente 10% ufc/mL), preparada em um tubo contendo 1 mL de
solucdo salina estéril, foi semeada por induto continuo, em placas
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de Agar Mieller Hinton (Difco), acrescido de 5% de sangue estéril
desfibrinado de carneiro e de 5% da solucao de FBP. A seguir, foram
depositados discos dos farmacos comumente utilizados na clinica,
fabricados pela Oxoid: acido nalidixico (NA - 30 pg), ampicilina (AMP
- 10 pg), cefalotina (KF - 30 pg), ceftriaxona (CRO - 30 pg), ciproflo-
xacina (CIP - 5 pg), cloranfenicol (C - 30 pg), eritromicina (E - 10 pg),
gentamicina (CN - 10 pg), cefoxitina (FOX - 30 pg), sulfametoxa-
zol-trimetoprim (SXT - 25 pg), tetraciclina (TE - 30 pg) e imipenen
(IPM - 10 pg). Apds incubacdo de 48 horas a 37°C, em atmosfera de
microaerofilia, gerada por envelope de microaerofilia (Oxoid), foi
realizada a leitura do diametro dos halos de sensibilidade.

Como padrdes para os valores de sensibilidade e/ou resisténcia,
utilizou-se aqueles estabelecidos pelo manual CLSI para bacté-
rias Gram-negativas'®, por nao haver padroes especificamente
estabelecidos para membros da familia Campylobacteraceae.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira coleta, foi detectado Campylobacter spp. em 70%
das amostras manipuladas nas proprias redes de supermercados
e em 100% das amostras embaladas em bandejas provenientes da
industria avicola. Ja na segunda coleta, houve positividade em
27,3% das amostras manipuladas e em 44,4% das embaladas. Com
base nesses resultados, verifica-se que das 40 amostras compostas
por pedacos e mildos de frango resfriados analisados, 24 esta-
vam contaminadas por Campylobacter spp., representando 60% da
amostra total. Desse total de contaminacao, 25% correspondem
ao material manipulado e 35% ao material embalado (Tabela 1).

As amostras manipuladas, assim como as embaladas, estavam
contaminadas por Campylobacter spp., provavelmente em de-
corréncia das condigbes precarias de higiene e manipulacdo das
carcacas e visceras em abatedouros. Entretanto, o maior per-
centual de contaminacado nos pedagos e mildos de frangos em-
balados industrialmente pode ser explicado por estes terem um
menor contato com o oxigénio atmosférico, propiciando um me-
lhor ambiente para multiplicacao de Campylobacter spp., uma
vez que estes microrganismos sao microaerofilos.

Embora o nimero de estudos envolvendo a presenca de Cam-
pylobacter em cortes de frango no Brasil esteja aumentando
com o passar dos anos, a legislacao brasileira que determina os
padrdes microbioldgicos para alimentos, Resolugdo RDC n° 12 de
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02 de janeiro de 2001, nao contempla Campylobacter spp. como
critério microbioldgico®.

Partindo desta realidade, fica visivel a necessidade de ampliacdo
dos estudos na area de microbiologia dos alimentos com énfase
em Campylobacter, para melhor analise da ocorréncia deste pa-
togeno em avicultura e seus riscos a saude publica.

Na execucao deste trabalho, também foi observado que tempe-
raturas mais elevadas, no verao, coincidiam com maiores taxas
de isolamento deste patogeno, fato que esta de acordo com da-
dos relatados na literatura'® ™.

Houve diferenca de contaminacao entre os supermercados pes-
quisados, sendo detectada a presenca de Campylobacter em
75% das amostras do supermercado D; 62,5% daquelas oriundas
dos supermercados A, C e E; e em 37,5% do supermercado B
(Tabela 1). Sendo assim, a diferenca de contaminacao entre os
supermercados, que se localizam na mesma regido geografica,
sugere falhas em itens especificos dos estabelecimentos, como
a temperatura de armazenamento, periodo de armazenamento
e contaminagdo cruzada através de equipamentos, utensilios e
superficies, indicando haver a necessidade de implementacéo da
gestao da qualidade sanitaria nestes estabelecimentos.

Em relagéo aos cortes e milidos de frango estudados, observa-se
que o microrganismo esteve presente em muitos destes, com
maior prevaléncia para o figado, seguido da moela e da asa e
com menor contaminagao encontrada na coxa.

0O fato de ter encontrado Campylobacter spp. em mildos de frango
no presente estudo, em especial no figado, expostos ao consumo
humano em grandes redes de supermercado, é preocupante aos
consumidores e manipuladores de alimentos, visto que essa pode
ser uma fonte potencial de transmissao da campilobacteriose.

As trés metodologias empregadas (in natura, enriquecimento e
agua de lavagem) foram eficazes na deteccao de Campylobacter
spp. nas duas coletas realizadas e nao houve grande diferenca
entre elas quanto a eficiéncia no isolamento dessas bactérias.

Na primeira coleta, foram caracterizadas fenotipicamente nove ce-
pas, sendo duas Campylobacter jejuni biotipo |, uma Campylobacter
Jjejuni biotipo Il, duas Campylobacter coli biotipo |, trés Campylobac-
ter coli biotipo Il e uma cepa que, possivelmente, nao se trata das es-
pécies C. jejuni ou C. coli, pois ndo apresentou amplificagdo na PCR.

Tabela 1. Presenca de Campylobacter nas amostras embaladas e manipuladas separadas por coleta.

Mercados 12 coleta 2? coleta Total
Manipulado Embalado Manipulado Embalado
positivo total positivo total positivo total positivo total positivo total

A 0 1 3 3 1 2 1 2 5 8
B 2 3 1 1 0 1 0 3 3 8
C 3 4 0 0 2 4 0 0 5 8
D 0 0 4 4 0 0 2 4 6 8
E 2 2 2 2 0 2 1 2 5 8
TOTAL 7 10 10 10 3 9 4 11 24 40

A: localizado no municipio de Duque de Caxias/RJ; B,C, D e E: Localizados no municipio do Rio de Janeiro/RJ.
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Os outros trés isolados da primeira coleta foram identificados apenas
ao nivel de género (Campylobacter spp.), uma vez que adquiriram a
forma cocoide, perdendo a sua viabilidade (Tabela 2).

Ja na segunda coleta, foram caracterizadas duas cepas Cam-
pylobacter jejuni biotipo |, duas Campylobacter jejuni bioti-
po Il, trés Campylobacter coli biotipo | e um Campylobacter
coli biotipo Il (Tabela 2).

Os isolados identificados por provas bioquimicas foram submeti-
dos a PCR para confirmacao dos resultados positivos. Em relacao
a caracterizacao genotipica através da Multiplex-PCR, apenas as
cepas da primeira coleta tiveram seu resultado fenotipico con-
firmado (Figura 2).

A pesquisa sobre a presenca do gene da hipuricase também nao
foi satisfatoria, pois apenas os controles apresentaram o resulta-
do esperado (Tabela 2).

Sendo assim, a técnica de caracterizacao fenotipica utilizada
para Campylobacter neste estudo permitiu a deteccao de de-
zesseis cepas bacterianas provenientes de quarenta amostras,
sendo 44% (n=7) C. jejuni e 56% (n=9) C. coli (tabela 2). Dessa
forma, houve prevaléncia de C. coli para os pedacos e miidos
resfriados de frango analisados.

Do total de 16 cepas isoladas e caracterizadas, uma nao se man-
teve cultivavel para o antibiograma. Devido a isto, o teste de
resisténcia aos antimicrobianos foi realizado com 15 cepas de
Campylobacter (Tabela 3).

A resisténcia as quinolonas foi observada frequentemente neste
estudo, uma vez que 66,7% dos isolados foram resistentes ao aci-
do nalidixico e 66,7% foram resistentes a ciprofloxacina. Um fato
interessante foi a acentuada resisténcia cruzada dentro deste
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grupo, pois todas as cepas resistentes ao acido nalidixico eram
concomitantemente resistentes a ciprofloxacina. Essa resistén-
cia cruzada de cepas de Campylobacter entre os antimicrobia-
nos do grupo das quinolonas também foi observada por outro
estudo® em amostras de frango resfriadas comercializadas e por
diversos autores em diferentes paises?’?»2,

0 género Campylobacter é reconhecido por apresentar elevada
resisténcia ao grupo das cefalosporinas, sendo este fato confir-
mado neste estudo pela alta resisténcia dos isolados a cefalo-
tina, cefalosporina de 12 geracdo, no entanto, observou-se um
comportamento atipico frente a ceftriaxona, cefalosporina de
3% geracao, que apresentou 53,3% de cepas resistentes e 40% de
cepas intermediarias a este antimicrobiano. Este fato pode ser
explicado pelo surgimento da resisténcia a este antimicrobiano
do ano de 2002 para o ano de 2003, seguindo para 2004, compro-
vando o comportamento incomum?,

460 pb oy ol
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Figura 2. Eletroforese dos produtos de amplificacao (Multiplex-PCR) das
amostras de Campylobacter spp. isoladas de cortes e miGdos de frangos.
Amostras: 1 = Peso Molecular (100 bp DNA Ladder, Invitrogen™); 2 =
Controle Positivo (Campylobacter jejuni CCAMP 419); 3 = C. jejuni isolada
neste estudo; 4 = Controle Positivo (Campylobacter coli CCAMP 1003); 5 -
10 = C. coli isoladas neste estudo; 11 = Controle Negativo (agua).

Tabela 2. Caracterizacao de Campylobacter spp. isoladas das amostras de frango utilizando as técnicas fenotipicas e genotipicas.

N° Amostra/Coleta Hipurato Dnase Indoxil Resultado PCR Multiplex PCR Hipuricase
B2/1 - + + C. colill nc

B4/1 + + + C. jejuni ll C. jejuni nc
B14/1 + + C. jejuni | C. jejuni +
Sem7/1 Nc + + C. sp C. coli -
Sem14/1 Nc + C.sp C. coli +
T3/1 - + C. colil C. coli -
T14/1 + + C. jejuni | C. jejuni

T17/1 Nc + + C.sp C. coli -
T20/1 - + + C. colill C. coli -
B5/2 + + + C. jejuni ll C. coli -
B9/2 + + + C. jejunill C. coli -
B16/2 + + C. jejuni | C. coli -
Sem11/2 Nc + C.sp C. coli -
Sem16/2 - + C. colill C. coli -
Sem19/2 + + C. jejuni | C. coli -
T14/2 - + + C. colill C. coli -
T18/2 Nc + C.sp C. coli -

B: metodologia de enriquecimento; Sem: metodologia “in natura”; T: metodologia “incubagdo da agua de lavagem”; nc: resultados ndo conclusivos;

C.sp.: Campylobacter sp.
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Tabela 3. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos das cepas de
Campylobacter isoladas e identificadas de cortes de frango.

Antimicrobianos NUmero (%) de isolados resistentes

Acido nalidixico (NA) 10 (66,7%)
Ampicilina (AMP) 1(6,7%)
Cefalotina (KF) 15 (100%)
Ceftriaxona (CRO) 8 (53,3%)
Ciprofloxacina (CIP) 10 (66,7%)
Cloranfenicol (C) 0 (0%)
Eritromicina (E) 1(6,7%)

Gentamicina (CN) 0 (0%)

Cefoxitina (FOX) 15 (100%)
Sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) 15 (100%)
Tetraciclina (TE) 7 (46,7%)
Imipenen (IPM) 0 (0%)

De acordo com a identificacdo bioquimica das espécies termo-
filicas de Campylobacter, C. jejuni e C. coli sao sensiveis ao
acido nalidixico e resistentes a cefalotina, C. lari é resistente
aos dois antibidticos e C. upsaliensis é sensivel aos dois antibio-
ticos. Neste estudo dez isolados apresentaram resisténcia aos
dois antibidticos (caracteristica de C. lari), entretanto alguns
destes foram positivos no teste da hidrolise do hipurato sendo
classificados como C. jejuni.

Em outro estudo, se identificou 167 isolados de Campylobacter
e se encontrou seis isolados (3,6%) de C. coli e dois (1,2%) de
C. jejuni resistentes ao acido nalidixico, porém, esses isolados
foram confirmados pela PCR e caracterizados como cepas resis-
tentes a este antibiotico™.

Dessa forma, com base nos resultados descritos acima e com a
nao confirmacéo dos testes fenotipicos pela PCR de algumas ce-
pas, ja mencionado anteriormente, mostra-se necessario rever
a metodologia utilizada neste trabalho para a caracterizacao de
Campylobacter, visto que é possivel estar diante de espécies de
Campylobacter descritas recentemente na literatura internacio-
nal, como C. avium sp. nov., C. lanienae sp. nov., dentre outras.

Todas as amostras foram sensiveis ao cloranfenicol e imipenen
e obtiveram alta frequéncia de sensibilidade para gentamicina,
com 66,7% (n = 7) de cepas sensiveis e 33,3% (n = 5) de cepas
intermediarias. A sensibilidade a gentamicina é de grande im-
portancia para a saude, por esta ser considerada uma droga al-
ternativa no tratamento da campilobacteriose. Por outro lado, é
importante ressaltar que, embora esse antimicrobiano nao tenha
apresentado cepas resistentes, foram encontradas cepas inter-
mediarias, que podem estar indicando um processo de futura
resisténcia a essa droga.

A auséncia de resisténcia observada para cloranfenicol pode ser
explicada por seu uso ter sido proibido na medicina veterinaria
com a publicagao da Instrucao Normativa n° 9, de 27 de junho de
2003, do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento?.

Cabe ressaltar que o confronto desses resultados com outros des-
critos na literatura torna-se particularmente dificil, pois, como
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citado anteriormente, ndo ha uma padronizagao para os testes de
sensibilidade aos antimicrobianos para o género Campylobacter.

Também é importante enfatizar que a incidéncia de infeccbes
humanas por Campylobacter vem aumentando progressivamente
em muitas partes do mundo, assim como o nimero de cepas
resistentes as quinolonas e, em menor nimero, aos macrolideos.

A maior parte dos casos de enterites causadas por Campylobac-
ter nao requer tratamento com antimicrobianos, sendo a campi-
lobacteriose uma doenca breve, clinicamente leve e autolimita-
da. No entanto, algumas dessas infeccoes requerem tratamento
medicamentoso, como nos casos graves e prolongados de ente-
rite, sepse e outras infeccoes extra-intestinais. Atualmente, a
eritromicina ou uma fluoroquinolona, como a ciprofloxacina, tém
sido os antibidticos escolhidos?.

Dessa forma, como o alimento contaminado é um veiculo habi-
tual de infeccdo em humanos, a presenca de cepas resistentes as
quinolonas e aos macrolideos na cadeia alimentar compromete o
tratamento dessas infeccoes.

0 surgimento de cepas de Campylobacter resistentes as quino-
lonas, isoladas de seres humanos na Holanda, coincidiu com a
introducao de fluoroquinolonas na medicina veterinaria. Atual-
mente, Campylobacter isolados de alimentos de origem animal
resistentes a esse grupo de antimicrobianos tém sido reconheci-
dos como um problema de saude emergente?’.

Antimicrobianos promotores do crescimento (APC) sao incorpora-
dos rotineiramente em racoes de frangos visando melhorar a pro-
dutividade, entretanto sua pratica nao deve ser confundida com o
uso terapéutico ou preventivo dos antimicrobianos. Estima-se que
frangos criados até 40 dias com ragdes contendo esses APC a fim
de incentivar o crescimento, podem apresentar até 50g a mais de
peso do que frangos criados na auséncia dessas substancias.

A utilizacdo de antimicrobianos como promotores de crescimento
em racgoes de aves foi abolida da Comunidade Europeia, entretan-
to a Food and Drug Administration (FDA/ EUA) concluiu ndo haver
informac&o conclusiva de que o uso dessas drogas causa resistén-
cia em bactérias que infectam humanos, sendo assim o uso de APC
reduziu significativamente mas nao foi banido nos EUAZ.

Infelizmente no Brasil a realidade nao é diferente, embora as
novas exigéncias do mercado europeu faga com que os paises
exportadores criem frangos nas mesmas condicoes da Europa®.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que a presenca de espécies de
Campylobacter zoondticas em pedacos e mildos de frangos re-
frigerados, especialmente o figado, vendidos para o consumo
humano em grandes redes de supermercados sugerem a possi-
bilidade da veiculacao da campilobacteriose para a populacao
através do consumo destes alimentos.

Conclui-se ainda que a ocorréncia de C. coli foi predominante
nas duas coletas e a variacao das estacoes do ano, bem como

Vig Sanit Debate 2015;3(1):53-60 | 58



s?

a diferenca de temperatura, exerceu elevada influéncia sobre
o indice de contaminagdo das amostras. As trés metodologias
utilizadas se mostraram eficazes na deteccao de Campylobacter
e nao houve diferenca entre elas, entretanto a metodologia ge-
notipica deve ser aprimorada, com a inclusao de iniciadores oli-
gonucleotidicos especificos que permitam a deteccdo de outras
espécies de Campylobacter descritas recentemente, as quais
podem estar presentes nas amostras analisadas.

Foi observada elevada resisténcia aos antibidticos da classe
das quinolonas (acido nalidixico e ciprofloxacina), o que pode
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